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DESCRIPCION
Antigenos de leishmania para su uso en la terapia y el diagndstico de la leishmaniasis.
Campo Técnico

La presente invencion se refiere en general a proteinas de fusion, composiciones y métodos para prevenir, tratar y
detectar la leishmaniasis, y para estimular respuestas inmunitarias en pacientes. La invencion se refiere mas
concretamente a proteinas de fusidbn que comprenden antigenos de Leishmania, porciones inmunogénicas o
variantes de las mismas, y a vacunas y composiciones farmacéuticas que comprenden dichas proteinas de fusion.
Las vacunas y composiciones farmacéuticas se pueden utilizar, por ejemplo, para la prevencion y la terapia de la
leishmaniasis, asi como para la deteccion de la infeccion por Leishmania.

Antecedentes de la Invencion

Los organismos de Leishmania son parasitos protozoicos intracelulares de macréfagos que causan una amplia
gama de enfermedades clinicas en seres humanos y animales domésticos, principalmente perros. En algunas
infecciones, el parasito puede permanecer en estado latente durante muchos afios. En otros casos, el anfitrion
puede desarrollar una de una variedad de formas de leishmaniasis. Por ejemplo, la enfermedad puede ser
asintomatica o puede manifestarse como leishmaniasis visceral subclinica, que se caracteriza por sintomas leves de
malestar, diarrea y hepatomegalia intermitente. Los pacientes con enfermedad subclinica o asintoméatica usualmente
tienen bajos titulos de anticuerpos, haciendo que la enfermedad sea dificil de detectar con las técnicas
convencionales. Alternativamente, la leishmaniasis puede manifestarse como una enfermedad cuténea, que es un
problema médico grave, pero es generalmente autolimitante, o como una enfermedad de la mucosa altamente
destructiva, que no es auto-limitante. Finalmente, y de forma méas grave, la enfermedad puede manifestarse como
una infeccién visceral aguda que implica el bazo, el higado y los ganglios linfaticos, que, si no se trata, generalmente
es una enfermedad fatal. Los sintomas de la leishmaniasis visceral aguda incluyen hepatoesplenomegalia, fiebre,
leucopenia, anemia e hipergammaglobulinemia.

La leishmaniasis es un grave problema en muchas partes del mundo, incluyendo Brasil, China, Africa Oriental, India
y zonas de Oriente Medio. La enfermedad también es endémica en la region mediterranea, incluyendo el sur de
Francia, ltalia, Grecia, Espafia, Portugal y Norte de Africa. El nimero de casos de leishmaniasis se ha incrementado
espectacularmente en los dltimos 20 afios, y existen hoy en el mundo millones de casos de esta enfermedad.
Alrededor de 2 millones de nuevos casos se diagnostican cada afio, el 25% de los cuales son de leishmaniasis
visceral. No hay, sin embargo, vacunas ni tratamientos eficaces disponibles en la actualidad.

El diagnostico preciso de la leishmaniasis es frecuentemente dificil de lograr. Existen 20 especies de Leishmania
que infectan a los seres humanos, incluyendo L. donovani, L. chagasi, L. infantum, L. major, L. amazonensis, L.
braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, L. tropica, y L. guyanensis, y no hay signos distintivos o sintomas que
indiquen inequivocamente la presencia de infeccion por Leishmania. Se han utilizado métodos de deteccidén de
parasitos, pero estos métodos no son sensibles ni practicos clinicamente. Las pruebas cutdneas actuales
normalmente utilizan parasitos completos o lisados. Estas pruebas generalmente son insensibles, irreproducibles y
propensas a la reaccion cruzada con una variedad de otras enfermedades. Ademas, las preparaciones empleadas
en tales pruebas son a menudo inestables. Por lo tanto, hay una necesidad de métodos mejorados para la deteccion
de la infeccion por Leishmania.

Las vacunas experimentales actuales consistentes en organismos completos no han demostrado su eficacia en
seres humanos. En consecuencia, sigue habiendo una necesidad en la técnica de vacunas para prevenir la
leishmaniasis en seres humanos y en perros, y para la mejora de composiciones terapéuticas para el tratamiento de
la leishmaniasis.

Compendio de lainvencion

La presente invencion proporciona proteinas de fusién, compaosiciones y métodos para prevenir, tratar y detectar la
leishmaniasis, asi como para estimular respuestas inmunitarias en pacientes. En un aspecto, la presente invencion
proporciona una proteina de fusién que comprende (i) un polipéptido que comprende un antigeno de Leishmania que
consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2, una porcion inmunogénica de dicho antigeno capaz de
generar al menos 25% de la respuesta generada por dicho antigeno en un modelo de secrecion de interferén
gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o interleuquina 12 o una variante de dicho antigeno que tiene
una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 2; y (ii) un polipéptido que comprende un antigeno de
Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 24, una porcién inmunogénica de dicho
antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada por dicho antigeno en un modelo de secrecion
de interferon gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o interleuquina 12 o una variante de dicho
antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 24. También se proporcionan secuencias de
ADN que codifican las proteinas de fusidon anteriores, los vectores de expresion recombinantes que comprenden
estas secuencias de ADN y las células anfitrionas transformadas o transfectadas con dichos vectores de expresion.
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En ciertas realizaciones especificas, dichas proteinas de fusién comprenden un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 95, 98, 99 y 101. Las proteinas de fusion
pueden comprender adicionalmente un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 6 y/o del
SEQ ID NO: 10.

En aspectos relacionados, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una o
mas de las proteinas de fusién descritas en la presente memoria, o un polinucleétido que codifica dichas proteinas
de fusion, y un portador fisiolégicamente aceptable. También se proporcionan vacunas que comprenden una 0 mas
de dichas proteinas de fusion o polinucleétidos, junto con un inmunoestimulador. En realizaciones especificas de
estos aspectos, el antigeno de Leishmania tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NOS: 2,y 24.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas para su uso en el método de
deteccién de la infecciéon por Leishmania en un paciente. El método comprende (a) poner en contacto células
dérmicas del paciente con la composicion farmacéutica, y (b) detectar una respuesta inmunitaria en la piel del
paciente.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona composiciones farmacéuticas y vacunas como se ha descrito
antes para su uso en métodos para inducir inmunidad protectora frente a la leishmaniasis en un paciente.

En un aspecto adicional, se proporcionan kits de diagnéstico para detectar la infeccion por Leishmania en un
paciente. Los kits de diagndstico comprenden: (a) una composicién farmacéutica como se ha descrito anteriormente;
y (b) un aparato suficiente para poner en contacto la composicién farmacéutica con las células dérmicas de un
paciente.

Se describen en la presente memoria los métodos para estimular una respuesta inmunitaria celular y/o humoral en
un paciente, que comprenden administrar a un paciente una composicién farmacéutica o una vacuna como se ha
descrito anteriormente.

También se describen en la presente memoria los métodos para tratar a un paciente aquejado una enfermedad
sensible a la estimulacion por IL-12, que comprenden administrar a un paciente una composicion farmacéutica o una
vacuna como se ha descrito anteriormente.

Estos y otros aspectos de la presente invencion seran evidentes mediante la referencia a la siguiente descripcion
detallada y los dibujos adjuntos.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 muestra la estimulacion de la proliferacion de células T obtenidas de ratones BALB/c inmunizados frente
L. donovani (representado por el indice de estimulacion) por macréfagos infectados por L. donovani tras la
incubacién durante 24, 48 y 72 horas.

La Figura 2 ilustra perfiles de HPLC representativos de péptidos aislados de moléculas del MHC clase Il de
macréfagos P388D1. El panel A muestra péptidos aislados de macréfagos no infectados y el panel B muestra
péptidos aislados de macrdfagos infectados con L. donovani. Las flechas en el panel B indican picos de péptidos
presentes Unicamente en la preparacion de macréfagos infectados.

La Figura 3 ilustra la expresion y purificacion del antigeno de Leishmania Ldp23 como una proteina de fusion
recombinante. El panel A muestra un gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie de E. coli lisada sin (calle 1) y
con (calle 2) induccion con IPTG de la expresion de Ldp23. La flecha indica la proteina de fusién recombinante. El
Panel B muestra la proteina de fusion después de la escision de un gel de SDS-PAGE preparativa, electroelucion,
dialisis contra PBS y SDS-PAGE analitica.

La Figura 4 presenta un andlisis de transferencia de Northern de ARN total preparado de L. donovani, L. major, L.
amazonensis y L. pifanoi con un gen Ldp23 marcado con P*. 1, 2 y 3 hacen referencia a ARN obtenido de
promastigotas en la fase de crecimiento logaritmico, promastigotas en la fase de crecimiento estacionario y formas
amastigotas, respectivamente.

La Figura 5 muestra un analisis de transferencia Western de antigenos de promastigotas de L. donovani incubados
con suero de conejo pre-inmune (calle A) o con antisuero de conejo anti-Ldp23 (calle B).

La Figura 6 ilustra la expresion superficial de Ldp23 en promastigotas de L. donovani vivos. La linea punteada
muestra la inmunofluorescencia indirecta realizada utilizando suero pre-inmune de raton y la linea continua muestra
el resultado obtenido con el antisuero anti-GST-Ldp23 de raton. La intensidad de fluorescencia se analizé6 mediante
FACScan.

La Figura 7 muestra la estimulacion de la proliferacion de células T especificas de Leishmania por Ldp23. Los
resultados se presentan como numero el relativo de células como una funcién de la intensidad de fluorescencia. Las
células T (105/pocillo) se purificaron a partir de ganglios linfaticos de ratones BALB/c inmunizados en la almohadilla
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plantar con promastigotas de L. donovani en CFA y se cultivaron con diversas concentraciones de Ldp23
recombinante purificado en presencia de 2x10° células mononucleares del bazo BALB/c normales tratadas con
mitomicina C. Se midi6 la proliferacion de células T a las 27 horas de cultivo. Los valores se expresan como cpm y
representan la media de incorporacion de [3H]-TdR de cultivos por triplicado.

La Figura 8 ilustra la produccién de citoquinas inducida mediante Ldp23 por las células de ganglios linfaticos de
ratones BALB/c. Los cultivos se incubaron con cantidades variables de Ldp23 o producto lisado de Leishmania,
presentadas como pg/mL, y se analizaron mediante ELISA para determinar la produccion de interferon-y (panel A) o
interleuquina-4 (panel B), ambos los cuales se muestran como ng/ml.

La Figura 9 muestra la amplificacion por PCR de ARNm de citoquina aislado de PBMC de un paciente con
leishmaniasis mucosa (Panel A) y leishmaniasis cutdnea (panel B) antes y después de la estimulacién con
polipéptidos representativos de la presente invencion. Las calles O y - indican el nivel de productos de PCR en el
inicio del cultivo y después de 72 horas de cultivo, respectivamente, en ausencia de polipéptido afiadido; las calles
Lb, 83a y 83b indican el nivel de productos de PCR después de cultivo de PBMC con producto lisado de L.
braziliensis, y antigenos Lbhsp83a y Lbhsp83b de Leishmania, respectivamente.

La Figura 10 presenta una comparacion de los niveles de interferén-y (panel A) y TNF-a (panel B) en los
sobrenadantes de cultivos de 72 horas de PBMC de individuos infectados por Leishmania y de control en respuesta
a la estimulacion con producto lisado de parasitos o los polipéptidos indicados.

La Figura 11 ilustra los niveles de p40 de IL-10 (en pg/mL) en el sobrenadante de cultivos de PBMC de individuos
infectados con L. braziliensis y controles no infectados 72 horas después de la estimulaciéon con producto lisado de
promastigota parésito (Lb), Lbhsp83a o Lbhsp83b.

La Figura 12 presenta las reactividades de los sueros de pacientes infectadas con L. braziliensis con polipéptidos
representativos de la presente invencion en una ELISA convencional. Los valores se expresan como absorbancia a
405 nm.

Las Figuras 13A y 13B ilustran el nivel de IL-4 e IFN-y (en pg/mL) secretados estimulados en cultivos de ganglios
linfaticos de raton mediante la adicion de polipéptidos representativos de la presente invencion.

La Figura 14 muestra el nivel de IFN-y (en pg/mL) secretado por PBMC humanas infectadas por Leishmania y no
infectadas estimuladas por el antigeno M15 de Leishmania, en comparacién con los niveles estimulados por
producto lisado de L. major y L-Rack, un antigeno que no parece ser reconocido por seres humanos infectados por
Leishmania.

La Figura 15 muestra el nivel de IFN-y (en pg/mL) secretado por PBMC humanas infectadas y no infectadas
estimuladas por antigenos de Leishmania solubles (antigenos S), en comparacion con los niveles estimulados por
producto lisado de L. major y L-Rack.

La Figura 16 ilustra la proliferacion de cultivos de ganglios linfaticos murinos estimulados por la adicion de
polipéptidos representativos de la presente invencion. Los valores se expresan como cpm.

La Figura 17 muestra la proliferacion de PBMC humanas, preparadas a partir de individuos inmunes a Leishmania y
no infectados, estimulados por M15, en comparacion con la proliferacion estimulada por producto lisado de L. mayor
y L-Rack. Los valores se expresan como cpm.

La Figura 18 ilustra la proliferacion de PBMC humanas, preparadas a partir de individuos infectados con Leishmania
y no infectados, estimulados por antigenos de Leishmania solubles en comparacién con la proliferacién estimulada
por el medio de cultivo, producto lisado de L. major y L-Rack. Los valores se expresan como cpm.

La Figura 19 presenta una comparacion de una secuencia Lbhsp83 (SEQ ID NO: 6) con secuencias homélogas de
L. amazonensis (Lahsp83) (SEQ ID NO: 16), T. cruzi (Tchsp83) (SEQ ID NO: 17) y humanas (Huhsp89) (SEQ ID
NO: 18)

La Figura 20 ilustra la reactividad de sueros de conejo producidos contra antigenos solubles de Leishmania y
producto lisado de promastigota de Leishmania (calle 1) y antigenos solubles de Leishmania (calle 2).

La Figura 21 muestra el ADNc y la secuencia pronosticada de aminoacidos para el antigeno Lmspla de Leishmania.

La Figura 22 muestra una transferencia Southern de ADN gendémico de L. major digerido con un panel de enzimas
de restriccion (calles 1 a 7) y otras seis especies de Leishmania digeridas con Pstl (calles 8 a 13) sondadas inserto
de ADNc completo de Lmspla.

La Figura 23 muestra una transferencia Southern de ADN gendémico de L. major digerido con un panel de enzimas
de restriccidn, otras seis especies de Leishmania digeridas con Pstl y los patégenos infecciosos T. cruzi y T. brucei,
sondeados con el inserto de ADNc completo del antigeno de Leishmania MAPS-1A.
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La Figura 24 ilustra la proliferacion de PBMC aisladas de individuos no infectados, pacientes con leishmaniasis
mucosal activa y pacientes después de la infeccion con kala-azar, estimuladas por MAPS-1A.

La Figura 25 ilustra la proliferacion de cultivos de ganglios linfaticos murinos estimulados por MAPS-1A.
La Figura 26 ilustra la reactividad de MAPS-1A con sueros de pacientes humanos con leishmaniasis.

La Figura 27 ilustra la reactividad de MAPS-1A con sueros de ratones inmunizados contra y/o infectados con
leishmaniasis.

La Figura 28 ilustra la eficacia de la inmunizacién con antigenos solubles de Leishmania o una mezcla de Ldp23,
LbeiF4A y M15 mas coadyuvante para conferir proteccion contra la infeccion (medida por la hinchazéon de la
almohadilla plantar) en un sistema modelo murino de leishmaniasis, en comparaciéon con la administracién de
coadyuvante solo.

La Figura 29 ilustra la eficacia de la inmunizacion con MAPS-1A mas coadyuvante para conferir proteccion contra la
infeccion (medida por la hinchazén de la almohadilla plantar) en un sistema modelo murino de leishmaniasis, en
comparacioén con la administracion de coadyuvante solo.

La Figuras 30A y B ilustran la proliferacién de cultivos de ganglios linfaticos murinos estimulados con cualquiera de
LcgSP8, LcgSP10 o LcgSP3.

La Figura 31 ilustra la eficacia de la inmunizacion con antigenos solubles de Leishmania, MAPS-1A y M15 més
coadyuvante, IL-12, para conferir proteccion contra la infecciéon (medida por la hinchazén de la almohadilla plantar)
en un sistema modelo murino de leishmaniasis, en comparacion con la administracion de coadyuvante IL-12.

La Figura 32 ilustra la eficacia de la inmunizacion con ADN de M15 y ADN de MAPS-1A para conferir proteccion
contra la infeccion (medida por la hinchazén de la almohadilla plantar) en un sistema modelo murino de
leishmaniasis, en comparaciéon con ADN de control y solucion salina.

La Figura 33 ilustra la eficacia de la inmunizacién con proteinas de fusion de Leishmania mas IL-12 como
coadyuvante, para conferir proteccién contra la infeccién en un sistema modelo murino de leishmaniasis.

La Figura 34 ilustra la eficacia de la inmunizacion con proteinas de fusion de Leishmania mas coadyuvante MPL-SE,
para conferir proteccion contra la infeccion en un sistema modelo murino de leishmaniasis.

Descripcion Detallada de la Invencion

Como se indico anteriormente, la presente invencion se refiere en general a proteinas de fusién, composiciones y
métodos para prevenir, tratar y detectar la leishmaniasis, asi como para estimular respuestas inmunitarias en
pacientes.

En un primer aspecto la presente invencion proporciona proteinas de fusién que comprenden (i) un polipéptido que
comprende un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2, una porcion
inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada por dicho antigeno en
un modelo de secrecion de interferbn gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o interleuquina 12, o
una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 2; y (ii) un polipéptido
que comprende un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 24, una
porcién inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada por dicho
antigeno en un modelo de secrecion de interferon gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o
interleuquina 12, o una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 24.

Opcionalmente, las porciones inmunogénicas de Leishmania pueden ser capaces de generar al menos 50% de la
respuesta generada por el antigeno de Leishmania que consiste en el SEQ ID NO: 2 o el antigeno de Leishmania
gue consiste en el SEQ ID NO: 24 respectivamente en un modelo de secrecion de interferon gamma, interleuquina
2, factor de necrosis tumoral alfa o interleuquina 12.

En una realizacion concreta, las proteinas de fusion de la presente invencion comprenden una secuencia de
polipéptidos que tiene una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoacidos codificada por el SEQ ID
NO: 101. En una realizacion preferida las proteinas de fusion comprenden el polipéptido codificado por el SEQ ID
NO: 101.

En una realizacion concreta, las proteinas de fusién de la presente invencion comprenden una secuencia de
polipéptidos que tiene una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoacidos codificada por el SEQ ID
NO: 95. En una realizacion preferida las proteinas de fusiéon consisten en una secuencia de polipéptidos que tiene
una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoacidos codificada por el SEQ ID NO: 95.

En una realizacion concreta, las proteinas de fusion de la presente invencién comprenden una secuencia de
polipéptidos que tiene una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoacidos codificada por el SEQ ID
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NO: 96. En una realizacion preferida las proteinas de fusidn consisten en una secuencia de polipéptidos que tiene
una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoacidos codificada por el SEQ ID NO: 96.

En una realizacion concreta, las proteinas de fusion de la presente invencion comprenden una secuencia de
polipéptidos que tiene una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoéacidos codificada por el SEQ ID
NO: 97. En una realizacion preferida las proteinas de fusién consisten en una secuencia de polipéptidos que tiene
una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoacidos codificada por el SEQ ID NO: 97.

En un aspecto adicional de la presente invencion, las proteinas de fusion descritas anteriormente pueden
comprender adicionalmente un polipéptido que comprende un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia
de aminoacidos del SEQ ID NO: 6, una porcion inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de
la respuesta generada por dicho antigeno en un modelo de interferén alfa, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral
alfa o interleuquina 12, o una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID
NO: 6. Preferiblemente, la proteina de fusion comprende adicionalmente una porcién inmunogénica de un antigeno
de Leishmania que consiste en el SEQ ID NO: 6 capaz de lograr generar al menos 50% de la respuesta generada
por dicho antigeno en un modelo de secrecion de interferdn gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa
o interleuquina 12.

En otra realizaciébn mas de la presente invencion, las proteinas de fusion descritas mas arriba pueden comprender
adicionalmente un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 10, una
porciéon inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada por dicho
antigeno en un modelo de secrecion de interferon gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o
interleuquina 12, o una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 10.
Preferiblemente, la proteina de fusion comprende ademas una porcion inmunogénica de un antigeno de Leishmania
que consiste en el SEQ ID NO: 10 capaz de lograr generar al menos 50% de la respuesta generada por dicho
antigeno en un modelo de secrecion de interferébn gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o
interleuquina 12. En otro aspecto de la invencion se proporcionan los polinucledtidos que codifican la proteina de
fusién descrita mas arriba. Asimismo se proporcionan vectores de expresion recombinantes que comprenden los
polinucleétidos.

En otro aspecto de la invencidon se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de
fusion descritas mas arriba, o los polinucleétidos que las codifican, y un portador fisiolégicamente aceptable.

En otro aspecto de la invencién se proporcionan composiciones inmunogénicas que comprenden las proteinas de
fusion descritas mas arriba, o los polinucledétios que las codifican, y un inmunoestimulador.

Dichos inmunoestimuladores se pueden seleccionar del grupo que consiste en: aminoalquilglucosaminido- 4-
fosfatos; monofosforil lipido A; y monofosforil lipido A 3-des-O-acilado. En una realizacion las composiciones
inmunogénicas pueden comprender adicionalmente un vehiculo de liberacion, tal como una microesfera
biodegradable.

En otro aspecto de la presente invencidon se proporcionan las composiciones farmacéuticas y las composiciones
inmunogénicas descritas mas arriba para su uso en un método de inducciéon de inmunidad protectora contra la
leishmaniasis en un paciente.

En otro aspecto de la invencion se proporcionan las composiciones farmacéuticas descritas mas arriba para su uso
en un método para detectar la infeccion por Leishmania en un paciente, comprendiendo el método las etapas de (a)
poner en contacto células dérmicas del paciente con la composicién farmacéutica; y (b) detectar la respuesta
inmunitaria sobre la piel del paciente. Preferiblemente la respuesta inmunitaria es el endurecimiento.

En otro aspecto de la invencion se proporciona un kit de diagnéstico que comprende (a) una composicion
farmacéutica descrita mas arriba y (b) un dispositivo suficiente para poner en contacto células dérmicas de un
paciente con la composicion farmacéutica.

En otro aspecto de la invencién se proporciona una vacuna que comprende (a) una proteina de fusiéon descrita méas
arriba o (b) un polinucleétido descrito mas arriba, o (c) un vector de expresion recombinante que comprende dicho
polinucledtido; y (d) un coadyuvante. Dicha vacuna puede ser proporcionada para su uso en un método de induccion
de inmunidad protectora contra la leishmaniasis en un paciente.

Los polipéptidos descritos incluyen, pero no estan limitados a, polipéptidos que comprenden porciones
inmunogénicas de antigenos de Leishmania que comprende las secuencias citadas en la SEQ ID NO: 2 (referido en
la presente memoria como M15), SEQ ID NO: 4 (referido en la presente memoria como Ldp23), SEC ID NO: 6
(referido en la presente memoria como Lbhsp83), SEQ ID NO: 8 (referido en la presente memoria como Lt-210),
SEQ ID NO: 10 (referido en la presente memoria como LbelF4A), SEQ ID NO: 20 (referido en la presente memoria
como Lmspla), SEQ ID NO: 22 (referido en la presente memoria Lmsp9a), SEQ ID NO: 24 y 26 (referidos en la
presente memoria como MAPS-1A), y SEQ ID NO: 36-42, 49-53 y 55. Tal como se utiliza en la presente memoria, el
término "polipéptido" abarca cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluyendo proteinas completas (es
decir, antigenos), donde los residuos de aminoacidos estan unidos por enlaces covalentes. Por lo tanto, un
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polipéptido que comprende una porcion inmunogénica de uno de los antigenos anteriores puede consistir
enteramente de la porciéon inmunogénica, o puede contener secuencias adicionales. Las secuencias adicionales
pueden derivarse del antigeno de Leishmania nativo o pueden ser heterélogas, y dichas secuencias pueden (pero
no necesariamente) ser inmunogénicas. Un antigeno "que tiene" una secuencia particular es un antigeno que
contiene, dentro de su secuencia completa, la secuencia citada. El antigeno nativo puede, o no, contener una
secuencia de aminoacidos adicional.

Una porcién inmunogénica de un antigeno de Leishmania es una porciéon que es capaz de provocar una respuesta
inmunitaria (es decir, celular y/o humoral) en un paciente (tal como un ser humano o un perro) infectado actualmente
0 previamente con Leishmania y/o en cultivos de células de ganglios linfaticos o células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) aisladas de individuos infectados actualmente o previamente con Leishmania. Las células en las
gue se provoca una respuesta pueden comprender una mezcla de tipos de células o pueden contener células de
componentes aislados (incluyendo, pero no limitadas a, células T, células NK, macréfagos, monocitos y/o células B).
En particular, las porciones inmunogénicas son capaces de inducir la proliferacion de células T y/o una respuesta de
citoquina de tipo Thl dominantemente (por ejemplo, produccion de IL-2, IFN-y, y/o TNF-a por las células T y/o
células NK, y/o produccion de IL-12 por monocitos, macréfagos y/o células B). Las porciones inmunogénicas de los
antigenos descritos en la presente memoria generalmente se pueden identificar utilizando mecanismos conocidos
por los expertos normales en la técnica, incluyendo los métodos representativos proporcionados en la presente
memoria.

Las composiciones y métodos de la presente invencion también abarcan variantes de los polipéptidos anteriores que
comprenden las proteinas de fusién de la presente invencion. Un polipéptido "variante", segin se utiliza en la
presente memoria, es un polipéptido que difiere de una proteina nativa en una o mas sustituciones, deleciones,
adiciones y/o inserciones, de manera que la inmunogenicidad del polipéptido no disminuye sustancialmente. En
otras palabras, la capacidad de una variante para reaccionar con antisueros especificos del antigeno puede
aumentar o permanecer invariable, con respecto a la proteina nativa, o puede disminuir menos de 50%, y
preferiblemente menos de 20%, con respecto a la proteina nativa. Tales variantes pueden ser identificadas
generalmente modificando una o mas secuencias de polipéptidos y evaluando la reactividad del polipéptido
modificado con anticuerpos o antisueros especificos del antigeno como se describe en la presente memoria. Las
variantes preferidas incluyen aquellas en las que una o mas porciones, tales como la secuencia lider N-terminal o el
dominio transmembrana, han sido eliminados. Otras variantes preferidas incluyen las variantes en las que una
pequefia porcién (p. ej., 1-30 aminoécidos, preferiblemente 5-15 aminoacidos) ha sido eliminada del extremo N y/o C
de la proteina madura.

Las variantes de polipéptidos descritas en la presente memoria incluyen aquellas que muestran una identidad
(determinada como se describe mas arriba) de al menos aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% o0 mas con los polipéptidos descritos en la presente memoria.

Preferiblemente, una variante contiene sustituciones conservativas. Una "sustitucion conservativa" es una en la que
un aminoécido esté sustituido por otro aminoacido que tiene propiedades similares, de manera que un experto en la
técnica de la quimica de péptidos espera que la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido
permanezcan sustancialmente inalteradas. Las sustituciones de amino4cidos se pueden realizar generalmente
basandose en la similitud de la polaridad, la carga, la solubilidad, la hidrofobia, la hidrofilia y/o la naturaleza
anfipatica de los residuos. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen &cido aspartico y acido
glutdmico; los aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos de
cabeza polar no cargada que tienen valores de hidrofilia similares incluyen leucina, isoleucina y valina; glicina y
alanina; asparragina y glutamina; y serina, treonina, fenilalanina y tirosina. Otros grupos de aminoacidos que pueden
representar cambios conservativos incluyen: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val,
ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his. Una variante también puede contener (o
alternativamente contiene) cambios no conservativos. Preferiblemente, las variantes de polipéptidos difieren de una
secuencia nativa por la sustitucion, delecion o adicion de cinco aminoacidos o menos. Las variantes también pueden
estar modificadas (o alternativamente estan modificadas), por ejemplo, mediante la delecién o adicion de
aminoacidos que tienen una influencia minima sobre la inmunogenicidad, la estructura secundaria y la naturaleza
hidropatica del polipéptido.

Los polinucledtidos pueden comprender una secuencia nativa (p. €j., una secuencia enddgena que codifica una
proteina o porcion de la misma) o puede comprender una variante, o un equivalente bioldgico o funcional antigénico
de dicha secuencia. Las variantes de polinucleétidos pueden contener una 0 mas sustituciones, adiciones,
deleciones y/o inserciones, como se describe adicionalmente mas abajo, preferiblemente de manera que la
inmunogenicidad del polipéptido codificado no disminuya, con respecto a una proteina tumoral nativa. El efecto
sobre la inmunogenicidad del polipéptido codificado se puede evaluar generalmente como se describe en la
presente memoria. El término "variantes" también incluye los genes homologos de origen xenogénico.

Cuando se comparan secuencias de polinucleétidos o polipéptidos, se dice que dos secuencias son "idénticas" si las
secuencias de nucleétidos o aminoacidos de las dos secuencias son iguales cuando se alinean para determinar la
méaxima correspondencia, como se describe mas abajo. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan
tipicamente comparando las secuencias a lo largo de una ventana de comparacion para identificar y comparar



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2391562 T3

regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacién” segun se utiliza en la presente memoria,
hace referencia a un segmento de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, normalmente de 30 a
aproximadamente 75, de 40 a aproximadamente 50, en el que una secuencia se puede comparar con una secuencia
de referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de haber alineado oOptimamente las dos
secuencias.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para su comparacion se puede llevar a cabo utilizando el programa Megalign
del grupo Lasergene de soporte légico bioinformatico (DNASTAR, Inc., Madison, WI), utilizando los parametros por
defecto. Este programa incorpora varios esquemas de alineamiento descritos en las siguientes referencias: Dayhoff,
M.O. (1978) A model of evolutionary change in proteins — Matrices for detecting distant relationships. En Dayhoff,
M.O. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol.
5, Supl. 3, pags. 345-358; Hein J. (1990) Unified Approach to Alignment and Phylogenes pags. 626-645 Methods in
Enzymology vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgind, D.G. y Sharp, P.M. (1989) CABIOS 5:151-153;
Myers, E.W. y Muller W. (1988) CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D. (1971) Comb. Theor. 11:105; Santou, N. Nes, M.
(1987) Mol. Biol. Evol. 4:406-425; Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R. (1973) Numerical Taxonomy — the Principles and
Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Franciso, CA; Wilbur, W.J. y Lipman, D.J. (1983) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80:726-730.

Alternativamente, el alineamiento 6ptimo de secuencias para su comparacion se puede llevar a cabo mediante el
algoritmo de identidad local de Smith y Waterman (1981) Add. APL. Math. 2:482, mediante el algoritmo de
alineamiento de identidad de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante los métodos de busqueda
de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, mediante implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, y TFASTA en el Paquete de Soporte Ldgico
de Genetics Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion.

Un ejemplo preferido de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la
similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que son descritos por Altschul et al. (1977) Nucl.
Acids Res. 25:3389-3402 y Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. Se pueden utilizar
BLAST y BLAST 2.0, por ejemplo, con los parametros descritos en la presente memoria, para determinar el
porcentaje de identidad de secuencia de los polinucledtidos y polipéptidos de la invencion. El soporte légico para
realizar los andlisis BLAST se encuentra disponible al publico a través del National Center for Biotechnology
Information. En un ejemplo ilustrativo, se pueden calcular las puntuaciones cumulativas utilizando, para las
secuencias de nucledtidos, los pardmetros M (puntuacion de recompensa para un par de residuos que se
emparejan; siempre >0) y N (puntuacién de penalizacién para residuos que se emparejan erroneamente; siempre
<0). Para las secuencias de aminoacidos, se puede utilizar una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion
cumulativa. La extension de las palabras comunes en cada direccion se detiene cuando: la puntuacion de
alineamiento cumulativa cae en una cantidad X desde su maximo valor alcanzado; la puntuacién cumulativa tiende a
cero 0 menos, debido a la acumulacion de uno o mas alineamientos de residuos de puntuacién negativa; o se
alcanza el final de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) utiliza por
defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectancia (E) de 10, y los alineamientos de la matriz de
puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915), (B) de 50,
expectancia (E) de 10, M=5, N=4 y una comparacion de ambas hebras.

Preferiblemente, el "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias 6ptimamente
alineadas a lo largo de una ventana de comparacion de al menos 20 posiciones, donde la porcion de la secuencia de
polinucleétido o polipéptido de la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir,
espacios) de 20 por ciento 0 menos, normalmente de 5 a 15 por ciento, o de 10 a 12 por ciento, en comparacion con
las secuencias de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para el alineamiento 6ptimo de las dos
secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las cuales se encuentran bases de
acido nucleico o residuos de aminoéacido idénticos en ambas secuencia para dar el nimero de posiciones
emparejadas, dividiendo el nimero de posiciones emparejadas por el nimero total de posiciones de la secuencia de
referencia (esto es, el tamafio de la ventana) y multiplicando los resultados por 100 para dar el porcentaje de
identidad de las secuencias.

Por consiguiente, las proteinas de fusion, y los polinucleétidos que las codifican de la presente invencion pueden
comprende secuencias de polinucleétidos y polipéptidos que tienen una identidad sustancial con las secuencias
descritas en la presente memoria, por ejemplo aquellas que comprenden una identidad de secuencia de al menos
50%, preferiblemente una identidad de secuencia de al menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, o0 99% o superior en comparacion con una secuencia de polinucleétido o polipéptido de esta
invencién utilizando los métodos descritos en la presente memoria, (p. €j., analisis BLAST utilizando parametros
convencionales, como se describe méas abajo). Un experto en esta técnica reconocera que estos valores se pueden
ajustar apropiadamente para determinar la identidad correspondiente de las proteinas codificadas por dos
secuencias de nucledtidos teniendo en cuenta la degeneracion del codigo genético, la similitud de los aminoéacidos,
el posicionamiento del marco de lectura y similares.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2391562 T3

También se describen en la presente memoria polinucleétidos y polipéptidos aislados que comprenden diferentes
longitudes de tramos contiguos de secuencia idéntica 0 complementaria a una o mas de las secuencias descritas en
la presente memoria. Por ejemplo, esta invencién proporciona polinucleétidos que comprenden al menos
aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500 o 1.000 o mas nucle6tidos contiguos de una o
mas secuencias descritas en la presente memoria asi como todas las longitudes intermedias. Se entendera
facilmente que "longitudes intermedias”, en este contexto, significa cualquier longitud entre los valores citados, tales
como 16, 17, 18, 19, etc.; 21, 22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151,
152, 153, etc.; incluyendo todos los enteros de 200 a 500; de 500 a 1.000, y similares.

Los polinucleétidos de la presente invencién, o sus fragmentos, con independencia de la longitud de la propia
secuencia codificante, se pueden combinar con otras secuencias de ADN, tales como promotores, sefiales de
poliadenilacion, sitios de enzimas de restriccion adicionales, sitios de clonacion mdaltiple, otros segmentos
codificantes, y similares, de manera que su longitud total puede variar considerablemente. Por lo tanto se contempla
gue se puede emplear un fragmento de acido nucleico de casi cualquier longitud, estando limitada preferiblemente la
longitud total por la facilidad de preparacién y uso en el protocolo de ADN recombinante pretendido. Por ejemplo, se
contempla que sean Utiles en muchas implementaciones de esta invencién segmentos de ADN ilustrativos con
longitudes totales de aproximadamente 10.000, aproximadamente 5.000, aproximadamente 3.000,
aproximadamente 1.000, aproximadamente 500, aproximadamente 200, aproximadamente 100, aproximadamente
50 pares de bases de longitud, y similares, (incluyendo todas las longitudes intermedias).

También se describen en la presente memoria polinucleétidos que son capaces de hibridar en condiciones
moderadamente restrictivas con una secuencia de polinucledtidos proporcionada en la presente memoria, 0 un
fragmento de la misma, o una secuencia complementaria de la misma. Los mecanismos de hibridacion son bien
conocidos en la técnica de la biologia molecular. Con fines ilustrativos, las condiciones moderadamente restrictivas
adecuadas para someter a ensayo la hibridacion de un polinucleétido de esta invencion con otros polinucleétidos
incluyen prelavado en una soluciéon de 5 X SSC, SDS al 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0); hibridacion a 50°C-65°C, 5 X
SSC, durante la noche; seguido de lavado dos veces a 65°C durante 20 minutos con cada uno de 2X, 0,5X y 0,2X
SSC que contiene SDS al 0,1%.

Por otra parte, los expertos normales en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del codigo
genético, existen muchas secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido como se describe en la presente
memoria. Algunos de estos polinucleétidos tienen una homologia minima con la secuencia de nucledtidos de
cualquier gen nativo. Sin embargo, los polinucledtidos que varian debido a diferencias en el uso de codones se
contemplan especificamente en la presente invencion. Ademas, los alelos de los genes que comprenden las
secuencias de polinucledtidos proporcionadas en la presente memoria estan dentro del alcance de la presente
invencion. Los alelos son genes endogenos que estan alterados como resultado de una o mas mutaciones, tales
como deleciones, adiciones y/o sustituciones de nucledtidos. EI ARNm y la proteina resultantes pueden, pero no
necesitan, tener una estructura o una funcién alterada. Los alelos pueden ser identificados utilizando técnicas
convencionales (tales como hibridacién, amplificacién y/o comparacion de secuencias de bases de datos).

"Polipéptidos" segin se describe en la presente memoria también incluye polipéptidos combinados, también
referidos como proteinas de fusion. Un "polipéptido combinado" es un polipéptido que comprende al menos una de
las porciones inmunogénicas anteriores y una o mas secuencias de Leishmania inmunogénicas adicionales, que
estan unidas a través de un enlace peptidico a una cadena de aminoacidos Unica. Las secuencias se pueden unir
directamente (es decir, sin aminoacidos intermedios) o se pueden unir por medio de una secuencia conectora (por
ejemplo, Gly-Cys-Gly) que no disminuye significativamente las propiedades inmunogénicas de los polipéptidos
componentes.

Las proteinas de fusidon se pueden preparar generalmente utilizando técnicas convencionales, incluyendo la
conjugacién quimica. Preferiblemente, una proteina de fusion es expresada como una proteina recombinante,
permitiendo la produccion de niveles incrementados, con respecto a una proteina no fusionada, en un sistema de
expresion. Brevemente, las secuencias de ADN que codifican los componentes polipeptidicos se pueden ensamblar
por separado, y ligar en un vector de expresion apropiado. El extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica un
componente polipeptidico se liga, con o sin un conector peptidico, al extremo 5' de una secuencia de ADN que
codifica el segundo componente polipeptidico de manera que los marcos de lectura de las secuencias estén en
marco. Esto permite la traduccion a una Unica proteina de fusién que conserva la actividad bioldgica de ambos
componentes polipeptidicos.

Se puede emplear una secuencia conectora peptidica para separar el primer y el segundo componentes
polipeptidicos una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliega en sus estructuras secundaria y
terciaria. Dicha secuencia conectora peptidica se incorpora a la proteina de fusién utilizando mecanismos
convencionales bien conocidos en la técnica. Se pueden elegir secuencias conectoras peptidicas adecuadas
basandose en los siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformacion extendida flexible; (2) su
incapacidad para adoptar una estructura secundaria que pueda interaccionar con epitopos funcionales en el primer y
el segundo polipéptidos; y (3) la carencia de residuos hidréfobos o cargados que puedan reaccionar con los epitopos
funcionales del polipéptido. Las secuencias conectoras peptidicas preferidas contienen residuos de Gly, Asn y Ser.
También se pueden utilizar otros aminoacidos neutros proximos, tales como Thr y Ala en la secuencia conectora.
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Las secuencias de aminoacidos que se pueden emplear de manera ventajosa como conectores incluyen aquellas
descritas por Maratea et al., Gene 40:39-46, 1985; Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262, 1986;
Patente de los Estados Unidos NUm. 4.935.233 y Patente de los Estados Unidos Nim. 4.751.180. La secuencia
conectora puede tener generalmente de 1 a aproximadamente 50 aminoéacidos de longitud. No se requieren
secuencias conectoras cuando el primer y el segundo polipéptidos tienen regiones de aminoacidos N terminales no
esenciales que se pueden utilizar para separar los dominios funcionales y evitar las interferencias estéricas.

Las secuencias de ADN ligadas estan conectadas operablemente a elementos reguladores de la transcripcion o la
traduccion adecuados. Los elementos reguladores responsables de la expresion del ADN estan localizados
solamente 5' con respecto a la secuencia de AN que codifica los primeros polipéptidos. De un modo similar, los
codones de terminacion requeridos para finalizar la traduccién y las sefales de terminacion de la transcripcion
solamente estan presentes 3' con respecto al segundo polipéptido. Las preparaciones de proteinas de fusion de
antigenos de Leishmania se describen mas abajo en el Ejemplo 19.

En general, los antigenos de Leishmania que tienen propiedades inmunogénicas, y las secuencias de ADN que
codifican dichos antigenos, se pueden preparar usando cualquiera de una variedad de procedimientos de una o mas
especies de Leishmania, incluyendo, pero no limitadas a, L. donovani, L. chagasi, L. infantum, L. major, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, L. tropica y L. guyanensis. Dichas especies estan
disponibles, por ejemplo, a partir de la Coleccién de Cultivos Tipo Americana (ATCC), Rockville, MD. Por ejemplo,
los péptidos aislados de moléculas MHC de clase Il de macrdfagos infectados con una especie de Leishmania se
pueden utilizar para rescatar los correspondientes antigenos donadores de Leishmania. Las moléculas del MHC de
clase Il son expresadas principalmente por células del sistema inmunitario, incluyendo macroéfagos. Estas moléculas
presentan péptidos, que tienen generalmente 13-17 aminoécidos de longitud, derivados de antigenos foraneos que
se degradan en vesiculas celulares. Los antigenos peptidicos unidos son reconocidos por las células T CD4. Por
consiguiente, los péptidos foraneos aislados de moléculas MHC clase Il de, por ejemplo, macrofagos murinos
infectados con Leishmania, se puede utilizar para identificar las proteinas de Leishmania inmunogénicas.

Brevemente, los péptidos derivados de antigenos de Leishmania se pueden aislar comparando el perfil de HPLC de
fase inversa de los péptidos extraidos de los macrofagos infectados con el perfil de los péptidos extraidos de células
no infectadas. Los péptidos que dan lugar a distintos picos de HPLC Unicos para macréfagos infectados se pueden
secuenciar después utilizando, por ejemplo, la quimica de Edman como describen Edman y Berg, en Eur. J.
Biochem, 80:116-132 (1967). Un fragmento de ADN correspondiente a una porcion de un gen de Leishmania que
codifica el péptido se puede amplificar después a partir de una genoteca de ADNc de Leishmania utilizando un
cebador oligonucleotidico efector derivado de la secuencia peptidica y un cebador oligo dT antisentido. El fragmento
de ADN resultante se puede usar después como sonda para escrutar una genoteca d Leishmania para determinar
un ADNc completo o un clon gendmico que codifica el antigeno de Leishmania. Tales escrutinios se pueden realizar
generalmente usando mecanismos bien conocidos por los expertos normales en la técnica, tales como los descritos
en Sambrook et al., Molecular Cloning:. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor,
NY (1989).

Se puede utilizar este enfoque para identificar un antigeno de 23 kD de Leishmania donovani (referido en la presente
memoria como Ldp23). La secuencia de un polinucleétidos que codifica Ldp23 se proporciona en el SEC ID NO: 3y
la secuencia de aminoéacidos de Ldp23 se proporciona en el SEC ID NO: 4. Utilizando los métodos descritos en la
presente memoria, se ha demostrado que Ldp23 induce una respuesta inmunitaria Thl en células T preparadas a
partir de ratones infectados por Leishmania.

Alternativamente, una genoteca de expresion de ADNc o gendémico de Leishmania se pueden escrutar con suero de
un individuo infectado por Leishmania, utilizando mecanismos bien conocidos por los expertos normales en la
técnica. Los polinucledtidos que codifican antigenos reactivos se puede usar después para expresar el antigeno
recombinante para la purificacién. Las propiedades inmunogénicas de los antigenos de Leishmania purificados se
pueden evaluar después utilizando, por ejemplo los métodos representativos descritos en la presente memoria.

Por ejemplo, los sueros de ratones infectados por Leishmania se pueden utilizar para escrutar una genoteca de
ADNCc preparada a partir de amastigotas de Leishmania. A continuacion se pueden expresar los clones reactivos y
analizar las proteinas recombinantes para determinar la capacidad para estimular células T o células NK derivadas
de individuos inmunes a Leishmania (es decir, individuos que tienen evidencia de infecciéon, como se documenta por
la reactividad seroldgica positiva con anticuerpos especificos de Leishmania y/o una respuesta DTH especifica de
Leishmania, sin sintomas clinicos de leishmaniasis). Este procedimiento se puede utilizar para obtener un
polinucleétidos recombinante que codifica el antigeno de Leishmania designado M15. La secuencia de dicho
polinucleédtido se proporciona en el SEQ ID NO: 1, y la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada se
proporciona en el SEC ID NO: 2

Se puede utilizar un enfoque similar para aislar un polinucleétido genémico que codifica un antigeno de Leishmania
braziliensis inmunogénico, referido en la presente memoria como Lbhsp83. Mas especificamente, se puede aislar un
clon genémico que codifica Lbhsp83 por medio de escrutinio de una genoteca de expresion de L. braziliensis con
suero de un individuo infectado por Leishmania. EI ADN que codifica Lbhsp83 es homoélogo al gen que codifica la
proteina eucariética de choque térmico de 83 kD. La secuencia de un polinucleétido que codifica casi todo Lbhsp83
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se presenta en el SEQ ID NO: 5, y la secuencia de aminoacidos codificada se proporciona en el SEC ID NO: 6.
Utilizando los métodos descritos a continuacion, se ha encontrado que Lbhsp83 estimula la proliferacion, y un perfil
de citoquinas mixto Thl y Th2, en PBMC aisladas de pacientes infectados con L. braziliensis. Por consiguiente,
Lbhsp83 es un antigeno de Leishmania inmunogénico. Se ha encontrado que las regiones de Lbhsp83 que no se
conservan con el gen de mamifero son particularmente potentes para la estimulacion de células T y la unién de
anticuerpos. Tales regiones se pueden identificar, por ejemplo, mediante inspeccion visual de la comparacion de
secuencias proporcionada en la Figura 19.

Este enfoque también se puede utilizar para aislar un polinucledtido que codifica un antigeno inmunogénico de L.
tropica de 210 kD, referido en la presente memoria como Lt-210. La preparacién y caracterizacion de Lt-210, y las
porciones inmunogénicas del mismo (tales como Lt-1 y la repeticién inmunogénica y las secuencias no repetidas), se
describe con detalle en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos NUim. de Serie 08/511.872, presentada el 4 de
agosto 1995. La secuencia de un polinucleétido que codifica Lt-1 se proporcionan en el SEQ ID NO: 7 y la secuencia
de aminoacidos codificada se presenta en el SEQ ID NO: 8.

El enfoque anterior se puede utilizar ademas para aislar un polinucleétido que codifica un antigeno de L. braziliensis
referido en la presente memoria como LbelF4A. En resumen, dicho clon se puede aislar por escrutinio de una
genoteca de expresion de L. braziliensis con sueros obtenidos de un paciente afectado con leishmaniasis mucosa, y
analizando los antigenos reactivos para determinar la capacidad para estimular respuestas proliferativas y
produccién de citoquina Thl preferente en PBMC aisladas de pacientes infectados con Leishmania, como se
describe a continuacion. La preparacion y caracterizacion de LbelF4A se describe con detalle en las Solicitudes de
Patente de los Estados Unidos con los Nums. de Serie 08/454.036 y 08/488.386, que son continuaciones en parte
de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos con el Num. de Serie 08/232.534, presentada el 22 de abril 1994.
La secuencia de un polinucleétido que codifica LbelF4A se proporciona en el SEC ID NO: 9 y la secuencia de
aminoécidos codificada se presenta en el SEQ ID NO: 10. Los homélogos de LbelF4A, tales como el encontrado en
L. major, también se puede aislar utilizando este enfoque, y estan dentro del alcance de la presente invencion.

Las composiciones descritas en la presente memoria también pueden contener, o alternativamente, contienen
antigenos solubles de Leishmania. Segun se utiliza en la presente memoria, "antigenos soluble de Leishmania" hace
referencia a una mezcla de por lo menos 8 antigenos de Leishmania diferentes que se pueden aislar a partir del
sobrenadante de promastigotas de Leishmania de cualquier especie cultivada durante 8-12 horas en medio libre de
proteinas. En resumen, los organismos se cultivan hasta la fase logaritmica tardia en medio complejo con suero
hasta que llegan a una densidad de 2-3 x 10’ organismos viables por mL de medio. Los organismos se lavan
cuidadosamente para eliminar los componentes del medio y se resuspenden a 2-3 x 10’ organismos viables por ml
de medio libre de suero definido que consiste en un medio con partes iguales de RPMI 1640 y medio 199, ambos de
Gibco BRL, Gaithersburg, MD. Después de 8-12 horas, el sobrenadante que contiene antigenos solubles de
Leishmania se separa, se concentra 10 veces y se somete a dialisis frente a solucion salina tamponada con fosfato
durante 24 horas. La presencia de al menos ocho antigenos diferentes dentro de la mezcla de antigenos de
Leishmania se puede confirmar utilizando SDS-PAGE (es decir, a través de la observacién de por lo menos 8
bandas diferentes). Las propiedades inmunogénicas de los antigenos solubles de Leishmania se pueden confirmar
mediante la evaluacion de la capacidad de la preparacion para producir una respuesta inmunitaria en cultivos de
células de ganglios linfaticos y/o células mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas de individuos
infectados Leishmania actualmente o previamente. Dicha evaluacion puede realizarse como se describe a
continuacion.

Se pueden aislar los antigenos individuales presentes en la mezcla de antigenos solubles de Leishmania
inmunizando ratones o conejos con sobrenadante de cultivo de Leishmania, que contiene antigenos solubles, y
empleando el suero resultante para escrutar una genoteca de expresion de ADNc de Leishmania como se describe
con detalle a continuacién. Este procedimiento se puede utilizar para aislar polinucledtidos recombinantes aislados
gue codifican los antigenos de L. major referidos en la presente memoria como Lmspla, Lmsp9a y MAPS-1. Las
secuencias de ADN que codifican Lmspla, Lmsp9a y MAPS-1A se proporcionan en los SEQ ID NO: 19, 21 y 23,
respectivamente, presentandose las correspondientes secuencias de aminoacidos pronosticadas en los SEQ ID NO:
20, 22 y 24, respectivamente. De manera similar, los sueros de ratones o conejos inmunizados con sobrenadante de
cultivo de L. major pueden ser utilizados para escrutar una genoteca de ADN gendmico de L. major. Como se detalla
mas abajo, este procedimiento se puede utilizar para aislar polinucleétidos que codifican los antigenos de L. major
referidos en la presente memoria como LmgSP1, LmgSP3, LmgSP5, LmgSP8, LmgSP9, LmgSP13, LmgSP19, y
polinucleétidos que codifican los antigenos de L. chagasi LcgSP1, LcgSP3, LcgSP4, LcgSP8, y LcgSP10. Las
secuencias de ADN que codifican estos antigenos se proporcionan en los SEQ ID NO: 29-35 y 44-48,
respectivamente, proporcionandose las secuencias de aminoacidos correspondientes en los SEQ ID NO: 36-42 y
49-53. Los antigenos de L. major referidos en la presente memoria como 1G6-34, 1E6-44, 4A5-63, 1B11-39, 2A10-
37, 4G2-83, 4H6-41 y 8G3-100 pueden ser aislados por medio de la clonacion para la expresiéon de las células T
CD4+ tal como se describe a continuacion. Las secuencias de ADN que codifican estos antigenos se proporcionan
en los SEQ ID NO: 72-79, respectivamente, proporcionandose las correspondientes secuencias de aminoacidos
predichas en los SEQ ID NO: 80-87. Las propiedades inmunogénicas de los antigenos de Leishmania aislados
pueden evaluarse utilizando, por ejemplo, los métodos representativos descritos en la presente memoria.
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Independientemente del método de preparacion, los antigenos descritos en la presente memoria son
inmunogénicos. En otras palabras, los antigenos (y porciones inmunogénicas de los mismos) son capaces de
provocar una respuesta inmunitaria en cultivos de células de ganglios linfaticos y/o células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) aisladas de individuos infectados actualmente o previamente por Leishmania. Mas
especificamente, los antigenos y las porciones inmunogénicas de los mismos, tienen la capacidad de inducir la
proliferacion de células T y/o provocar una respuesta de citoquinas de tipo Thl dominante (por ejemplo, produccion
de IL-2, IFN-y, y/o TNF-a por las células T y/o las células NK; y/o produccion de IL-12 por monocitos, macréfagos y/o
células B) en células aisladas de individuos infectados por Leishmania actualmente o previamente. Un individuo
infectado por Leishmania puede estar aquejado de una forma de leishmaniasis (tal como subclinica, cutanea,
mucosa o visceral activa) o puede ser asintomatica. Dichos individuos pueden identificarse utilizando métodos
conocidos por los expertos normales en la técnica. Los individuos con leishmaniasis pueden ser identificados
basandose en hallazgos clinicos asociados con por lo menos uno de los siguientes: aislamiento de parasitos de
lesiones, una prueba cutanea positiva con producto lisado de Leishmania o una prueba seroldgica positiva. Los
individuos asintomaticos son individuos infectados que no presentan signos ni sintomas de la enfermedad. Tales
individuos pueden ser identificados basdndose en una prueba serolégica positiva y/o una prueba cutanea con
producto lisado de Leishmania.

El término "PBMC", que se refiere a una preparacion de células nucleadas que consiste principalmente en linfocitos
y monocitos que estén presentes en sangre periférica, abarca tanto mezclas de células como preparaciones de uno
0 mas tipos de células purificadas. Las PBMC se pueden aislar mediante métodos conocidos por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, las PBMC se pueden aislar por centrifugacion de densidad a través de, por ejemplo, Ficoll™
(Winthrop Laboratories, Nueva York). Los cultivos de ganglios linfaticos generalmente se pueden preparar mediante
la inmunizacién de ratones BALB/c (por ejemplo, en la almohadilla plantar posterior) con promastigotas de
Leishmania emulsionadas en coadyuvante completo de Freund. Los ganglios linfaticos de drenaje se puede escindir
después de la inmunizacion y las células T pueden purificarse en una columna de anti-lg de raton para eliminar las
células B, seguido por un paso a través de una columna Sephadex G10 para eliminar los macrofagos. De manera
similar, las células de los ganglios linfaticos se pueden aislar de un ser humano después de una biopsia o una
extirpacion quirdrgica de un ganglio linfatico.

La capacidad de un polipéptido (por ejemplo, un antigeno de Leishmania o una porcién u otra variante del mismo)
para inducir una respuesta en PBMC o cultivos de células de ganglios linfaticos se puede evaluar poniendo en
contacto las células con el polipéptido y midiendo una respuesta adecuada. En general, la cantidad de polipéptido
que es suficiente para la evaluacion de aproximadamente 2 x 10° células varia de aproximadamente 10 ng a
aproximadamente 100 ug, y preferiblemente es de aproximadamente 1-10 microgramos. La incubacion del
polipéptido con las células se realiza normalmente a 37° C durante aproximadamente 1-3 dias. Después de la
incubacién con el polipéptido, las células se analizan para determinar una respuesta apropiada. Si la respuesta es
una respuesta proliferativa, se puede emplear cualquiera de una variedad de mecanismos bien conocidos por los
expertos normales en la técnica. Por ejemplo, se pueden exponer las células a un pulso de timidina radioactiva y
medir la incorporacion del marcador al ADN celular. En general, un polipéptido que da como resultado al menos un
aumento de tres veces en la proliferacion por encima del fondo (es decir, la proliferacion observada para las células
cultivadas sin polipéptido) se considera capaz de inducir la proliferacién.

Alternativamente, la respuesta que se va a medir puede ser la secrecion de una o mas citoquinas (tales como el
interferon y (IFN-y), interleuquina 4 (IL-4), interleuquina 12 (p70 y/o p40), interleuquina 2 (IL-2) y/o factor de necrosis
tumoral a (TNF-a)) o el cambio en el nivel de ARNm que codifica uno o mas citoquinas especificas. En particular, la
secrecion de interferén vy, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral a y/o interleuquina 12 es indicativa de una
respuesta Thl, que es responsable del efecto protector contra Leishmania. Los analisis para cualquiera de las
citoquinas anteriores generalmente se pueden realizar utilizando métodos conocidos por los expertos normales en la
técnica, tales como un ensayo de inmunoabsorcién con enzima ligada (ELISA). Los anticuerpos adecuados para su
uso en tales analisis pueden obtenerse a partir de una variedad de fuentes tales como Chemicon, Temucula, CA 'y
PharMingen, San Diego, CA, y generalmente se pueden usar de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
nivel de ARNm que codifica uno o mas citoquinas especificas puede evaluarse, por ejemplo, mediante amplificacion
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En general, un polipéptido que es capaz de inducir, en una
preparacion de aproximadamente 1-3 x 10° células, la produccién de 30 pg/ml de IL-12, IL-4, IFN-y, TNF-a o IL- 12
p40, o0 10 pg/mL de IL-12 p70, se considera capaz de estimular la produccién de una citoquina.

Las porciones inmunogénicas de los antigenos descritos en la presente memoria se pueden preparar e identificar
usando mecanismos bien conocidos, tales como los que resumen Paul, en Fundamental Immunology , 32 ed., 243-
247 (Raven Press, 1993) y las referencias alli citadas. Tales técnicas incluyen polipéptidos de escrutinio derivados
del antigeno para determinar las propiedades inmunogénicas utilizando, por ejemplo, los mecanismos
representativos descritos en la presente memoria. Una porcién inmunogénica de un polipéptido es una porcién que,
en tales andlisis representativos, genera una respuesta inmunitaria (por ejemplo, proliferacion y/o produccion de
citoquinas) que es sustancialmente similar a la generada por el antigeno completo. En otras palabras, una porcion
inmunogénica de un antigeno puede generar al menos aproximadamente 25%, y preferiblemente al menos
aproximadamente 50%, de la respuesta generada por el antigeno completo en los analisis modelo descritos en la
presente memoria.
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Las porciones y otras variantes de antigenos inmunogénicos de Leishmania pueden ser generadas por medios
sintéticos o recombinantes. Los polipéptidos sintéticos que tienen menos de aproximadamente 100 aminoacidos, y
generalmente menos de aproximadamente 50 aminoéacidos, pueden generarse utilizando mecanismos bien
conocidos por los expertos normales en la técnica. Por ejemplo, tales polipéptidos pueden sintetizarse utilizando
cualquiera de los mecanismos en fase soélida disponibles en el mercado, tales como el método de sintesis en fase
solida de Merrifield, donde los aminoacidos se afaden sucesivamente a una cadena de aminoacidos en crecimiento.
Véase Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2146, 1963. El equipo para la sintesis automatizada de polipéptidos
esta disponible en el mercado disponible de proveedores tales como Perkin Elmer/Applied BioSystems Division,
Foster City, CA, y puede ser manejado de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los polipéptidos recombinantes que contienen porciones y/o variantes de un antigeno nativo pueden prepararse
facilmente a partir de una secuencia de ADN que codifica el antigeno. Por ejemplo, los sobrenadantes de sistemas
anfitrion/vector adecuados que secretan la proteina recombinante a los medios de cultivo se pueden concentrar
primero utilizando un filtro disponible en el mercado. Después de la concentracion, el producto concentrado puede
ser aplicado a una matriz de purificacion adecuada tal como una matriz de afinidad o una resina de intercambio
i6nico. Finalmente, se pueden emplear una o mas etapas de HPLC de fase inversa para purificar adicionalmente una
proteina recombinante.

En general, se puede emplear cualquiera de una variedad de vectores de expresion conocidos por los expertos
normales en la técnica para expresar los polipéptidos recombinantes de esta invencion. Se puede lograr la expresion
en cualquier célula anfitriona apropiada que haya sido transformada o transfectada con un vector de expresion que
contiene un polinucleétido que codifica un polipéptido recombinante. Las células anfitrionas adecuadas incluyen
células de procariotas, de levaduras y de eucariotas superiores. Preferiblemente, las células anfitrionas empleadas
son E. coli, levadura o una linea celular de mamifero tal como COS o CHO. Las secuencias de ADN expresadas de
esta manera pueden codificar antigenos de origen natural, porciones de antigenos de origen natural, u otras
variantes de los mismos. Por ejemplo, las variantes de un antigeno nativo pueden prepararse generalmente usando
técnicas convencionales, tales como mutagénesis de sitio especifico dirigida por oligonucleotidos, y se pueden
eliminar secciones de la secuencia de ADN para permitir la preparacion de polipéptidos truncados.

También se describen en la presente memoria secuencias de repeticion epitépica, o epitopos antigénicos, de un
antigeno de Leishmania, junto con polipéptidos que comprenden al menos dos de tales epitopos antigénicos
contiguos. Segun se utiliza en la presente memoria un "epitopo” es una porcién de un antigeno que reacciona con
sueros de individuos infectados por Leishmania (es decir, un epitopo se une especificamente a uno o mas
anticuerpos presentes en tales sueros). Como se comenté anteriormente, los epitopos de los antigenos descritos en
la presente solicitud pueden ser identificados generalmente usando mecanismos bien conocidos por los expertos en
la técnica.

En una realizacion, los epitopos antigénicos de la presente invencién comprenden una secuencia de aminoacidos
proporcionada en los SEQ ID NO: 43, 56, 57 0 58. Como se comenta con més detalle a continuacion, los epitopos
antigénicos proporcionados en la presente memoria pueden ser empleados en el diagndstico y el tratamiento de la
infeccion por Leishmania, ya sea solos o combinados con otros antigenos de Leishmania o epitopos antigénicos.
Los epitopos antigénicos y los polipéptidos que comprenden tales epitopos se pueden preparar por métodos
sintéticos, como se describe en general mas arriba y con detalle en el Ejemplo 15.

En ciertos aspectos de la presente invencion, descritos con detalle a continuacion, las proteinas de fusiéon que
comprenden los polipéptidos, epitopos antigénicos y/o antigenos solubles de Leishmania se pueden incorporar a
composiciones farmacéuticas o vacunas.

Las composiciones farmacéuticas comprenden una o mas proteinas de fusién, cada una de las cuales puede
contener una o mas de las anteriores secuencias (o variantes de las mismas), y un portador fisiol6gicamente
aceptable. Las vacunas, también referidas como composiciones inmunogénicas, comprenden una o mas de las
proteinas de fusién anteriores y un inmunoestimulador, tal como un coadyuvante (por ejemplo, LbelF4A,
interleuquina 12 u otras citoquinas) o un liposoma (en el que se incorpora el polipéptido). Muchos coadyuvantes
contienen una sustancia disefiada para proteger el antigeno de un catabolismo rapido, tal como hidréxido de
aluminio o aceite mineral, y un estimulador de las respuestas inmunitarias, tal como lipido A, proteinas derivadas de
Bordetella pertussis o Mycobacterium tuberculosis. Ciertos coadyuvantes son asequibles comercialmente, como por
ejemplo Coadyuvante Incompleto y Coadyuvante Completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Ml); Coadyuvante
65 de Merck (Merck and Company, Inc., Rathway, NJ); AS-2 (SmithKline Beecham, Philadelphia, PA); sales de
aluminio tales como gel de hidroxido de aluminio (alumbre) o fosfato de aluminio; sales de calcio, hierro o cinc; una
suspension insoluble de tirosina acilada; azlcares acilados; polisacaridos derivatizados catiGnicamente o
aniénicamente; polifosfacenos; microesferas biodegradables; monofosforil lipido A y quil A. Las citoquinas, tales
como GM-CSF, interleuquina 2, 6, 12 y otros factores de crecimiento similares, también se pueden utilizar como
coadyuvantes.

En ciertas realizaciones de la invencion, la composicién coadyuvante es preferiblemente una que induce una
respuesta inmunitaria predominantemente de tipo Thl. Algunos coadyuvante preferidos para lograr una respuesta
predominantemente de tipo Thl incluyen, por ejemplo, una combinacién de monofosforil lipido A, preferiblemente
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monofosforil lipido A 3-des-O-acilado, junto con una sal de aluminio. Los coadyuvantes MPL® son asequibles de
Corixa Corporation (Seattle, WA; véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.436.727;
4.877;611; 4.866.034 y 4.912.094). Los oligonucleétidos que contienen CpG (en los que el dinucleétido de CpG esta
desmetilado) también inducen una respuesta predominantemente de tipo Thl. Tales oligonucleétidos son bien
conocidos y se describen, por ejemplo, en los documentos WO 96/02555, WO 99/33488 y en las Patentes de los
Estados Unidos Nums. 6.008.200 y 5.856.462. Las secuencias de ADN inmunoestimuladoras también son descritas,
por ejemplo, por Sato et al., Science 273:352, 1996. Otro coadyuvante preferido comprende una saponina, tal como
Quil A, o sus derivados, incluyendo QS21 y QS7 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA); Escina;
Digitonina; o saponinas de Gypsophila o Chenopodium quinoa. Otras formulaciones preferidas incluyen mas de una
saponina en las combinaciones coadyuvantes de la presente invencion, por ejemplo combinaciones de al menos dos
del siguiente grupo que comprende QS21, QS7, Quil A, B-escina, o digitonina.$$$

Alternativamente, las formulaciones de saponina se pueden combinar con vehiculos para vacunas compuestos por
quitosana u otros polimeros policatiénicos, particulas de polilactida y polilactida-co-glicélido, matriz polimérica
basada en poli-N-acetil glucosamina, particulas compuestas por polisacaridos o polisacaridos modificados
quimicamente, liposomas y particulas basadas en lipidos, particulas compuestas por monoésteres de glicerol, etc.
Las saponinas también se pueden formular en presencia de colesterol para formar estructuras particuladas tales
como liposomas o ISCOM. Ademas, las saponinas se pueden formular junto con un éster o éster de polioxietilano,
en una solucién o suspension no particulada, o en una estructura particulada tal como un I|posoma paucilamelar o
ISCOM. Las saponinas también se pueden formular con excipientes tales como Carbopol® para incrementar la
viscosidad, o se pueden formular en forma de polvo seco con un excipiente en polvo tal como lactosa.

En una realizacion preferida, el sistema coadyuvante incluye la combinacion de un monofosforil lipido A y un
derivado de saponina, tal como la combinacién de coadyuvante QS21 y 3D- MPL®, como se describe en el
documento WO 94/00153, o una composicion menos reactogénica donde QS21 es extlnguido con colesterol, como
se describe en el documento WO 96/33739. Otras formulaciones preferidas comprenden una emuIS|on de aceite en
agua y tocoferol. Otra formulacion coadyuvante particularmente preferida que emplea QS21, 3D-MPL® y tocoferol en
una emulsién de aceite en agua se describe en el documento WO 95/17210.

Otro sistema coadyuvante mejorado implica la combinacién de un oligonucleétido que contiene CpG y un derivado
de saponina, concretamente la combinacion de CpG y QS21, se describe en el documento WO 00(09159.
Preferiblemente la formulacion comprende adicionalmente una emulsién de aceite en agua y tocoferol.

Los coadyuvantes ilustrativos adicionales para su uso en las composiciones de la invencién incluyen Montanide ISA
720 (Serpic, Francia), SAF (Chiron, California, Estados Unidos), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la serie de
coadyuvantes SBAS (p. €., SBAS-2 o SBAS-4, asequible de SmithKline Beecham, Rixensart, Bélgica), Enhanzayn
(Corixa, Hamilton, MT), RC-529 (Corixa, Hamilton, MT) y otros aminoalquil glucosaminida 4-fosfatos (AGP), tales
como los descritos en la Patente de los Estados Unidos Nim.6.113.918 y la Solicitud de la Patente de los Estados
Unidos pendiente Nim. de Serie 09/074.720, cuyas descripciones se incorporan a la presente memoria como
referencia en su totalidad, y coadyuvantes de éter de polioxietileno tales como los descritos en el documento WO
99/52549A1.

Otros coadyuvantes preferidos incluyen moléculas coadyuvantes de férmula general
():HO(CH2CH20)n-A-R,
donde, n es 1-50, A es un enlace 0 —C(O)-, R es alquilo C1-Cso 0 Fenilalquilo C1-Cso.

En la presente memoria se describe una formulacion de vacuna que comprende un éter de polioxietileno de formula
general (l), donde n esta entre 1y 50, preferiblemente 4-24, muy preferiblemente 9; el componente R es alquilo Ci-
Cso, preferiblemente C4-Cy y muy preferiblemente alquilo Ci2, y A es un enlace. La concentracion de los éteres de
polioxietileno deben estar en el intervalo de 0,1-20%, preferiblemente de 0,1-10%, y muy preferiblemente en el
intervalo de 0,1-1%. Los éteres de polioxietileno preferidos se seleccionan del siguiente grupo: éter polioxietilen-4-
laurilico, éter polioxietilen-9-estearilico, éter polioxietilen-8-estearilico, éter polioxietilen-4-laurilico, éter polioxietilen-
35-laurilico, y éter polioxietilen-23-laurilico. Los éteres de polioxietileno, tales como el éter polioxietilen-laurilico se
describen en el indice Merck (122 edicién: entrada 7717). Estas moléculas coadyuvantes se describen en el
documento WO 99/52549. El éter de polioxietileno de acuerdo con la férmula general (I) anterior se puede combinar,
si se desea, con otro coadyuvante. Por ejemplo, una combinaciéon coadyuvante favorable es preferiblemente con
CpG como se describe en la Solicitud de Patente pendiente del Reino Unido GB 9820956.2.

Las vacunas pueden contener adicionalmente un vehiculo de liberacion, tal como una microesfera biodegradable
(descrita, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.897.268 y 5.075.109). Las composiciones
farmacéuticas y vacunas dentro del alcance de la presente invencion también pueden contener otros antigenos de
Leishmania, ya sea incorporados a un polipéptido combinado o presente en uno o mas polipéptidos separados.

Alternativamente, una composicion farmacéutica o vacuna puede contener un inmunoestimulador tal como, un
coadyuvante (p. €j., LbelF4, interleuquina 12 u otras citoquinas) o ADN que codifica tales intensificadores, y ADN
gue codifica uno o mas de los polipéptidos como se ha descrito anteriormente, de tal manera que el polipéptido se
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genera in situ. En tales composiciones farmacéuticas y vacunas, el ADN puede estar presente en cualquiera de una
variedad de sistemas de liberacion conocidos por los expertos normales en la técnica, incluyendo sistemas de
expresion de acidos nucleicos, bacterias y sistemas de expresién virales. Los sistemas de expresion de acidos
nucleicos adecuados contienen las secuencias de ADN necesarias para la expresion en el paciente (tales como un
promotor y una sefial de terminaciéon adecuados). Los sistemas de liberacién bacterianos implican la administracion
de una bacteria (tal como Bacillus de Calmette-Guerrin}) que expresa una porciéon inmunogénica del polipéptido en su
superficie celular. En una realizacion preferida, el ADN puede ser introducido usando un sistema de expresion viral
(por ejemplo, vaccinia u otro virus de la viruela, retrovirus, o adenovirus), que puede implicar el uso de un virus de
replicacién competente, no patégeno (defectuoso). Los mecanismos para incorporar ADN en tales sistemas de
expresion son bien conocidos por los expertos normales en la técnica. El ADN también puede estar "desnudo”, como
describen, por ejemplo, Ulmer et al., en Science 259:1745-1749 (1993) y revisado por Cohen, Science 259:1691-
1692 (1993). La absorcién de ADN desnudo se puede aumentar revistiendo perlas biodegradables con ADN, que
son eficazmente transportadas a las células.

Si bien se puede emplear cualquier portador adecuado conocido por los expertos normales en la técnica en las
composiciones farmacéuticas de esta invencién, el tipo de portador variara dependiendo del modo de
administracion. Para la administracién parenteral, tal como inyeccion subcuténea, el portador preferiblemente
comprende agua, solucién salina, alcohol, una grasa, una cera o un tampon. Para la administracion oral, se puede
emplear cualquiera de los portadores anteriores o un portador sélido, como manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa, glucosa, sacarosa y carbonato de magnesio. Las microesferas
biodegradables (por ejemplo, polilactico-galactido) también se pueden emplear como portadores para las
composiciones farmacéuticas de esta invencion. Las microesferas biodegradables adecuadas se describen, por
ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos. Nims. 4.897.268 y 5.075.109.

Cualquiera de una variedad de coadyuvantes se puede emplear en las vacunas de esta invencion para potenciar no
especificamente la respuesta inmunitaria. La mayoria de los coadyuvantes contienen una sustancia disefiada para
proteger el antigeno de catabolismo rapido, tal como hidroxido de aluminio o aceite mineral, y un estimulador
inespecifico de las respuestas inmunitaria, tal como lipido A, Bordetella pertussis, 0 Mycobacterium tuberculosis. Los
coadyuvantes adecuados estan disponibles en el mercado como, por ejemplo, el Coadyuvante Incompleto y el
Coadyuvante Completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Ml), Coadyuvante 65 de Merck (Merck and Company,
Inc., Rahway, NJ), alumbre, microesferas biodegradables, monofosforil lipido A y quil A. Los coadyuvantes
preferidos incluyen LbelF4A, IL-12 y otras citoquinas tales como IFN-y o factor estimulador de colonias de
granulocitos - macréfagos (GM-CSF). En virtud de su capacidad para inducir una respuesta inmunitaria Thl
exclusiva, es particularmente preferido el uso de LbelF4A, y variantes del mismo, como coadyuvante en las vacunas
de la presente invencion.

En una realizacién preferida, las composiciones de la presente invencidon incluyen multiples polipéptidos
seleccionados con el fin de proporcionar una proteccion mejorada contra una variedad de especies de Leishmania.
Tales polipéptidos se pueden seleccionar basédndose en las especies de origen del antigeno nativo o basandose en
un alto grado de conservacion de la secuencia de aminoacidos entre diferentes especies de Leishmania. Una
combinacién de polipéptidos individuales puede ser particularmente eficaz como vacuna profilactica y/o terapéutica
debido a que (1) la estimulacion de la proliferacion y/o la producciéon de citoquinas por polipéptidos individuales
puede ser aditiva, (2) la estimulacion de la proliferacion y/o la produccion de citoquinas por una combinacion de
polipéptidos individuales pueden ser sinérgicas, (3) una combinacién de polipéptidos individuales puede estimular
los perfiles de citoquinas de tal forma que sean complementarios entre si y/o (4) los polipéptidos individuales pueden
ser complementarios entre si cuando algunos de ellos se expresan mas abundantemente en las especies
individuales o cepas de Leishmania responsables de la infeccién. Una combinacion concreta contiene polipéptidos
que comprenden porciones inmunogénicas de M15, Ldp23, Lbhsp83, Lt-1 y LbelF4A. Alternativamente, o ademas, la
combinacién puede incluir uno o mas polipéptidos que comprenden porciones inmunogénicas de otros antigenos de
Leishmania descritos en la presente memoria, y/o antigenos solubles de Leishmania.

En otra realizacion, las composiciones de la presente invencion incluyen combinaciones de los polipéptidos descritos
mas arriba empleados con una variedad de coadyuvantes, tales como IL-12 (proteina o ADN) para conferir una
respuesta protectora contra una variedad de especies de Leishmania.

En otra realizacion mas, las composiciones de la presente invencioén incluyen constructos de ADN de las diferentes
especies de Leishmania solos o combinados con una variedad de coadyuvantes, tales como IL-12 (proteina o ADN)
para conferir una respuesta protectora contra una variedad de especies de Leishmania.

Las composiciones farmacéuticas y vacunas anteriores pueden utilizarse, por ejemplo, para inducir inmunidad
protectora contra Leishmania en un paciente, tal como un ser humano o un perro, para prevenir la leishmaniasis. Las
dosis apropiadas y los métodos de administracion para estos propdsitos se describen en detalle a continuacion.

Las composiciones farmacéuticas y vacunas descritas en la presente memoria también se pueden utilizar para
estimular una respuesta inmunitaria, que puede ser celular y/o humoral, en un paciente. Para pacientes infectados
por Leishmania, las respuestas inmunitarias que pueden generarse incluyen una respuesta inmunitaria Thl
preferente (es decir, una respuesta caracterizada por la produccién de las citoquinas interleuquina 1, interleuquina 2,
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interleuquina 12 y/o interferén y, asi como factor de necrosis tumoral a). Para pacientes no infectados, la respuesta
inmunitaria puede ser la produccion de interleuquina 12 y/o interleuquina 2, o la estimulacion de las células T gamma
delta. En cualquier categoria de paciente, la respuesta estimulada puede incluir la produccién de IL-12. Dichas
respuestas también pueden ser logradas en muestras biolégicas de PBMC o de sus componentes derivados de
individuos infectados por Leishmania o no infectados. Como se sefialé anteriormente, los andlisis para determinar
cualquiera de las citoquinas anteriores generalmente se pueden realizar utilizando métodos conocidos por los
expertos normales en la técnica, tales como un analisis de inmunoabsorcién con enzima ligada (ELISA).

Las composiciones farmacéuticas y vacunas adecuadas para uso en este aspecto de la presente invencion son
aquellas que contienen al menos una proteina de fusién de la presente invencién.

Las composiciones farmacéuticas y vacunas descritas en la presente memoria también se pueden usar para tratar a
un paciente que padece una enfermedad sensible a la estimulacion de IL-12. El paciente puede ser cualquier animal
de sangre caliente, tal como un ser humano o un perro. Dichas enfermedades incluyen infecciones (que pueden ser,
por ejemplo, bacterianas, virales o protozoicas) o enfermedades tales como el cancer. Por ejemplo, la enfermedad
puede ser la leishmaniasis, y el paciente puede mostrar sintomas clinicos o puede ser asintomatico. En general, la
capacidad de respuesta de una enfermedad particular a la estimulacién por IL-12 puede determinarse evaluando el
efecto del tratamiento con una composicidon farmacéutica o vacuna de la presente invencion sobre correlaciones
clinicas de inmunidad. Por ejemplo, si el tratamiento da como resultado una mayor respuesta Thl o la conversion de
un perfil Th2 en Th1, con una mejora clinica complementaria en el paciente tratado, la enfermedad es sensible a la
estimulacion por IL-12. La administracion de polipéptido puede ser como se describe a continuacion, o puede
prolongarse durante un periodo de tiempo mas largo, dependiendo de la indicacion. Preferiblemente, los polipéptidos
empleados en las composiciones farmacéuticas y vacunas son complementarios, como se ha descrito
anteriormente. Una combinacién concreta contiene polipéptidos que comprenden porciones inmunogénicas de M15,
Ldp23, Lbhsp83, Lt-1 y LbelF4A, Lmspla, Lmsp9a y MAPS-1A. También se pueden emplear antigenos solubles de
Leishmania.

Las rutas y frecuencia de administracion, asi como la dosificacion, para los aspectos anteriores de la presente
invencion variaran de un individuo a otro y se pueden establecer paralelismos con los que actualmente se estan
utilizando en la inmunizacién contra otras infecciones, incluyendo infecciones por protozoos, virus y bacterias. En
general, las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse por medio de inyeccion (por ejemplo,
intracutanea, intramuscular, intravenosa o subcutanea), intranasalmente (por ejemplo, por aspiracion) o por via oral.
Se pueden administrar entre 1 y 12 dosis durante un periodo de 1 afio. Para la vacunacion terapéutica (es decir, el
tratamiento de un individuo infectado), se administran preferiblementel2 dosis, a intervalos de un mes. Para el uso
profilactico, se administran preferiblemente 3 dosis, a intervalos de 3 meses. En cualquier caso, se pueden
administrar después periodicamente vacunas de refuerzo. Pueden ser apropiados protocolos alternativos para
pacientes individuales. Una dosis adecuada es una cantidad de polipéptido o ADN que, cuando se administra como
se ha descrito anteriormente, es capaz de originar una respuesta inmunitaria en un paciente inmunizado suficiente
para proteger al paciente de la leishmaniasis durante por lo menos 1 -2 afios. En general, la cantidad de polipéptido
presente en una dosis (0 producido in situ por el ADN en una dosis) varia de aproximadamente 100 ng a
aproximadamente 1 mg por kg de anfitrion, normalmente de aproximadamente 10 pyg a aproximadamente 100 pg.
Los tamafios adecuados de las dosis variaran con el tamafio del paciente, pero tipicamente variaran de
aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 5 ml.

En otro aspecto, esta invencion proporciona composiciones farmacéuticas para su uso en el diagndstico de la
infeccion por Leishmania en un paciente mediante una prueba cutdnea. Segun se utiliza en la presente memoria,
una "prueba cutanea" es cualquier analisis realizado directamente en un paciente en el que se mide una reaccion de
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) (tal como endurecimiento y enrojecimiento acompafante) después de la
inyeccion intradérmica de uno o mas polipéptidos como se ha descrito anteriormente. Esta inyeccién se puede lograr
usando cualquier dispositivo adecuado suficiente para poner en contacto el polipéptido o los polipéptidos con las
células dérmicas del paciente, tal como una jeringa de tuberculina o una jeringa de 1 ml. Preferiblemente, la reaccién
se mide al menos 48 horas después de la inyeccion, mas preferiblemente 72 horas después de la inyeccion.

La reaccion DTH es una respuesta inmunitaria mediada por células, que es mayor en pacientes que han sido
expuestos previamente a una prueba con antigeno (es decir, una porcién inmunogénica de un polipéptido empleado,
0 una variante del mismo). La respuesta puede medirse visualmente, utilizando una regla. En general, el
endurecimiento que es mayor que aproximadamente 0,5 cm de diametro, preferiblemente mayor de
aproximadamente 1,0 cm de diametro, es una respuesta positiva, indicativa de infeccion por Leishmania, que puede
0 no manifestarse como una enfermedad activa.

Las proteinas de fusion de esta invencion preferiblemente se formulan, para su uso en una prueba cutanea, en forma
de composiciones farmacéuticas que contienen al menos una proteina de fusion y un portador fisiologicamente
aceptable, como se ha descrito anteriormente. Tales compaosiciones contienen tipicamente uno o mas de los
polipéptidos anteriores en una cantidad que varia de aproximadamente 1 pug a 100 g, preferiblemente de
aproximadamente 10 pg a 50 pg en un volumen de 0,1 ml. Preferiblemente, el portador empleado en dichas
composiciones farmacéuticas es una solucion salina con conservantes apropiados, tales como fenol y/o Tween $80 ™.
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Las proteinas de fusiéon de la invencion también se pueden emplear combinadas con uno o mas antigenos de
Leishmania conocidos en el diagndstico de la leishmaniasis, utilizando, por ejemplo, la prueba cutanea descrita
anteriormente. Preferiblemente, las proteinas de fusion se eligen de tal manera que los polipéptidos que
comprenden sean complementarios entre si. Los ejemplos de los antigenos de Leishmania conocidos que pueden
ser Utilmente empleados junto con los polipéptidos de la invencion incluyen K39 (Burns et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 1993 90:775-779).

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustraciéon y no a modo de limitacion. Cualquiera de los ejemplos que
puede estar fuera del alcance de la invencion reivindicada se proporciona solamente para ayudar el experto en la
técnica a comprender el campo técnico de la invencion.

Ejemplo 1
Preparacion de M15

Este ejemplo ilustra la preparacion de un antigeno de Leishmania M15, que tiene la secuencia proporcionada en el
SEQ ID NO: 2.

Se escrut6 una genoteca de expresion de ADNc de amastigota de L. major (cepa Friedlan) preparada en el vector
NZAP |l (Stratagene, La Jolla, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando suero obtenido de
ratones BALB/c infectados con L. major (8 semanas después de la inoculacidn). Se escrutaron aproximadamente
40.000 placas y se purificaron hasta la homogeneidad cuatro clones que expresaban antigenos reactivos por medio
de dos rondas subsiguientes de escrutinio de baja densidad. Se escindieron los insertos del fagémido Bluescript de
los clones positivos para su andlisis adicional. Con posterioridad se utilizé un fragmento de restriccion EcoRI/Sstll
desde el extremo 5' de un inserto de ADNc parcial aislado durante la primera ronda de escrutinio (pLmal-1) como
sonda para escrutar de nuevo los clones que contenian insertos de ADNc completo. La sonda se marcé para
actividad especifica alta (-~1O9 cpm/ug) con [or-32 P]dCTP utilizando el método del cebador al azar y se utiliz6 para
escrutar ~10.000 placas de la genoteca de expresion de L. major descrita mas arriba. Los clones positivos se
compararon mediante digestion con enzimas de restriccion y el clon con el inserto méas grande (pfll-1) fue elegido
para andlisis posteriores.

Los analisis de la secuencia de ADN se realizaron en un secuenciador automatizado de Applied Biosystems
utilizando polimerasa Tag y terminadores ddNTP acoplados a colorante o cebadores de secuenciacion marcados
con colorante. La secuencia completa del inserto de 2685 pb se determind utilizando una combinacién de
secuenciacion dirigida por el cebador y secuenciacion de una serie de subclones de delecion con Exonucleasa Il
solapantes generados utilizando el sistema Erase-a-base (Promega, Madison, WI). La secuencia de este inserto
se proporciona en el SEQ ID NO: 1, y la secuencia de aminoacidos deducida se proporciona en el SEQ ID NO: 2.

El inserto completo del clon pfl-1 se escindié por digestion con BamRI/Kpnl y se subcloné en marco en pQE31
digerido con BamHI/Kpnl (QUIAGEN) para generar el constructo pM151A. La E. coli que contenia este constructo
expresé induciblemente altos niveles del antigeno de L. major codificado por pfll-1 (denominado M15) con la
adicion de una etiqueta de 6-histidina en el extremo amino. Se indujo la expresion de la proteina recombinante en
cultivos de gran volumen (500 ml) de células anfitrionas de E. coli que contenian el constructo pM151A mediante
la adicion de IPTG 2 mM a la fase de crecimiento semi-logaritmica. El crecimiento continué durante 4 a 5 horas y
después las bacterias se sedimentaron y se lavaron una vez con PBS frio. Las bacterias se resuspendieron en 20
ml de tampén de lisis (Na;HPO4 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, mercaptoetanol 10 mM) que contenia 20 mg de
lisozima y se lisaron mediante una incubacion durante 1 hora a 4°C seguido de breve sonicacion. El material
insoluble se separd por centrifugacion a 10.000 xg durante 10 minutos y aunque se encontré que la proteina
recombinante se distribuia uniformemente entre las fracciones soluble e insoluble, se deseché el material
insoluble en este punto. La proteina recombinante que contenia la etiqueta de histidina amino terminal se purifico
por afinidad utilizando resina Ni-NTA (QIAGEN) segun las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se
afiadieron 8 ml de resina Ni-NTA resuspendida en tampén de lisis a la fraccidon de producto lisado soluble y se
llevé a cabo la union con mezclado constante durante 1 hora a 4°C. Después la mezcla se cargd en una columna
de flujo por gravedad y el material no unido se dejo fluir. La matriz de Ni-NTA se lavo 3 veces con 25 ml de
tampén de lavado (Na;HPO4 50 mM, pH 6,0, NaCl 300 mM, B-Mercaptoetanol 10 mM) y el material unido se hizo
eluir en 25 ml de tampodn de eluciéon (Na;HPO, 50 mM pH 5,0, NaCl 300 mM, B-mercaptoetanol 10 mM). El
material eluido se sometié después a dialisis frente a 3 cambios de PBS, se filtr6 en condiciones estériles y se
almacend a -20°C. Se demostré mediante analisis SDS-PAGE que la proteina recombinante purificada estaba
libre de cualquier cantidad significativa de proteina de E. coli. Se supuso que un pequefio nimero de bandas de
peso molecular mas bajo eran los productos proteoliticos del antigeno de L. major basandose en su reactividad
mediante analisis de transferencia Western. Se gener6 un antisuero policlonal de titulo alto contra M15 en conejos
mediante inyeccidn subcutdnea repetida de proteina recombinante. El analisis de transferencia Western de
productos lisados de promastigotas y amastigotas de L. major utilizando este antisuero indicoé que la proteina se
expresaba constitutivamente a través del ciclo de vida del parasito.
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Ejemplo 2
Preparacién de Ldp23

Este ejemplo ilustra la preparacion de un antigeno de Leishmania Ldp23, que tiene la secuencia proporcionada en el
SEC ID NO: 4.

A. Purificacion de Péptidos Asociados con el MHC de Clase Il de Macrofagos P388D1 Infectados con L. donovani

Para verificar que la infeccién in vitro de macréfagos podria cargar sus moléculas del MHC de clase Il con péptidos
de parasitos, se llevaron a cabo experimentos iniciales para someter a ensayo la capacidad de la linea celular de
macréfagos infectados con L. donovani P388D1 para presentar antigenos de parasitos a células T especificas de L.
donovani. Se eligid ésta linea celular de macrofagos porque tiene el mismo haplotipo H-2 que el raton BALB/c, que
es una cepa de ratén moderadamente susceptible a la infeccion por L. donovani y se seleccioné para llevar a cabo
los experimentos in vivo. Utilizando una proporcion de 3-5 pardsitos por célula y una incubacién inicial a temperatura
ambiente durante 4-6 horas seguido de 37°C durante 24-48 horas, cerca de 90% de los macrofagos fueron
infectados. El nivel de expresién de moléculas del MHC clase Il, determinado por medio de analisis FACS, indico
que la infeccién no ocasionaba un efecto sobre los niveles de expresion de MHC de clase Il cuando se comparaba
con las células de control no infectadas.

Para someter a ensayo la capacidad de las células P388D1 infectadas con L. donovani para presentar antigenos de
parasitos, se infectaron macréfagos como se indic6 anteriormente y se incubaron a 26°C durante 6 horas, y luego a
37°C, durante 24, 48 o 72 horas. En cada uno de estos momentos puntuales las células no adherentes y los
parésitos libres se lavaron y las células adherentes se desprendieron mecanicamente, se lavaron y se fijaron con
paraformaldehido. Estas células se utilizaron después como células presentadoras de antigenos (APC) para purificar
células T de ganglio linfatico de ratones BALB/c inmunizados con promastigotas de L. donovani. Para generar estas
células T especificas anti-L. donovani, se inmunizaron ratones BALB/c (H-2%) de ambos sexos (The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME) a las 8 a 14 semanas de edad en la almohadilla plantar trasera con 5-10 x 10°
promastigotas de L. donovani emulsionados en coadyuvante completo de Freund (CFA) (Difco Laboratories,
Madison, MI) como describen Rodrigues et al., en Parasite Immunol. 14:49 (1992). Los ganglios linfaticos de drenaje
se extirparon 8 dias después de la inmunizacion y las células T se purificaron en una columna de anti-lg de ratén
para eliminar las células B, como se describen Bunn-Moreno y Campos-Neto, en J. Immunol. 127:427 (1981),
seguido de un pase a través de una columna Sephadex G10 para separar los macrofagos.

El indice de estimulacion se calculd dividiendo las cpm obtenidas para las células cultivadas en presencia de
macréfagos P388D1 infectados por las cpm obtenidas para las células cultivadas en presencia de macrofagos no
infectados, pero sometidas a las mismas condiciones que los macrofagos infectados. Los resultados que se
muestran la Figura 1 indican que los macrofagos P388D1 infectados con L. donovani procesan los antigenos de
parasitos y que la presentacion éptima se produce después de 48 horas de la infeccion. No se observo estimulacion
de las células T por los macréfagos no infectados.

Para aislar los péptidos de L. donovani asociados con el MHC de clase I, se infectaron macrofagos P388D1 con
promastigotas de L. donovani para una incubacion inicial de 6 horas a la temperatura ambiente. Después los cultivos
se transfirieron a 37°C durante el resto del periodo de incubacion de 48 horas. En una proporciéon de 3-5 parasitos
por macréfago, casi el 90% de los macréfagos fueron infectados después de 24 horas de incubacion a 37°C.

Las moléculas del MHC de clase Il se purificaron después por afinidad. Se utilizaron aproximadamente 1,5 x 10*

macréfagos P388D1 infectados con L. donovani o un numero igual de no infectados para cada purificacion. Las
células se recogieron, se lavaron con PBS y se incubaron durante 30 minutos en tampdn de lisis frio (PBS, Nonidet
P40 al 1%, yodoacetamida 25 mM, azida de sodio al 0,04%, aprotinina 1 mM y PMSF 1 mM). El material insoluble se
elimin6 por centrifugacion a 40.000 g durante 1 hora y el sobrenadante se reciclo durante la noche a 4°C sobre una
columna de Sefarosa anti-moléculas del MHC de clase Il (H-2 ) (columna de Proteina G-Sefarosa a la que se habia
unido el anticuerpo monoclonal MK-D6). Los sobrenadantes de cultivo de las células de hibridoma MK-D6 (Coleccion
de Cult|vos Tipo Americana, Rockville, MD) se emplearon como fuente de anticuerpo monoclonal anti-MHC de clase
Il (H-2 ) La columna se lavo con 50 ml de tampdn de lisis y después con 50 ml de PBS que contenia detergente
octilglucopiranosido al 0,5%. Las moléculas unidas se hicieron eluir de la columna con acido acético 1 M en NacCl al
0,2%. Las moléculas de MHC/péptido se separaron de la IgG (anticuerpo monoclonal MK-D6) utilizando una unidad
de filtro Centricon 100 (Amicon Division, WR Grace & Co., Beverly, MA). Los péptidos se disociaron después de las
moléculas de clase Il mediante la adicion de acido acético 2,5 M, seguido de la separacion utilizando una unidad de
filtro Centricon 10. La preparacion de péptidos resultante, presente en la muestra de bajo peso molecular, se seco
después utilizando un concentrador Speed Vac (Savant Instrument Inc., Farmingdale, NY).

Los péptidos se redisolvieron en 200 ul de TFA al 0,05% y se separaron por medio de cromatografia de liquidos de
alta resolucion fase inversa (RP-HPLC) utilizando una columna C-18 Vydac de 2,1 mm x 25 cm a una velocidad de
flujo de 0,15 ml/min empleando un gradiente de acetonitrilo al 1 - 30% (60 min) seguido de un gradiente de 30 a 60%
(30 min) y a continuacion un gradiente de 60 a 80% (90-110 min). Las células P388D1 no infectadas se trataron de
una manera similar para que sirvieran como control de fondo para los péptidos asociados con el MHC de clase |l
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endogeno. La Figura 2 muestra un experimento representativo; se indican cuatro picos distintos que estan presentes
solo en el material aislado de los macréfagos infectados (panel B), y no en el material aislado de macréfagos no
infectados (panel A).

De las tres extracciones de péptidos independientes, se aislaron veinticinco picos distintos de péptidos de la HPLC
de macrofagos infectados con L. donovani y se sometieron a analisis de la secuencia de proteinas utilizando la
degradaciéon de Edman automatica en un secuenciador de proteinas en fase gaseosa Applied Biosystems 477. La
secuencia de proteinas y el andlisis de los aminoacidos se llevaron a cabo a través de la W.M. Keck Foundation,
Biotechnology Resource Laboratory, Universidad de Yale, New Haven, CT. En practicamente ninguna de la
determinaciones, se pudo realizar ninguna asignacion para la primera posicién. Asimismo, en la mayoria de los
casos la definicion de los residuos de aminoécido de las posiciones 10-15 se basé en la dominancia cuantitativa de
un residuo sobre otros. Utilizando este enfoque, las secuencias obtenidas para varios péptidos mostraron la
presencia de 3-6 residuos diferentes en muchos de los 10-15 ciclos de secuencia analizados para cada
determinacion, reflejando una mezcla de péptidos. Ademas, no pudieron obtenerse las secuencias para algunos
picos debido a que los péptidos fueron bloqueados. No obstante, se determinaron tres secuencias de péptidos. Se
buscaron las secuencias de aminoacidos para determinar la identidad con las proteinas de la base de datos
GenBank utilizando los programas GENPETP, PIR y SWISSPROT. El andlisis de la base de datos de secuencias
revel6 que uno de los péptidos era muy homélogo a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de diversas
especies. Otro péptido tuvo homologia con el factor de elongacién de varias especies, incluyendo Leishmania. La
tercera secuencia no estaba claramente relacionada con ninguna de las proteinas conocidas, y se muestra a
continuacion:

XQXPQ(L/K)VFDEXX (SEQ ID NO: 11).
B.Clonacién y Secuenciacion del Gen Ldp23

Con el fin de recuperar la proteina de L. donovani que se habia procesado en un péptido asociado con las moléculas
del MHC de clase Il de macréfagos infectados, se eligié la secuencia de péptidos de origen incierto para guiar la
estrategia de clonacion para el gen del parasito correspondiente. Inicialmente se amplifico un fragmento de ADN de
ADNc de promastigotas de L. donovani mediante PCR. El cebador efector fue un oligonucleétido derivado del
péptido (5> GGAATTCCCCINnCAGCTInGTINTTCGAC <3') (SEQ ID NO: 12) que contenia un sitio para la
endonucleasa de restriccion EcoRI (subrayado). Las bases se seleccionaron siguiendo el uso de codones
preferentes de L. donovani, como describieron Langford et al., en Exp. Parasitol. 74:360 (1992). La inosina se utilizd
para los residuos de las posiciones 4, 6 y 7 debido a la escasa seguridad de uso de codones para los aminoacidos
correspondientes. Ademas, el &cido L-glutamico carboxi terminal no se incluyé para el disefio del cebador. El
cebador antisentido fue un oligonucleétido de poli-timidina (oligo dT, cebador aguas abajo) que contenia un sitio para
la endonucleasa de restriccion Xhol.

El fragmento del gen se amplific a partir de una preparacion de ADNc de promastigotas de L. donovani utilizando
las siguientes condiciones de reaccion: un ciclo de 3 min a 94°C inmediatamente seguido de 35 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 45°C y 1 min a 72°C. El ADNc de L. donovani se prepar6 a partir de 5 x 10’ formas promastigotas
lavadas cosechadas en la fase de crecimiento log (3 dias de cultivo). El ADNc se obtuvo utilizando un kit Invitrogen
cDNA Cycle® (Invitrogen Co., San Diego, CA). Los cebadores oligonucleotidicos fueron sintetizados por el
Laboratorio de Sintesis de ADN, Departamento de Patologia, Facultad de Medicina de la Universidad de Yale.

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel. Se obtuvo so6lo una banda de
aproximadamente 300 pb. Este fragmento se cloné y su secuencia confirmé la secuencia del cebador basado en el
péptido incluyendo el coddn de &cido glutdmico, deliberadamente no incluido en la secuencia del cebador.

El fragmento del gen amplificado por PCR se ligé en el vector pCR™ utilizando el sistema de clonacion TA
(Invitrogen Co., San Diego, CA). Los transformantes se seleccionaron en medio LB que contenia 100 pg/ml de
ampicilina y el ADN plasmidico se aislé6 usando el kit de purificacion de ADN Wizard™ Minipreps (Promega Co.,
Madison, WI). EI ADN del inserto se liberé con las enzimas de restriccion EcoRIl y Xhol (New England Biolabs,
Beverly, MA), se purificé a partir de una electroforesis en gel de agarosa y se marcé con **P utilizando un método de
cebado al azar (Megaprime Labeling Kit, Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra).

Este fragmento de ADN se utiliz6 como sonda para sondear una genoteca de ADNc de promastigotas de L.
donovani como describen Skeiky y col.,, en Infect. Immun. 62:1643 (1994). Se escindi6 un ADNc de
aproximadamente 650 pb (Ldp23) del fagémido por escisién in vivo utilizando el protocolo de Stratagene. La
secuenciacion del ADN se realizé utilizando el sistema Sequenase versiéon 2 (kit de secuenciacion de ADN) en
presencia o ausencia de 7-desaza-GTP (United States Biochemical Cleveland, OH). La secuencia se proporciona
como el SEQ ID NO: 3, y muestra una homologia completa con el fragmento de la PCR de 300 pb original. Se
identificé un marco de lectura abierto de 525 pb que contenia un codén ATG que sigue las Ultimas 4 bases de la
secuencia lider empalmada y 3 codones de terminacién adyacentes a la cola de poli A. Este marco también codifica
la secuencia carboxi terminal (KVFDE) (SEQ ID NO: 13) del péptido asociado con el MHC de clase Il purificado. El
andlisis de secuencia de la secuencia de la proteina deducida revelé un sitio de glicosilacién potencial (Asn-Cys-Ser)
en las posiciones 68-70.
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El analisis de la secuencia se realizé utilizando los programas del Grupo de Ordenadores Genéticos de la
Universidad de Wisconsin y las bases de datos EMBL de secuencias de proteinas y ADN. La busqueda de
homologia del gen Ldp23 con secuencias conocidas no revelé ninguna homologia significativa.

C. Expresién Bacteriana y Purificacion de la Proteina Recombinante

La proteina donadora del péptido L. donovani recombinante se produjo en E. coli transformada con el vector de
expresion pGEX 2T en el que se habia subclonado en marco el gen Ldp23. Se utiliz6 la PCR para subclonar el gen
clonado en marco en el vector de expresion pGEX 2T. Los cebadores que contenian las enzimas de restriccion
apropiadas, el sitio de iniciacion, y los codones de terminacién fueron: 5> GGATCC
ATGGTCAAGTCCCACTACATCTGC <3' (SEQ ID NO: 14) para el cebador aguas arriba y 5> GAATTC
AGACCGGATAGAAATAAGCCAATGAAA <3' (SEQ ID NO: 15) para el cebador aguas abajo (los sitios de restriccion
de BamHI y EcoRI estan subrayados respectivamente). Las condiciones de la PCR fueron las indicadas
anteriormente para la amplificacion del fragmento de ADN relacionado con el péptido original. El molde utilizado fue
el plasmido pBluescript que contenia el gen clonado a partir de la genoteca de ADNCc.

La expresion en exceso de la proteina de fusién recombinante se llevd a cabo mediante crecimiento de E. coli
transformada (DH5a) e induccion del promotor tac con isopropil--tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM (Stratagene, La
Jolla, CA). Se recogieron las células, se centrifugaron, y se analizaron para determinar la presencia de la proteina de
fusién por medio de SDS-PAGE. Se produjo una proteina de fusién glutation-S-transferasa de 43-44 kD, indicando
una proteina de Leishmania de aproximadamente 18 kD, ya que la glutation-S-transferasa (GST) tiene un PM de 26
kD. Sin embargo, la proteina de fusion era muy insoluble y por lo tanto no pudo ser purificada mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna de glutation. El uso de bajas concentraciones de detergentes como
SDS, sarcosilo, desoxicolato, y octil-glucopiranésido durante las etapas de extraccion fue eficaz para solubilizar la
proteina pero desafortunadamente evitd su unién a la columna de glutatibn. Otras maniobras, tales como el
crecimiento de la E. coli y la incubacion e induccion del promotor tac con IPTG a 33°C, no mejoraron la solubilidad
de las proteinas. Sin embargo, la purificacion se logré6 mediante SDS-PAGE preparativa. La banda se visualizo con
KCI 0,1 M, se cortd y se sometié a electroelucion a partir del gel seguido de didlisis extensiva contra PBS y
concentracion en filtros Centricon 10.

Se obtuvieron aproximadamente 500 ug de proteina purificada. La proteina purificada se muestra en la Figura 3. En
el panel A, la E. coli (DH5a) transformada con el vector de expresion pGEX 2T que contenia el gen Ldp23 se cultivd
en medio LB y se indujo el promotor tac con IPTG durante 3 horas. Las células se sedimentaron, se resuspendieron
en tampon de carga y se sometieron a SDS-PAGE (10%) en condiciones reductoras. El gel se tifié con azul de
Coomassie. La calle 1 muestra la E. coli no inducida y la calle 2 muestra la E. coli inducida. La flecha indica la
proteina recombinante. El panel B muestra la proteina preparada como en el panel A y se sometida a una SDS-
PAGE preparativa. La banda correspondiente a la proteina de fusion recombinante expresada en exceso se
identifico por medio de KCI, se cortd, se sometio a electroelucion de la tira de gel, se sometid a didlisis frente a PBS
y se sometié a SDS-PAGE analitica (12%). Los numeros en el lado izquierdo indican los pesos moleculares de los
marcadores. Los intentos para purificar mas la proteina de Leishmania mediante su escision de la proteina de fusion
GST con trombina fueron infructuosos.

D.Expresion de Ldp23

Para asegurarse de que el péptido Ldp23 se expresaba en organismos de Leishmania, se realizé un andlisis de
transferencia Northern utilizando ARN preparado a partir de diferentes fases de crecimiento (logaritmicas y
estacionarias) de promastigotas y a partir de la forma amastigota de estos parasitos.

Se prepar6 el ARN a partir de 2 x 10’ células de parasitos utilizando el kit de aislamiento Micro RNA (Stratagene, La
Jolla, CA) de acuerdo con las instrucciones recomendadas por la compafiia. Se preparé ARN de promastigotas de L.
donovani (fase de crecimiento logaritmica); de promastigotas de L. major (fases de crecimiento logaritmica y
estacionaria); de L. amazonensis, tanto promastigotas (fases de crecimiento logaritmica y estacionaria) como
amastigotas purificados de ratones infectados CBA/J; y de L. pifanoi, tanto promastigotas (fases de crecimiento
logaritmica y estacionaria) como amastigotas (del medio de cultivo axénico). Los promastigotas de L. donovani (cepa
1S), L. amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016), L. major (MHOM/IR/79/LRC-L251) y L. pifanoi (MHOM/VE/60/Ltrod)
se hicieron crecer y se mantuvieron a 26°C en medio de Schneider que contenia FCS al 20% y 50 pg/ml de
gentamicina. Las formas amastigotas de L. amazonensis fueron obtenidas por centrifugacion diferencial de una
lesion de la almohadilla plantar "de tipo purulento” de un raton CBA/J infectado durante 6 meses con este parasito.
Se obtuvieron amastigotas de L. pifanoi de cultivo axénico como informaron previamente Pan et al., en J. Euk.
Microbiol. 40:213 (1993).

La hibridacion se llevé a cabo a 45°C en presencia de formamida al 50%, soluciéon de Denhardt 5x, SDS al 0,1%,
100 pg/ml de ADN de esperma de salmén de hebra sencilla y 5x SSPE utilizando filtros de membrana de Nytran de
0,45 pm (Schleicher & Schuell, Keene, NH). La sonda fue el gen Ldp23 marcado con *P.

La Figura 4 muestra que se observé una sola banda de ARN de 680 pb para todas las fases de crecimiento y formas
de todas las Leishmania sometidas a ensayo. En la figura 4, los nimeros 1, 2 y 3 se refieren al ARN obtenido de
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promastigotas en la fase de crecimiento logaritmico, promastigotas en la fase de crecimiento estacionario y formas
amastigotas, respectivamente, y los nimeros del lado izquierdo indican los pesos moleculares de los marcadores en
pares de bases. Este resultado es coherente con el tamafio de gen correspondiente (525 bp) y con el peso
molecular de la proteina expresada y los puntos para la distribucion ubicua y la expresién de este gen en el género
Leishmania.

E. Induccién de la Respuesta de Anticuerpos anti-L. donovani en Ratones y Conejos por Medio de Proteina
Recombinante Purificada

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de la proteina de Leishmania recombinante, y para investigar su expresion
en los parasitos, se inmunizaron los ratones y los conejos con la proteina de fusion GST en CFA. Los ratones
BALB/c se inmunizaron en la almohadilla plantar trasera con 5-10 yg de proteina emulsionada en CFA. La
concentracién de proteina se determiné utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA). Los ratones fueron reforzados 7 dias mas tarde con 5-10 pg de proteina emulsionada en
coadyuvante incompleto de Freund (IFA) inoculado en la cavidad peritoneal. Los ratones se desangraron 7 dias
después de la segunda inmunizacién. Los conejos blancos New Zealand (Millbrook Farm, Amherst, MA) se
inmunizaron de acuerdo con el siguiente protocolo: una inyeccion intra-muscular (IM) de 25-30 pyg de proteina
recombinante purificada emulsionada en CFA en cada muslo el dia uno; una inyeccion IM de 25-30 ug de proteina
purificada emulsionada en CFA en cada hombro el dia 7; el dia 15, se inyectaron 25-30 ug de la proteina purificada
en PBS en el tejido subcutaneo. El conejo se desangrod 7 dias después de la Gltima inmunizacion.

Se prepararon los sueros y se midi6 la respuesta de anticuerpos anti-Leishmania se midié por andlisis de
transferencia Western y por FACScan. En ambos casos se utilizaron promastigotas de L. donovani como antigeno.
Se cultivaron aproximadamente 2 x 10° promastigotas de L. donovani en medio de Schneider durante 3 dias (fase
log), se lavaron con PBS, se lisaron con tampdn de carga de SDS-PAGE y se sometieron a electroforesis en
condiciones reductoras utilizando un gel de poliacrilamida al 15%. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
transferencia Immobilon-P de 0,45 y (Millipore Co., Bedford, MA) utilizando un electroblotter de tipo hiumedo (Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio Rad Life Science Division, Richmond, CA) durante 2 horas a 50 V. Las
membranas se bloguearon durante la noche a temperatura ambiente con PBS que contenia suero normal de cabra
al 3% (NGS), Tween-20 al 0,2% y azida de sodio al 0,05%, seguido de 3 lavados con PBS. Las transferencias se
incubaron después durante 3-4 horas a 4°C con una dilucién 1/200 de suero de conejo preinmune (calle A, Figura 5)
0 con la misma diluciéon de antisuero anti-proteina de fusion de conejo (calle B, Figura 5). El suero se absorbid
previamente 2 veces con H-37 RA de Mycobacterium tuberculosis no viable desecado (Difco Laboratories, Detroit,
MI) y se diluy6 en PBS que contenia NGS al 1% y leche de vaca en polvo desnatada al 5% (Carnation, Nestlé Food
Company, Glendale, CA). Las membranas se lavaron a continuacion con PBS, se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente con anticuerpo anti-lgG de conejo de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Promega,
Madison, WI), se lavaron una vez con PBS y 2x con tampén veronal pH 9,4. La reaccion se visualiz6 utilizando la
mezcla de sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indoil-fosfato y nitroazul de tetrazolio (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, MD) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La Figura 5 muestra que el antisuero anti-proteina recombinante de conejo detecta una sola proteina de 23 kDa
(Ldp23) en la preparacion de antigeno de extracto bruto de Leishmania. No se observaron bandas cuando se utilizd
un antisuero anti-GST (no mostrado). Ademas, el analisis FACScan (Figura 6) muestra que el anticuerpo inducido
por Ldp23 recombinante reacciona con promastigotas intactos vivos de L. donovani, o que apunta a una expresion
en la superficie celular de esta molécula sobre estos organismos. La linea discontinua de la Figura 6 muestra la
inmunofluorescencia indirecta realizada utilizando suero pre-inmune del raton y la linea continua de la Figura 6
muestra el resultado obtenido con el antisuero anti-GST-Ldp23 de ratdon. Ambos sueros se diluyeron a 1/100. Los
parasitos se lavaron con tampoén de tincidon y se incubaron con anticuerpo inmunoglobulina anti-ratén de cabra
conjugado con FITC. La intensidad de fluorescencia se analizé mediante FACScan.

F.Reconocimiento de Ldp23 Recombinante por Células T de Nodulos Linfaticos Especificas de Leishmania

Para someter a ensayo la respuesta de las células T a la proteina Ldp23, se realizaron dos series de experimentos.
En el primer experimento, se estimularon las células T de ganglios linfaticos (105/pocn|o) de ratones BALB/c
inmunizados con promastigotas de L. donovani (como se describi6é anteriormente) para que proliferaran con 2 x 10°
células de bazo mononucleares tratadas con Mitomicina C (APC) y se pulsaron con la proteina de fusion
recombinante purificada. Se midié la proliferacion de las células T a Ias 72 horas de cultivo. Los valores se expresan
en la Figura 7 como cpm y representan la media de incorporacion de [ H]TdR de cultivos por triplicado. Las cpm del
fondo de las células (células T + APC) cultivadas en presencia de medio solo fueron 1291. Figura 7 muestra que las
células T especificas de Leishmania proliferan bien y de una manera dosis-respuesta a Ldp23 recombinante. No se
observo respuesta cuando se afiadié GST purificado en lugar de la proteina de fusién recombinante ni cuando las
células T de ganglios linfaticos de los ratones inmunizados con CFA solo fueron estimuladas para que proliferaran
en presencia de la proteina de fusion de Leishmania (no mostrado).

El reconocimiento de la proteina Ldp23 recombinante por células T especificas de Leishmania también se someti6 a
ensayo utilizando dos modelos murinos de la leishmaniasis, los ratones BALB/c altamente susceptibles a L. major y
los ratones CBA/J susceptibles a L. amazonensis como describen Champsi y McMahon-Pratt, Infect. Immun.
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56:3212 (1988). Estos modelos fueron seleccionados para investigar el patrén de citoquina inducido por Ldp23. En el
modelo de ratén de leishmaniasis, la resistencia estd asociada con las citoquinas Th 1 mientras que la
susceptibilidad esta relacionada con las respuestas Th 2.

Se obtuvieron células de nédulo linfatico 3 semanas después del inicio de la infeccién de ratones BALB/c con L.
major y se midio la capacidad de estas células para reconocer Ldp23 recombinante mediante la proliferacion y la
produccion de las citoquinas IFN-y e IL-4. Se cultivaron 2 x 10° células obtenidas del ganglio linfatico de drenaje
popliteo de los ratones infectados durante 72 horas en presencia de Ldp23 recombinante o producto lisado de
Leishmania. Los niveles de IFN-y e IL-4 en los sobrenadantes de cultivo se midieron por medio de ELISA como se
describié previamente (Chatelain et al., J. Immunol. 148:1172 (1992), Curry et al., J. Immunol. Meth. 104:137 (1987),
y Mossman y Fong, J. Immunol Meth 116:151 (1989)) utilizando anticuerpos monoclonales anti-IFN-y y anti-IL-4
(PharMingen, San Diego, CA).

Ldp23 estimulé la proliferacion de estas células (no mostrado) e indujo una respuesta de citoquinas de tipo Th 1
tipica como indico la produccién de altos niveles de IFN-y (panel A de la Figura 8) y no de IL-4 (panel B de la Figura
8). La estimulacion de estas células con un producto lisado bruto de Leishmania produjo un perfil de citoquina Th
mixto. Se obtuvo exactamente el mismo patron de produccion de citoquinas en los ratones CBA/J infectados con L.
amazonensis (no mostrado). Estos resultados indican claramente que Ldp23 es un activador potente y selectivo de
las citoquinas Th 1 por células de ratén.

Ejemplo 3
Preparacion de Hsp83

Este ejemplo ilustra la preparacién de un antigeno Hsp83 de Leishmania, que tiene la secuencia proporcionada en el
SEQ ID NO:. 6

Se construy6 una genoteca de expresion gendmica con ADN cortado de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) en el
bacteriéfago AZAP |l (Stratagene , La Jolla, CA). La genoteca de expresion se escrutd con suero preadsorbido de
Escherichia coli de un individuo infectado con L. braziliensis con LM. Las placas inmunoreactivas se purificaron y el
fagémido pBSK(-) se escindié mediante los protocolos sugeridos por el fabricante. Se llevaron a cabo las deleciones
anidadas con exonucleasa lll para generar deleciones solapantes para las preparaciones del molde de hebra
sencilla y la secuenciacion. Los moldes monocatenarios se aislaron después de la infeccion con el fago coadyuvante
VCSM13 segun lo recomendado por el fabricante (Stratagene, La Jolla, CA) y se secuenciaron mediante el método
de terminacion de cadena didesoxi o por el sistema de terminacion Taq Dye utilizando el secuenciador automatico
Applied Biosystems modelo 373A.

Los antigenos recombinantes producidos por estos clones se purificaron a partir de 500 ml de cultivos inducidos con
isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) como describen Skeiky y col., J. Exp.. Med. 176:201-211 (1992). Estos
antigenos se analizaron a continuacion para determinar la capacidad para estimular en PBMC de individuos
infectados por Leishmania la proliferacion y secrecion de citoquinas. La sangre periférica se obtuvo de individuos
que vivian en una zona (Corte de Pedra, Bahia, Brasil), donde L. braziliensis es endémica y donde se han llevado a
cabo estudios epidemioldgicos, clinicos e inmunoldgicos durante mas de una década, y las PBMC se aislaron a
partir de sangre total mediante centrifugacion por gradiente de densidad a través de Ficoll ONlnthrop Laboratories,
New York, NY). Para los ensayos de proliferacion in vitro, se cultivaron de 2 X 10° a 4 X 10° células por pocillo en
medio completo (RPMI 1640 con un suplemento con gentamicina, 2-mercaptoetanol, L-glutamina y suero humano
A+ escrutado agrupado al 10%; Trimar, Hollywood, Calif.) en placas de fondo plano de 96 pocillos con o sin 10 ug de
los antigenos indicados por ml o 5 pg de fitohemaglutinina por mI (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO) durante
5 dias. Las células se pulsaron a continuaciéon con 1 uCi de [ H-timidina] para las 18 h flnales de cultlvo Para la
determinacion de la produccién de citoquinas se cultivaron de 0,5 a 1 ml de PBMC de 1 X 10° a 2 x 10° células por
ml con o sin los antigenos de Leishmania durante 48y 72 h.

Los sobrenadantes y las células se recogieron y analizaron para determinar las citoquinas o los ARNm de citoquinas
secretados. Las alicuotas de los sobrenadantes se analizaron para determinar el interferén gamma (IFN-y), el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleuquina-4 (IL-4), y la IL-10 como describen Skeiky y col., J. Exp.. Med.
757:1527-1537 (1995). Para el andlisis PCR del ARNm de las citoquinas, se aisl6 el ARN total de las PBMC y se
sintetiz6 el ADNc utilizando poli(dT) (Pharmacia, Piscataway, NJ) y transcriptasa inversa de virus de la micloblastosis
aviar. Después de la normalizacién para la B-actina, el ADNc diluido se amplific6 mediante PCR utilizando
polimerasa Taq (Perkin-Elmer Cetus, Foster City, CA) con concentraciones 0,2 uM de los cebadores externos 5'y 3'
respectivos en un volumen de reaccién de 50 pl. Las secuencias de nucleétidos de los pares primarios y las
condiciones de PCR utilizadas fueron las descritas por Skeiky y col., J. Exp.. Med. 181:1521-1531 (1995). Los
autores de la presente invencion verificaron que sus condiciones de PCR estuvieran dentro del rango
semicuantitativo realizando inicialmente diluciones en serie de los ADNc y variando el nimero de ciclos utilizados
para la PCR. Se digirieron los plasmidos que contenian las secuencias humanas para IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10, y B-
actina, y los insertos de ADN se purificaron después de la separacion en geles de agarosa al 1%. Se prepararon
sondas radiomarcadas con *P mediante el método de cebado al azar. Los productos de la PCR se analizaron
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mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5%, se transfirieron a membranas de nailon, y se sondearon con el
inserto de ADN marcado con *2P apropiado.

Se identificd un clon recombinante en los ensayos anteriores que, tras la comparacion de la secuencia de su
secuencia de aminoacidos pronosticada con secuencias de otras proteinas, se identific6 como un homoélogo de
Leishmania braziliensis de la proteina de choque térmico eucariética de 83 kD (Lbhsp83). La secuencia del clon se
proporciona en el SEQ ID NO: 5 y la secuencia de la proteina deducida se proporciona en el SEQ ID NO: 6. Sobre la
base de la homologia, este clon, designado Lbhsp83a, parece carecer de los primeros 47 residuos de la longitud
completa de 703 residuos de aminoacidos. Lbhsp83 tiene una homologia global de 94% (91% de identidad y 3% de
sustituciones conservativas), 91% (84% de identidad y 7% de sustituciones conservativas) y 77% (61% de identidad
y 16% de sustituciones conservativas) con hsp83 de L. amazonensis, hsp83 de T. cruzi y hsp89 humana,
respectivamente. También se aislé un segundo clon (designado Lbhsp83b), que contenia la porciéon C-terminal de 43
kD de hsp83 (residuos 331 a 703). La Figura 19 presenta una comparacion de la secuencia de Lbhsp83 con hsp83
de L. amazonensis (Lahsp83), hsp83 de T. cruzi (Tchsp83) y hsp89 humana (Huhsp89).

Los resultados de los ensayos de proliferacion utilizando Lbhsp83a se muestran en la Tabla 1. Las células de todos
los pacientes con leishmaniasis mucosa (LM) proliferaron fuertemente en respuesta a Lbhsp83a, con indices de
estimulacion (IE) de 19 a 558 (en comparacion con 20 a 1.634 para el producto lisado de parasitos). La proliferacién
de PBMC de leishmaniasis cutdnea (LC) de los pacientes fue variable y excepto por los niveles en dos pacientes (IV
y VII), los niveles fueron significativamente inferiores a los de pacientes con LM. En comparacion, las respuestas
proliferativas de los individuos con LC autocurable a Lbhsp83a fueron similares a las de los individuos con LM. Sin
embargo, las respuestas de los seis de individuos autocurables a Lbhsp83 fueron consistentemente mas altos que
los de Lbhsp83b. Esto sugiere que las PBMC de pacientes con LC autocurable reconocen preferentemente uno o
mas epitopos de células T localizados dentro de la porcién aminica de Lbhsp83.

Tabla 1

Proliferacion in vitro de PMBC de Individuos Infectados por L. braziliensis en Respuesta a Lbhsp83

Incorporacion de [H]timidina media [10° cpm (DT)], SI con:

Grupo y Paciente Producto Lisado Lbhsp83a Lbhsp83b

LM
1 41,3, (1,3), 2942,5, (6,6), 22146,7, (1,4), 318
1144,2, (0,5), 10420, (3,7), 4736,7, (0,76), 86
1127,4, (1,5), 1508,1, (1,7), 449,9, (0,32), 54
V52,7, (3,3), 13854,1, (6,2), 14232,0, (1,3), 84
V140,6, (7,6), 308151,8, (57), 333150,4, (7,9), 331
VI15,8, (1,8), 2021,3, (4,4), 2814,4, (1,3), 19
V11300,1, (9,4), 1634102,1, (7,6), 55841,7, (4,9), 228
LC
10,26, (0,0), 1,50,57 (0,3), 3,30,43 (0,17), 3,3
155,63, (8,6), 2180,42, (0,0), 1,60,8, (0,14), 3,2
110,39, (0,5), 4,0 3,4, (0,5), 9 2,6, (0,9), 6,6
V19,14, (1,3), 877,17, (0,6),325,9, (0,9), 27
V0,32, (0,2), 3,01,47, (0,5), 140,3, (0,1), 3,0
V10,77, (0,1), 4,71,44, (0,2), 91,3, (0,6), 8,0
V114,01, (1,0), 2,060,3, (8,5), 1566,7, (3,9), 16,6
LC autocurable
119,7, (4,4), 9461,3, (4,6), 293 5,0, (2,0), 24
I10,6,(0,1), 6,57,0, (2,0), 79 1,2, (0,8), 13
111 59,6, (7,1), 519 49,4, (3,1), 429 21,4, (3,7), 186
IV 0,2, (0,1), 1,6 13,1, (1,7), 108 0,6, (0,1), 5
V 27,1, (2,0), 225 6,3, (2,6), 52 3,0, (1,5), 25
VI 130,3, (14), 340 28,2, (2,9), 74 7,7, (3,8), 20
Control (no infectados)
10,19, (0,0), 1,4 0,18 (0,0), 1,3 0,40 (0,16), 2,8
110,31, (0,1), 1,7 0,19, (0,0), 1,0 0,27, (0,0), 1,5
111 0,44, (0,2), 4,1 0,48 (0,1), 5,0 0,51 (0,2), 5,2
IV 0,4, (0,1), 3,2 0,52, (0,2), 5,1 0,50, (0,1), 5,0

Un andlisis mas detallado de los patrones de citoquinas de PBMC de pacientes con LM se realizd6 mediante PCR de
transcriptasa inversa. Los ARNm de citoquinas se evaluaron en las células antes del cultivo (Figura 9, calles O) o
después del cultivo siguiente en ausencia (calles -) o presencia del antigeno indicado para 48 y 72 h. La Figura 4A
muestra los resultados para cinco de los seis pacientes con LM cuyas PBMC fueron analizadas. En
aproximadamente la mitad de los pacientes con LM, las PBMC no cultivadas (en reposo) tuvieron niveles
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detectables de ARNm para IFN-y, IL-2 e IL-4 pero no para IL-10. Las PBMC del paciente con LC, sin embargo,
tuvieron ARNm de IL-10 en el estado en reposo ademas de ARNm para las otras citoquinas sometidas a ensayo
(Figura 4B). Tras el cultivo in vitro sin antigeno, los niveles de ARNm para IFN-y, IL-2 e IL-4 en células en reposo de
pacientes con LM disminuyeron a los niveles de fondo, mientras que los niveles de ARNm de IL-10 aumentaron. En
contraste, en la mayoria de las PBMC de pacientes con LC tuvieron niveles de ARNm de IL-10 estables o
aumentados, mientras que los ARNm para IL-2, IFN-y, e IL-4 se redujeron a niveles apenas detectables en ausencia
de estimulacién con antigenos.

En PBMC de tres pacientes LM, la estimulacién con producto lisado dio como resultado el aumento de la expresion
de ARNm para IFN-y, IL-2 e IL-4 pero no para IL-10. En comparacion, ambos polipéptidos Lbhsp83 provocaron la
produccién de ARNm para IFN-y e IL-2 a partir de todas las PBMC de pacientes con LM sometidas a ensayo. En
contraste, los perfiles de ARNm para IL-10 y IL-4 fueron diferentes para los dos polipéptidos hsp83. Lbhsp83a
estimuld la produccién de ARNm de IL-10 pero no de IL-4 (pacientes |, Il, Ill, y IV), mientras que Lbhsp83b estimulé
la produccién de ARNm de IL-4 pero no de IL-10 en los seis pacientes.

Todos los pacientes con LC sometidos a ensayo respondieron a ambos polipéptidos Lbhsp83 asi como al producto
lisado de parésito por regulacion al alza de la sintesis de ARNm para IL-2 e IFN-y, y en dos de cuatro pacientes (I y
IV), el nivel de IL-4 ARNm también aumentd, indicando estimulacién de ambas citoquinas Thl y Th2. Curiosamente
y como en el caso de PBMC no cultivadas de pacientes con LM que no tenian niveles detectables de ARNm de IL-
10, Lbhsp83a y no Lbhsp83b estimuld las PBMC de un paciente (IV) con LC para sintetizar ARNm de IL-10. Sin
embargo, en los otros tres pacientes (I, Il, y Ill) con niveles de reposo de ARNm de IL-10, ambos polipéptidos
rLbhsp83 asi como el producto lisado de parésitos regularon a la baja la expresion de ARNm de IL-10.

También se sometieron a ensayo los sobrenadantes de PBMC para determinar la presencia de IFN-y, TNF-q, IL-4 e
IL-10 secretadas. Las células de todos los pacientes con LM y LC autocurable (siete y seis pacientes,
respectivamente) y de cuatro de siete pacientes con LC se analizaron para determinar el IFN-y secretado después
de la estimulacion con ambos polipéptidos rLbhsp83, producto lisado de parasitos y Lbhsp70, una proteina de L.
braziliensis homéloga a la proteina de choque térmico eucarittica de 70 kD (Figura 10A). En general, las PBMC
paciente estimuladas con rLbhsp83a secretan niveles de IFN-y mas altos de lo que lo hace rLbhsp83b (0,2 a 36 y
0,13 a 28 ng/ml, respectivamente). La presencia de IFN-y secretado se correlacioné bien con el ARNm
correspondiente detectado mediante PCR.

Las PBMC de cuatro de cinco pacientes (I, Il, V, y VII) con LM tuvieron niveles (0,8 a 2,2 ng/ml) de TNF-a en el
sobrenadante mas altos que los detectados en cultivos de PBMC de controles no infectados después de la
estimulacion con producto lisado de parésito (Figura 10B). De manera similar, las mismas PBMC fueron estimuladas
por rLbhsp83 para producir niveles de TNF-a en el sobrenadante que oscilaban de 0,61 a 2,9 ng/ml. En comparacion
con las de los controles no infectados, las PBMC de tres (I, V, y VI), cinco (I, II, IV, V, y VI), y dos (Il y V) de seis
individuos analizados produjeron niveles superiores de TNF-a en respuesta a producto lisado de parasito, rLbhsp83a
y rLbhsp83b, respectivamente. Los niveles de TNF-a producidos por PBMC de pacientes con LC en respuesta a
producto lisado de parésito fueron comparables a los producidos por controles no infectados. Sin embargo, rLbhsp83
estimulé la produccién de TNF-a en las PBMC de dos de estos pacientes. rLbhsp83a estimulé niveles superiores de
produccién de TNF-a a los que logré rLbhsp83b. En ausencia de estimulacion de antigeno, solo las PBMC de
pacientes con LM (cinco de seis) produjeron niveles detectables de TNF-a en el sobrenadante (60 a 190 pg/ml).

De acuerdo con el ARNm de IL-10, IL-10 se detecté6 mediante ELISA en los sobrenadantes de cultivo de PMBC
estimulados con antigeno de pacientes con LM y LC. Los niveles (49 a 190 pg) fueron significativamente superiores
(hasta 10 veces) tras la estimulacion con rLbhsp83a en comparacion con los posteriores a la estimulacion paralela
de las mismas células con rLbhsp83b (Figura 11). El producto lisado de parasito también estimul6é las PMBC de
algunos de los pacientes para producir IL-10. Aunque rLbhsp83 estimul6 las PMBC de individuos no infectados para
producir IL-10, con una excepcion, los niveles fueron inferiores a los observados con PMBC de paciente. No se
detectd IL-4 en ninguno de los sobrenadantes analizados. Por lo tanto, el nivel de cualquier IL-4 secretada esta por
debajo del limite de deteccién del ELISA empleado (50 pg/ml). Tomados en conjunto, los resultados demuestran que
un perfil de citoquinas de tipo Th1 predominante esta asociado con PMBC de individuos infectados por L. braziliensis
después de la estimulacion con polipéptidos rLbhsp83.

Para determinar la correlacion entre las respuestas de células T observadas y produccion de anticuerpos contra
Lbhsp83, los autores de la presente invencion compararon las reactividades del anticuerpo (inmunoglobulina G)
contra Lbhsp83 en sueros de los tres grupos de pacientes (Figura 12). Las reactividades de ELISA de sueros de
pacientes con LM con rLbhsp83a fueron comparables a las observadas con producto lisado de parasitos, y en
general, hubo una correlacion directa entre el titulo de anticuerpos anti-Lbhsp83 del paciente con LM y la
proliferacién de células T. De 23 muestras de suero de pacientes con LM analizadas, 22 fueron positivas (~96%) con
valores de absorbancia de 0,20 a >3,0. Once de las muestras de suero de pacientes con LM tuvieron valores de
densidad 6ptica que fueron > 1. En general, los pacientes con LC tuvieron titulos de anticuerpos anti-Lbhsp83
significativamente mas bajos x ~ 0,74; error tipico de la media [ETM] = 0,1) en comparacion con aquellos de
pacientes con LM. Por lo tanto, los titulos de anticuerpos anti-rhsp83 de pacientes con LM y LC se correlacionaban
con sus respectivas respuestas proliferativas de células T. Los titulos de anticuerpos anti-rLbhsp83 fueron
significativamente superiores en pacientes con LM (x = 1,5;. ETM = 0,2) que en pacientes con LC autocurable (x =
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0,35; ETM = 0,056), aunque sus respuestas de células T proliferativas fueron similares. De hecho, los titulos de
anticuerpos anti-Lbhsp83 en el suero de pacientes con LC autocurable fueron comparables a los de los controles no
infectados (x = 0,24; ETM = 0,028). Mediante el uso de 2 desviaciones tipicas mayores que el valor de absorbancia
medio del control no infectado (0,484) como un criterio de reactividad positiva contra Lbhsp83, ocho de nueve de las
muestras de suero de los pacientes autocurables analizadas fueron negativas.

Ejemplo 4
Preparacion de clones que codifican LT-210

Este ejemplo ilustra la preparacién de clones que codifican porciones del antigeno Lt-210 de Leishmania, y que tiene
la secuencia proporcionada en el SEQ ID NO: 8.

Se construy6 una genoteca de expresion a partir de ADN gendmico de L. tropica (MHOM/SA/91/WR1063C). El ADN
se aislo solubilizando promastigotas de L. tropica en Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, EDTA 50 mM, SDS al 1% y tratando
con 100 pg/ml de RNasa A y 100 pug/ml de proteinasa K. La muestra se extrajo sucesivamente con un volumen igual
de fenol, fenol:cloroformo (1:1), y cloroformo. EI ADN se precipité mediante la adicion de 0,1 volimenes de acetato
sédico 3M (pH 5,2) y 2,5 voliumenes de etanol del 95%. El precipitado se resuspendié en Tris 10 uM, EDTA 1 mM. El
ADN se cortdé mediante paso a través de una aguja de calibre 30 a un intervalo de tamafio de 2-6 kilobases, y se
repar6 mediante incubacion con ADN Poll en presencia de DATP, dCTP, dGTP, y dTTP 100 mM cada uno. Se
ligaron adaptadores de EcoRI a los fragmentos de ADN. Después de la eliminacién de los adaptadores no ligados
mediante el paso sobre una columna Sephadex™ G-25, los fragmentos se insertaron en lambda ZAPII cortado con
EcoRI (Stratagene, La Jolla, CA).

Se sembraron aproximadamente 43.000 ufp y se escrutaron con sueros aislados de pacientes con leishmaniasis
viscerotropica (VTL). Los sueros de pacientes con VTL fueron recibidos de los Dres. M. Grogl y A. Magill. El grupo
de pacientes con VTL incluy6 ocho individuos de los que se aislaron y cultivaron los parasitos, siete de los cuales
habian confirmado la infeccién por L. tropica. Otros cuatro pacientes fueron negativos para los cultivos, pero aun se
consideraron que estaban infectados basandose en cualquiera de los analisis de PCR o un frotis de anticuerpo
monoclonal positivo (Dr. Max Grogl, comunicacion personal). Las muestras de suero de los 11 pacientes infectados
se agruparon y se elimind la reactividad anti-E. coli mediante cromatografia de afinidad (Sambrook et al., mas arriba,
pags. 12.27 a 12.28). Los fagos lambda que expresaban proteinas reactivas se detectaron después de la unién del
anticuerpo por la proteina A-peroxidasa de rabano picante y el sustrato ABTS.

Se identificaron y purificaron tres clones, Lt-1, Lt-2, y Lt-3, que contenian una porcién del gen Lt-210. Los clones
oscilaron de un tamafio de 1,4 a 3,3 kb y los polipéptidos codificados de 75 kD, 70 kD, y 120 kD, respectivamente.
Estos tres clones contenian secuencias parciales del gen Lt-210. Lt-1 y Lt-2 son clones solapantes y se eligieron
para su estudio adicional.

Se determinaron las secuencias de ADN de Lt-1 y Lt-2. Se utilizd la digestion con Exonucleasa Il para crear
deleciones solapantes de los clones (Heinikoff, Gene 28:351-359, 1984). Se preparé un molde de hebra sencilla 'y la
secuencia se determind con un secuenciador automatico Applied Biosystems modelo 373A o mediante
secuenciacion didesoxi de Sanger. Se determind la secuencia de las dos hebras de la porcidn codificante del clon Lt-
1. Se determind la secuencia parcial de una cadena del clon Lt-2.

El SEQ ID NO: 7 presenta la secuencia de ADN de Lt-1, y el SEQ ID NO: 8 proporciona la secuencia de
aminoacidos pronosticada del marco de lectura abierto. La secuencia de ADN de la porcion codificante del clon Lt-1
incluye una secuencia de nucleétidos repetida en la porcion 5' del clon que contiene ocho copias de una repeticion
de 99 pb, tres copias de una unidad repetitiva de 60 pb, que forma parte de la repeticion de 99 pb mas grande, y 800
pb de la secuencia no repetida. La secuencia de aminoacidos deducida de la repeticion de 99 pb contiene
degeneraciones limitadas. La masa de la proteina recombinante pronosticada es de 67.060 Daltons. Una busqueda
en la base de datos de PIR con la secuencia de aminoacidos pronosticada del marco de lectura abierto no produjo
una homologia significativa con las secuencias previamente presentadas. La estructura secundaria pronosticada de
la porcion de repeticiéon del clon es completamente a-helicoidal.

El analisis de la secuencia de Lt-2 reveld que la porcion 3' del clon consistia en una mezcla de repeticiones de 60 y
99 pb que eran idénticas, exceptuando degeneraciones ocasionales, a las repeticiones de 60 y 99 pb observadas en
Lt-1. Colectivamente, los datos de secuenciacion sugieren que Lt-1 y Lt-2 son diferentes porciones del mismo gen,
estando Lt-2 aguas arriba de Lt-1, posiblemente con una pequefia superposicion.

El andlisis de hibridacion confirmé que rLt-2 y rLt-1 contienen secuencias solapantes. Los ADN gendmicos de
diversas especies de Leishmania se restringieron con una variedad de enzimas, separadas por electroforesis en gel
de agarosa, y se transfirieron sobre un filtro de membrana Nytran (Schleicher & Schuell, Keene, NH). Insertos de rLt-
1y rLt-2 se marcaron con ¥p_CTP mediante transcriptasa inversa a partir de cebadores de oligonucleétidos al azar y
se utilizaron como sondas después de la separacion a partir de los nucleétidos no incorporados en una columna
Sephadex G-50. Se realizaron hibridaciones utilizando la sonda rLt-1 o rLt-2 en NaH2PQO4 0,2 M/NaCl 3,6 M a 65°C,
mientras se realizaba la hibridacion utilizando la sonda rLt-Ir en NaH,PO4 0,2 M/NaCl 3,6 M/EDTA 0,2 M a 60°C
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durante la noche. Los filtros se lavan en NaCl 0,075 M/citrato de sodio 0,0075 M pH 7,0 (NaCl0,15 M/citrato de sodio
0,0150 M para la sonda de Lt-Ir), mas SDS al 0,5% a la misma temperatura que la hibridacion.

Se analizaron ADN gendmicos de varias especies de Leishmania incluyendo L. tropica mediante transferencias
Southern como se ha descrito anteriormente usando los insertos Lt-1, Lt-2, y Lt-Ir por separado como sondas.
Colectivamente, varias digestiones de ADN de L. tropica indican que este gen tiene un nimero bajo de copias. Se
observo un patrén de solapamiento similar, utilizando el inserto Lt-1 o Lt-2 como sonda, coherente con la premisa de
que estos dos clones contienen secuencias cercanas 0 que se solapan entre si. Ademas, las secuencias que
hibridan con estos clones estan presentes en otras especies de Leishmania.

Los productos aislados de L. tropica tienen heterogeneidad limitada. Se realizaron andlisis Southern del ADN
gendmico digerido de cuatro cepas de parasito L. tropica aisladas de pacientes con VTL y tres cepas de parasitos L.
tropica aisladas de casos de LC (dos humanos, un canino). El inserto Lt-Ir descrito a continuacion se marco y se
utilizé como sonda. Los siete productos aislados de L. tropica diferentes produjeron intensidades y patrones de
restriccion similares, solo con un anico polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion entre los productos
aislados. Estos datos, junto con los analisis Southern con enzimas adicionales, indican heterogeneidad limitada en
esta region entre los productos aislados de L. tropica.

Las proteinas recombinantes de Lt-1 y Lt-2 se expresaron y purificaron. El conjunto de deleciones anidadas de Lt-1
formado por secuenciacion incluyé un clon denominado Lt-Ir, que contiene una y un tercio de repeticiones. Este
polipéptido también se expreso y purificd. Se llevo a cabo la escision in vivo del fagémido pBluescript SK™ de Lambda
Zap |l de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las particulas virales de fagémidos se utilizaron para infectar E.
coli XL-1 Blue. La produccion de proteina se indujo mediante la adicion de IPTG. La proteina se recupero lisando en
primer lugar sedimentos de bacterias inducidas en tampén (LB, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM, EDTA 10
mM) usando una combinacion de lisozima (750 ug/mL) y sonicacion. Se recuperaron rLt-1, rLt-2, y rLt-Ir a partir de
los cuerpos de inclusion después de la solubilizacion en urea 8M (rLt-1y rLt-2) o urea 4M (rLt-Ir). Las proteinas rLt-1
y rLt-2 fueron enriquecidas y separadas por precipitacion con sulfato de amonio 25%-40% y rLt-Ir fue enriquecido
mediante precipitacién con sulfato de amonio al 10%-25%. Las proteinas se purificaron adicionalmente mediante
electroforesis en gel preparativa de SDS al 10%-PAGE. Las proteinas recombinantes se eluyeron de los geles y se
dializaron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS). La concentracion se midié mediante analisis BCA Pierce
(Rockford, IL), y la pureza se evalué mediante tincion con azul de Coomassie después de la SDS-PAGE.

Ejemplo 5
Preparacién de LbelF4A

Este ejemplo ilustra la clonacién molecular de una secuencia de ADN que codifica el antigeno ribosémico LbelF4A
de L. braziliensis.

Se construy6 una genoteca de expresion gendémica con ADN cortado de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) en el
bacteri6fago AZAPII (Stratagene, La Jolla, CA). La genoteca de expresion se escrutd con sueros de paciente
preadsorbidos con E. coli de un individuo infectado por L. braziliensis con leishmaniasis mucosa. Las placas que
contenian los antigenos recombinantes inmunoreactivos se purificaron, y el fagémido pBSK(-) se escindié utilizando
los protocolos del fabricante. Se realizaron las deleciones anidadas con Exonucleasa Il para generar deleciones
solapantes para preparaciones de moldes de hebra sencilla y la secuenciacion. Los moldes de hebra sencilla se
aislaron después de la infeccion con el fago auxiliar VCSM13 segun lo recomendado por el fabricante (Stratagene,
La Jolla, CA) y se secuenciaron mediante el método de terminacion de cadena didesoxi o mediante el sistema de
terminacion con colorante Tagq utilizando el Secuenciador Automatico Applied Biosystems modelo 373A.

Los antigenos recombinantes inmunorreactivos se analizaron a continuacion en ensayos con células T de pacientes
para determinar su capacidad de estimular una produccién proliferativa y de citoquina, como se describe mas
adelante en los Ejemplos 7 y 8.

En los ensayos anteriores se identificd un clon recombinante que, tras la comparacion de secuencia de su secuencia
de aminoécidos pronosticada con secuencias de otras proteinas, se identific6 como un homélogo del factor de
iniciacion eucariotico 4A (elF4A) de Leishmania braziliensis. El clon aislado (pLelF.1) carecia de los primeros 48
residuos de aminoécidos (144 nucleétidos) de la secuencia de la proteinas completa. El inserto pLelF.1 se utilizé con
posterioridad para aislar la secuencia genémica completa.

El SEQ ID NO: 9 muestra la secuencia de nucledtidos completa del polipéptido LbelF4A completo. El marco de
lectura abierto (nucleétidos 115 a 1323) codifica una proteina de 403 aminoacidos con un peso molecular
pronosticado de 45,3 kD. Una comparacion de la secuencia de proteinas pronosticada de LbelF4A con las proteinas
homdélogas de tabaco (TelF4A), ratén (MelF4A) y levadura (YelF4A) muestra una extensa homologia de secuencia,
siendo los primeros 20-30 aminoacidos los mas variables. Las longitudes (403, 413, 407, y 395 aminoacidos), pesos
moleculares (45,3, 46,8, 46,4, y kDa 44,7), y puntos isoeléctricos (5,9, 5,4, 5,5, y 4,9) de LbelF4A, TelF4A, MelF4Ay
YelF4A, respectivamente, son similares. LbelF4A muestra una homologia global de 75,5% (identidad de 57%,
sustitucion conservativa 18,5%) con TelF4A, 68,6% (identidad de 50%, sustitucion conservativa 18,6%) con MelF4A
y 67,2% (identidad de 47,6%, sustitucion conservativa 19,6%) con YelF4A.
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Ejemplo 6
Preparacion de Antigenos Solubles de Leishmania

Este ejemplo ilustra la preparacion de antigenos solubles de Leishmania de un sobrenadante de cultivo de L. major.
Se cultivaron promastigotas de L. major hasta la fase logaritmica tardia en medio complejo con suero hasta que se
alcanzé una densidad de 2-3 x10’ organismos viables por mL de medio. Los organismos se lavaron
concienzudamente para eliminar componentes del medio y se resuspendieron a 2-3 x 10’ organismos viables por mL
de medio sin suero definido consistente en partes iguales de RPMI 1640 y medio 199, ambos de Gibco BRL,
Gaithersburg, MD. Al cabo de 8-12 horas, se elimind el sobrenadante, se concentré 10 veces y se dializdé contra
solucion salina tamponada con fosfato durante 24 horas. La concentracion de proteina se determiné a continuacién y
la presencia de al menos ocho antigenos diferentes se confirmé mediante SDS-PAGE. Esta mezcla se denomina en
la presente memoria "antigenos solubles de Leishmania.”

Ejemplo 7
Comparacion de la Produccion de interleuquina-4 e interferon-y Estimulada por Antigenos de Leishmania

Este ejemplo ilustra las propiedades inmunogénicas de los antigenos preparados de acuerdo con los Ejemplos 1, 2,
5 y 6, determinadas por su capacidad de estimular IL-4 e IFN-y en cultivos de ganglios linfaticos de ratones
infectados y en preparaciones de PBMC de humanas. Se prepararon cultivos de ganglios linfaticos para su uso en
estos estudios a partir de ratones BALB/c infectados por L. major 10 dias después de la infeccién, como se ha
descrito en el Ejemplo 2. Las PBMC se prepararon utilizando sangre periférica obtenida de individuos con
infecciones por L. donovani curadas que eran inmunoldgicamente sensibles a Leishmania. El diagnéstico de los
pacientes se realiz6 mediante hallazgos clinicos asociados con al menos uno de los siguientes: aislamiento de
parasitos de lesiones, una prueba cutanea positiva con producto lisado de Leishmania o una prueba serologica
positiva. Las personas no infectadas fueron identificadas basandose en la falta de signos o sintomas clinicos, la falta
de antecedentes de exposicion o de viajes a zonas endémicas, y la ausencia de una respuesta seroldgica o celular a
los antigenos de Leishmania. La sangre periférica se recogié y las PBMC se aislaron por centrifugacién de densidad
a través de Ficoll™ (Winthrop Laboratories, New York).

Los sobrenadantes de los cultivos se sometieron a ensayo para determinar los niveles de IL-4 e IFN-y secretados. El
IFN-y se cuantific6 mediante un ELISA doble sandwich utilizando mAb de ratén anti-IFN-y humano (Chemicon,
Temucula, CA) y suero policlonal de conejo anti-IFN-y humano. El rIFN-y humano (Genentech Inc., San Francisco,
CA) se utilizé para generar una curva convencional. La IL-4 se cuantificé en los sobrenadantes mediante un ELISA
doble sandwich utilizando un mAb de raton anti-IL-4 humana (M1) y sueros policlonales de conejo anti-IL-4 humana
(P3). La IL-4 (Immunex Corp., Seattle, WA) se utilizd para generar una curva convencional que variaban de 50 pg/ml
a 1 ng/ml.

Las Figuras 13A y 13B, ilustran el nivel medio de IL-4 e IFN-y secretados, respectivamente, 72 horas después de la
adicion de 10 pg/mL de cada uno de los siguientes antigenos a un cultivo de ganglios linfaticos preparado como se
describié anteriormente: antigeno soluble de Leishmania (es decir, un extracto preparado de promastigotas rotos
que contiene membrana y antigenos internos (SLA)), Ldp23, LbelF4A (LelF), Lbhsp83, M15 y LmelF (el homdlogo
de LbelF4A de L. major). También se muestran los niveles de IL-4 e IFN-y secretados en medio solo (es decir, no
estimulado). Mientras que los SLA producen una respuesta predominantemente Th2 de células de nddulos linfaticos
de ratones infectados por Leishmania, Ldp23, LbelF4A, Lbhsp83 y M15 produjeron cantidades de IL-4 relativamente
pequefias y grandes cantidades de IFN-y, de acuerdo con un perfil de respuesta Th1l.

La Figura 14 muestra el nivel de IFN-y secretado en producto filtrado de cultivo de preparaciones de PBMC
humanas infectadas y no infectadas 72 horas después de la adicién de 10 pug/ml de producto lisado de L. major, M15
o L-Rack, un antigeno de Leishmania inmunodominante en leishmaniasis murina. De una manera similar, la Figura
15 ilustra el nivel de IFN-y secretado en producto filirado de cultivo de preparaciones de PBMC humanas infectadas
y no infectadas 72 horas después de la adicion de 10 yg/ml de producto lisado de L. major, antigenos solubles de
Leishmania (preparados como se ha descrito en el Ejemplo 6) o L-Rack. Estos resultados indican que M15 y los
antigenos solubles de Leishmania, pero no L-Rack, son estimuladores potentes de la produccion de IFN-y en PBMC
de pacientes, pero no en PBMC obtenidas de individuos no infectados. De este modo, M15 y los antigenos solubles
de Leishmania producen un perfil dominante de citoquinas Thl en ratones y seres humanos infectados con
Leishmania.

Ejemplo 8
Comparacion de la Proliferacion Estimulada por Antigenos de Leishmania

Este ejemplo ilustra las propiedades inmunogénicas de los antigenos preparados de acuerdo con los Ejemplos 1, 2,
5y 6, determinadas por su capacidad para estimular la proliferacién en cultivos de ganglios linfaticos de ratones
infectados y en preparaciones de PBMC humanas.
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Para los ensayos de proliferacion in vitro, se cultivaron 2 - 4 x 10° células/pocillo en medio completo (RPMI 1640 con
un suplemento de gentamicina, 2-ME, L-glutamina, y suero humano A+ agrupado escrutado al 10%; Trimar,
Hollywood, CA) en placas de fondo plano de 96 pocillos con o sin 10 pg/ml de los antigenos indicados o 5 pg/ml de
PHA (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO) durante cinco dias. Las células se pulsaron a continuacion con 1 pCi
de [3H]-timidina durante las dltimas 18 horas de cultivo.

La Figura 16 ilustra la proliferacion observada después de la adicion de 10 pyg/ml o 20 pg/mL de cada uno de los
siguientes antigenos a un cultivo de ganglios linfaticos preparado como se ha descrito en el Ejemplo 7: SLA, Ldp23,
LbelF4A, Lbhsp83, y M15. También se muestra el nivel de proliferacién sin la adicion de antigeno. Los datos se
representan como cpm medias. Estos resultados demuestran que una variedad de antigenos de Leishmania son
susceptibles de proliferacion estimuladora de células de los ganglios linfaticos de ratones infectados por Leishmania.

Las Figuras 17 y 18 ilustran la proliferacion observada en preparaciones de PBMC humanas de individuos inmunes
a Leishmania y no infectados después de la adicion de 10 ug/mL de M15 y antigenos solubles de Leishmania,
respectivamente. Estos valores se comparan con la proliferacion observada tras la adicion de medio de cultivo,
producto lisado de L. major o L-Rack. Los resultados muestran que M15 y los antigenos solubles de Leishmania
estimulan la proliferacion en PBMC inmunes a Leishmania, pero no en PBMC obtenidas de individuos no infectados,
demostrando que M15 y los antigenos solubles (pero no L-Rack) son reconocidos por PBMC de individuos inmunes
a Leishmania debido a una infeccion previa.

Ejemplo 9

Preparacion de LMSP1A Y LMSP9A

Este ejemplo ilustra la preparacion de dos antigenos solubles de Leishmania, Lmsplay Lmsp9a.
A.Purificacion de Lmsplay Lmsp9a partir de una mezcla de antigenos solubles de L. major

Se produjo un titulo elevado de sueros de conejo contra antigenos solubles de L. major, preparados como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Especificamente, un conejo blanco New Zealand se inmuniz6é por via
subcutanea en multiples sitios con 180 pg de antigenos solubles de L. major en una suspension que contenia 100 pg
de muramildipéptido y coadyuvante incompleto de Freund al 50%. Seis semanas mas tarde, el conejo recibié un
refuerzo subcutdneo de 100 pg de la misma preparacion de antigenos solubles en coadyuvante incompleto de
Freund. Esto estuvo seguido de dos refuerzos intravenosos espaciados dos semanas, cada uno con 100 pg de la
preparacion de antigeno soluble. Los sueros se obtuvieron del conejo 11 dias después del refuerzo final.

Las reactividades con anticuerpos de E. coli se eliminaron de los sueros de conejo mediante pre-adsorciéon sobre
filtros de nitrocelulosa que contenian productos lisados de E. coli. Los sueros adsorbidos se evaluaron por medio de
andlisis de transferencia Western utilizando 10 pg de producto lisado de promastigota de Leishmania (calle 1) y 1 pg
de mezcla de antigeno soluble de L. major (calle 2). Como se muestra en la Figura 20, se encontré que los sueros
de conejo que era reactivos con siete antigenos dominantes de la mezcla de antigenos solubles de L. major con
pesos moleculares que oscilaban de 18 a >200 kDa. Una exposicion cuatro veces mas larga de la misma
transferencia reveld tres especies inmunorreactivas adicionales con pesos moleculares menores de 18 kDa. Los
mismos sueros reaccionaron con aproximadamente 10 antigenos del producto lisado de promastigota, pero con un
patron significativamente diferente del observado con los antigenos solubles de L. major (Figura 20). Esto sugiere la
modificacién post-traduccional potencial del mismo antigeno antes (localizacién intracelular) y después de la
secrecidn/circulacion. Tales modificaciones pueden incluir la escision de una secuencia lider y/o la adicion de
moléculas de carbohidratos a los antigenos secretados/puestos en circulacion.

Los sueros de conejo descritos anteriormente se utilizaron con posterioridad para escrutar una genoteca de
expresion de ADNc de L. major preparada a partir de ARN de promastigotas de L. major utilizando el kit
unidireccional Lambda ZAP (uni-ZAP) (Stratagene) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se escrutaron un total
de 70.000 pfu de la genoteca de ADNc amplificada con los sueros de conejo a una dilucion 1:250. Se confirmaron
diecinueve clones positivos en el escrutinio terciario. El fagémido se escindié y el ADN de cada uno de los 19 clones
se secuenciaron utilizando un secuenciador automéatico Perkin Elmer/Applied Biosystems Divisién Modelo 373A. Se
encontré que la totalidad de los 19 clones representan dos secuencias distintas, conocidas como Lmspla y Lmsp9a.
Las secuencias de ADNc determinadas para Lmsp1a y Lmsp9a se proporcionan en los SEQ ID NO: 19 y 21,
respectivamente, con las secuencias de aminoacidos correspondientes se proporcionan en los SEQ ID NO: 20 y 22,
respectivamente.

B.Caracterizacion de Lmsplay Lmsp9a

La Fig. 21 muestra el ADNc completo (SEQ ID NO: 19) y secuencia de aminoacidos pronosticada (SEQ ID NO: 20)
para el antigeno Lmspla. El inserto EcoRI/Xhol tiene 1019 pb de largo y contiene las siguientes caracteristicas: a)
los ultimos 17 nt de la secuencia lider empalmada caracteristica de todos los ARNm codificados nuclearmente de
Trypanosoma; b) 39 nt de la secuencia 5' no traducida; c) un marco de lectura abierto de 453 nt de longitud que
codifica una secuencia deducida de 151 aminoacidos con una masa molecular pronosticada de 16.641 kDa, y d) 471
nt de la secuencia 3' no traducida que termina con una cola poli A. La secuencia de aminoacidos pronosticada
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contiene tres posibles sitios de fosforilacion en los residuos de aminoéacidos 3, 85 y 102. Ademas, Lmspla contiene
una secuencia RGD en el residuo 104, una secuencia que puede jugar un papel en la invasion por parasitos de los
macrofagos. Se ha demostrado que las secuencias de RGD median la unién de varias proteinas de adherencia a
sus receptores de la superficie celular. No hay ninguna secuencia lider obvia (sefial secretora) en la porcién amino
terminal lo que sugiere que la proteina podria ser puesta en circulacién o excretada. Lmspla parece ser uno de los
antigenos mas abundantes encontrados en el sobrenadante de cultivo de promastigotas vivos, ya que 17 de los 19
clones contienen secuencias de longitudes variables idénticas a Lmspla.

La comparacién de la secuencia de aminoacidos de Lmspla con secuencias conocidas utilizando el sistema DNA
STAR (Version 87) revelé que Lmspla comparte entre 65% a 70% de homologia con la proteina nucledsido difosfato
quinasa eucariética, también mencionada en ratones y seres humanos como un gen inhibidor de la metastasis
tumoral.

El analisis de transferencia Southern del ADN gendmico de L. major (cepa Friedlander) digerido con un panel de
enzimas de restriccion (calles 1 a 7) y de otras seis especies de Leishmania de diferentes localizaciones geograficas
digerido con Pstl (calles 8 a 13) utilizando el inserto de ADNc completo de Lmspla, demostré6 que Lmspla esta
presente en todas las especies caracterizadas con un alto grado de conservacion (Fig. 22). Esto sugiere la
importancia evolutiva del mantenimiento de Lmspla y la existencia de especies homdlogas entre todas las especies
de Leishmania.

Los otros dos clones de ADNc aislados a partir de la mezcla de antigeno soluble de L. major representan secuencias
idénticas (referida como Lmsp9a; SEQ ID NO: 21), lo que sugiere que las dos copias resultaron de la amplificacién
de la genoteca primaria. La secuenciacion del ADNc de Lmsp9a revelé que el clon no contiene la secuencia 5'
completa ya que ésta carece tanto de la secuencia lider empalmada como de la 5' no traducida. El extremo 3' del
ADNCc contiene un tramo poli A, como seria de esperar para un ARNm de Leishmania. De la secuencia pronosticada
traducida (SEQ ID NO: 22), 34 de los 201 aminoécidos (17%) representan residuos de cisteina. La comparacion de
la secuencia de proteina pronosticada con las de proteinas conocidas como las descritas anteriormente, revel6d
alguna homologia con otras proteinas ricas en cisteina tales como el antigeno de superficie principal de trofozoitos
de Giardia lamblia y proteasas de tipo furina.

Ejemplo 10
Preparacion y Caracterizacion de MAPS-1A
Este ejemplo ilustra la preparacion y caracterizacion del antigeno de Leishmania MAPS-1A (SEQ ID NO: 24).

Se obtuvo una reserva de sueros a partir de 5 ratones BALB/c que habian recibido una inmunizacién primaria y dos
refuerzos de sobrenadante de cultivo bruto de promastigota de L. major como se describe a continuacién en el
Ejemplo 12. Se demostr6é con posterioridad que estos ratones eran protegidos cuando se sensibilizaban con una
dosis de promastigotas vivos de L. major que generalmente eran letales. Los sueros de ratdn obtenidos de este
modo se utilizaron para escrutar una genoteca de expresion de amastigotas de ADNc de L. major preparada como
se ha descrito en el Ejemplo 1. Se aislaron varios clones serorreactivos y se secuenciaron utilizando un
Secuenciador Automatico Perkin Elmer/Applied Biosystems Division Modelo 373A (Foster City, CA).

Se encontré que uno de estos clones, referido en la presente memoria como MAPS-1A estaba completo. La
comparacion de las secuencias de ADNc y de aminoacidos deducidas para los MAPS-1A (SEQ ID NOS: 23 y 24,
respectivamente) con secuencias conocidas en el banco de genes utilizando el sistema DNA STAR no reveld
homologias significativas con secuencias conocidas de Leishmania, aunque se encontré cierta similitud de
secuencia con un grupo de proteinas, conocidas como antioxidantes especificos de tiol, que se encuentra en otros
organismos.

La proteina MAPS-1A recombinante que tenia una etiqueta de HIS en el extremo amino se prepard usando un
sistema de alto nivel de expresion de E. coli y la proteina recombinante se purific6 mediante cromatografia de
afinidad como se describe en el Ejemplo 1. El analisis de transferencia Southern de ADN gendmico de L. major
digerido con un panel de enzimas de restriccion, otras siete especies de Leishmania digerido con Pstl, y otros dos
patégenos de enfermedades infecciosas (T. cruzi y T. brucei), utilizando el inserto de longitud completa de MAPS-
1A, demostré que MAPS-1A esta presente en las ocho especies de Leishmania sometidas a ensayo (Figura 23). El
andlisis de transferencia Northern de los ARN de promastigotas y amastigotas de L. major indic6é que los MAPS-1A
se expresa constitutivamente.

Utilizando cebadores oligonucleotidicos (SEQ ID NOs: 27 y 28) basados en la secuencia de ADNc de MAPS-1A
proporcionada en el SEQ ID NO: 23, se aislo el gen correspondiente de L. tropica por medio de PCR (utilizando 30
ciclos de la siguiente secuencia de temperatura por etapas: 94°C, 1 minuto; 50°C, 1 minuto ; 72°C, 1 minuto). La
secuencia de ADNc determinada para la proteina MAPAS-12 de L. tropica se proporciona en el SEQ ID NO: 25,
proporcionandose la correspondiente secuencia de aminoacidos en el SEQ ID NO: 26.

La capacidad de MAPS-1A recombinante para estimular la proliferacién celular se investigdé como sigue. Se
prepararon PBMC de 3 pacientes infectados por L. braziliensis con leishmaniasis mucosa activa, de 4 pacientes
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post-infeccién por kala-azar (previamente infectados con L. chagasi y/o L. donovani) y de 3 individuos no infectados
como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 7. La capacidad de MAPS-1A para estimular la proliferacion de
estas PBMC se determind como se ha descrito en el Ejemplo 8 anterior. Como se muestra en la Figura 24, se
observaron niveles significativos de proliferacion de PBMC especifica de MAPS-1A en 2 de los 7 pacientes de
Leishmania.

La capacidad de MAPS-1A para estimular la proliferaciéon en cultivos de ganglios linfaticos ratones se determiné
como se ha descrito en el Ejemplo 8. La Figura 25 muestra la cantidad de proliferacion estimulada por MAPS-1A (a
25 pg/ml, 5 pg/ml y 1 pug/ml) en comparacion con la estimulada por el control positivo de ConA y por proteinas de
sobrenadante de promastigotas de L. major brutas, 20 dias después de la infeccion con L. major. Las células
aisladas 20 dias después de la infeccidon fueron altamente sensibles a MAPS-1A, mientras que las células aisladas
10 dias después de la infeccion eran insensibles.

Ejemplo 11
Inmunorreactividad de antigenos solubles de Leishmania con sueros de pacientes infectados por Leishmania

La reactividad de MAPS-1A con sueros de individuos no infectados, de pacientes humanos de leishmaniasis con
infeccion cuténea, de pacientes humanos con leishmaniasis visceral aguda, y de ratones BALB/c infectados por L.
major se determin6 como sigue.

Los andlisis se realizaron en placas de 96 pocillos recubiertas con 200 ng de antigeno diluido a 50 pl en tampén
carbonato de recubrimiento, pH 9,6. Los pocillos se recubrieron durante la noche a 4°C (o 2 horas a 37°C). Los
contenidos de la placa se retiraron a continuacion y los pocillos se bloquearon durante 2 horas con 200 pl de
PBS/BSA al 1%. Después de la etapa de bloqueo, los pocillos se lavaron cinco veces con PBS/Tween 20™ al 0,1%.
A continuacién se afadieron a cada pocillo 50 pl de sueros, diluidos 1:100 en PBS/Tween 20™ al 0,1%/BSA al
0,1%, y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron después de nuevo cinco
veces con PBS/Tween 20™ al 0,1%.

El producto conjugado enzimatico (peroxidasa de rdbano picante - Proteina A, Zymed, San Francisco, CA) se diluy6
a continuaciéon 1:10.000 en PBS/Tween 20™ al 0,1%/BSA al 0,1%, y se afiadieron 50 pl de producto conjugado
diluido a cada pocillo y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion, los
pocillos se lavaron cinco veces con PBS/Tween 20™ al 0,1%. Se afiadieron 100 pl de tetrametilbencidina (TMB)-
peroxidasa (Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD), sin diluir, y se incubaron durante
aproximadamente 15 minutos. La reaccion se detuvo con la adicién de 100 ul de H,SO4 1 N a cada pocillo, y las
placas se leyeron a 450 nm.

Como se muestra en la Figura 26, aproximadamente el 50% de las muestras de pacientes con leishmaniasis
humana mostraron reactividades con MAPS-1A recombinante sustancialmente por encima del fondo. La Figura 27
muestra la reactividad de MAPS-1A con diluciones crecientes de sueros de ratones BALB/c a los que se habia
administrado previamente ya sea (i) solucién salina; (ii) el coadyuvante B. pertussis; (iii) antigenos solubles de
Leishmania méas B. pertussis; (iv) promastigotas de L. major vivos, o (v) antigenos solubles de Leishmania mas B.
pertussis seguido de promastigotas vivos de L. major (como se describe mas adelante en el Ejemplo 12). Se
observaron absorbancias considerablemente mas altas con sueros de ratones infectados con promastigotas vivos de
L. major y con ratones infectados con promastigotas vivos de L. major después de la inmunizacion con antigenos
solubles de Leishmania mas B. pertussis, que con los sueros de los otros tres grupos de ratones, lo que indica que
los titulos de anticuerpos anti-MAPS-1A aumentan después de la infeccion por Leishmania.

Ejemplo 12
Uso de Antigenos de Leishmania para la Vacunacion Contra la Infeccién por Leishmania

Este ejemplo ilustra la eficacia de los antigenos de Leishmania para conferir proteccion contra la enfermedad en el
sistema modelo de leishmaniasis murino experimental. Para una discusién del sistema modelo de leishmaniasis
murino véase, por ejemplo, Reiner et al. Annu. Rev. Immunol.,13:151-77, 1995.

La eficacia de (i) antigenos de Leishmania solubles brutos, (i) MAPS-1A, y (iii) una mezcla de Ldp23, LbelF4A y
M15, como vacunas contra la infeccion por Leishmania se determin6 como sigue. Se inmunizaron por via
intraperitoneal ratones BALB/c (5 por grupo) tres veces a intervalos bisemanales con (i) 30 ug de antigenos de
Leishmania solubles brutos, (ii)) 20 ug de MAPS-1A o (iii) una mezcla que contenia 10 pug de cada uno de LelF,
Ldp23 y M15, junto con 100 pg del coadyuvante C. parvum. Dos grupos de control se inmunizaron con solucién
salina o C. parvum solo. Dos semanas después de la tltima inmunizacion, los ratones se estimularon con 2 x 10° de
promastigotas de la fase log. tardia de L. mayor. La infeccion se controlé semanalmente mediante la medicion de la
inflamacién de la almohadilla plantar. La cantidad de inflamacién de la almohadilla plantar observada en los ratones
inmunizados con antigenos de Leishmania solubles brutos, una mezcla de Ldp23, LbelF4A y M15 (Figura 28), o
MAPS-1A (Figura 29) fue significativamente menor que la observada en ratones inmunizados con C. parvum solo.
Estos resultados demuestran que los antigenos de Leishmania de la presente invencién son eficaces para conferir
proteccién contra la infeccion por Leishmania.
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Ejemplo 13
Aislamiento de ADN que Codifica Antigenos Solubles de una Genoteca de ADN Genoémico de L. major

Este ejemplo ilustra el aislamiento de siete genes de antigenos de Leishmania solubles de una genoteca de de ADN
gendmico de L. major.

Se preparé una genoteca de expresion de ADN genomico de L. major a partir de promastigotas de L. major
utilizando el kit unidireccional Lambda ZAP (uni-ZAP) (Stratagene) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Esta
genoteca se escrutd con sueros de conejo de alto titulo producidos contra antigenos solubles de L. major, como se
ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9. Se identificaron siete clones positivos. El fagémido se escindié y el ADN
de cada uno de los siete clones se secuencié utilizando un secuenciador automatico Perkin Elmer/Applied
Biosystems Division Modelo 373A. Las secuencias de ADN para estos antigenos, referidos como LmgSP1, LmgSP3,
LmgSP5, LmgSP8, LmgSP9, LmgSP13, LmgSP19, se proporcionan en los SEQ ID NO: 29-35, respectivamente,
proporcionandose las secuencias de aminoacidos correspondientes en los SEQ ID NO: 36-42, respectivamente. Se
encontré que LmgSP13 contenia una secuencia repetitiva de 39 amino acidos mostrada en el SEQ ID NO: 43.

Estudios posteriores dieron como resultado el aislamiento de una secuencia completa para LmgSP9. La secuencia
de ADN completa se proporciona en el SEC ID NO: 54, proporcionandose la correspondiente secuencia de
aminoacidos pronosticada en el SEQ ID NO: 55. Se encontré que la secuencia de aminoacidos contenia seis
unidades repetitivas de 14 aminoacidos (SEQ ID NO: 56), dividiéndose adicionalmente cada unidad en dos
unidades de 7 aminoé&cidos, proporcionadas en los SEQ ID NO: 57 y 58.

La comparacion de la secuencias de ADN y de aminoacidos para los antigenos aislados como se describio
anteriormente, no revelé homologias significativas con LmgSP1, LmgSP3, y LmgSP13. Se encontr6 que LmgSP5
estaba relacionado con la familia del antigeno 2 de superficie de Promastigotas (PSA2) conocida. Se encontrd que
LmgSP8 tenia cierta homologia con una secuencia identificada previamente en E. coli (4cido 2-succinil-6-hidroxi-2,4-
ciclohexadieno-1-carboxilico sintasa). LmgSP9 y LmgSP19 resultaron ser homdlogos a una proteina de superficie
hidréfila de L. major denominada Gen B (Flinn, HM et al. Mol. Biochem. Parasit. 65:259-270, 1994), y a la ubiquitina,
respectivamente. Para el mejor conocimiento de los autores de la presente invencion, no se habia demostrado
previamente que ninguno de estos antigenos mostrado provocara respuestas de células T o B.

En estudios adicionales, se amplific6 un fragmento de ADN de 220 pb de LmgSP5 y se utiliz6 para escrutar una
genoteca gendémica de L. Major en Lambda ZAP. Se purificaron diecisiete clones positivos después del escrutinio
secundario. Para seleccionar un clon que tenia una probabilidad de tener la secuencia 5' del inserto LmgSP5, se
utilizé un oligonucleétido marcado de la region 5' para escrutar el ADN de los clones positivos secundarios. EI ADN
de tres clones hibridé con el oligonucleétido 5', hibridando un clon méas fuertemente que los otros dos. Se encontrd
gue este clon (secuencia de ADNc proporcionada en el SEQ ID NO: 103) contenia un inserto de 2421 pb que
contenia el marco de lectura abierto completo del gen PSA-2 novedoso. Este ORF se amplifico y se cloné en el
vector de expresion pET-17b para la expresiéon de la proteina recombinante en E. coli. La secuencia de ADNc del
ORF se proporciona en el SEQ ID NO: 102, proporcionandose la secuencia de aminoacidos correspondiente en el
SEQ ID NO: 104.

La reactividad de LmgSP9 recombinante con sueros de pacientes con leishmaniasis visceral, (tanto de Sudan como
de Brasil) y de donantes normales se evalué mediante ELISA como se ha descrito anteriormente. Los valores de
absorbancia se compararon con los obtenidos utilizando el antigeno K39 de Leishmania conocido descrito
anteriormente, empleandose producto lisado de L. chagasi como control positivo. Los resultados representativos de
estos analisis se proporcionan a continuacion en la Tabla 2, donde todos los pacientes de Brasil y los de Sudan
designados como "VL" estuvieron aquejados de leishmaniasis visceral. Los resultados demostraron que LmgSP9
detecta especificamente anticuerpos en la mayoria de los individuos con leishmaniasis visceral, independientemente
de su ubicacién geografica. En algunos casos, los valores de absorbancia de la reactividad de los anticuerpos a
LmgSP9 fueron comparables a los observados con K39. Ademas, LmgSP9 detectd varios casos de leishmaniasis
gue no fueron detectados utilizando K39. Estos resultados indican que LmgSP9 se puede utilizar para complementar
la reactividad de K39.

Tabla 2

Reactividad de LmgSP9 con sueros de pacientes con Leishmania

Paciente Num. Producto lisado de L. chagasi | K39 |LmgSP9

Muestras Sudaneses:

B19 1,067 0,306 | 0,554
B25 1,884 3,435| 0,974
B43 1,19 3,225| 0,86
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Reactividad de LmgSP9 con sueros de pacientes con Leishmania

Paciente Nim. Producto lisado de L. chagasi | K39 |LmgSP9

B47 2,405 2,892 | 0,375
B50 0,834 0,748 | 0,432
B58 0,921 0,235| 0,92
B63 1,291 0,303 | 0,764
B70 0,317 0,089 | 3,056
VL4 1,384 3,035| 2,965
VL11 0,382 0,144 | 0,142
VL12 0,277 0,068 | 0,098
VL13 0,284 0,12 | 0,194

Muestras brasilefias:

105 3,508 3,53 | 0,374
106 2,979 3,373 | 2,292
107 2,535 3,444 | 0,46
109 1,661 3,415| 3,319
111 3,595 3,537| 0,781
112 2,052 3,469 | 0,63
113 3,352 3,429 | 0,963
114 2,316 3,437 | 1,058
115 2,073 3,502 | 1,186
116 3,331 3,461 | 0,96

Donantes normales:

129 0,157 0,104 | 0,08
130 0,195 0,076 | 0,095
131 0,254 0,134 | 0,086
132 0,102 0,035| 0,043

Con el fin de obtener una mayor especificidad para la deteccion de anticuerpos en sueros de pacientes con
leishmaniasis visceral, se aislé6 un homdélogo de LmgSP9 a partir L. chagasi, uno de los agentes causantes de la
leishmaniasis visceral. Se escrutaron un total de 80.000 ufp de una genoteca gendmica de L. chagasi amplificada
con la regién codificante completa de LmgSP9 (amplificada a partir de ADN gendmico de L. major). Se purificaron
hasta su homogeneidad siete clones hibridantes. Las secuencias de ADN determinadas para dos de estos clones,
referidos como Gene A de Lc y Gene B de Lc, se proporcionan en los SEQ ID NO: 59 y 60, respectivamente,
proporcionandose las correspondientes secuencias de aminoacidos pronosticadas en los SEQ ID NO: 61 y 62,
respectivamente. Se encontré que el marco de lectura abierto para Gene A de Lc mostraba cierta homologia con
Gene A/C, previamente aislado de L. major (McKlean et al., Mol. Bio. Parasitol., 85:221-231, 1997). El marco de
lectura abierto para Gene B de Lc mostro cierta homologia con Gene B de L. major, comentado anteriormente, y se
encontré que contiene once repeticiones de una unidad repetitiva de 14 aminoacidos (SEQ ID NO: 63), dividiéndose
adicionalmente cada repeticion en dos unidades de 7 aminoacidos, proporcionadas en los SEQ ID NO: 64 y 65.

Los potenciales diagnésticos de Gene A de Lc y Gene B de Lc fueron evaluados mediante ELISA como se ha
descrito anteriormente, utilizando sueros de pacientes con leishmaniasis visceral de Sudan y Brasil, y de los
controles no infectados. Los valores de absorbancia se compararon con los obtenidos utilizando LmgSP9. Se
obtuvieron valores de absorbancia mucho mas altos con Gene A de Lc y Gene B de Lc que con LmgSP9,
pareciendo ser mas eficaz Gene B de Lc que parece ser mas eficaz que Gene A de Lc en la deteccion de
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anticuerpos en algunos casos. Estos resultados indican que Gene B de Lc es altamente eficaz en el diagnostico de
la leishmaniasis visceral.

Con el fin de evaluar el potencial diagndstico de las repeticiones encontradas dentro de Gene B de Lc, se sintetizd
una serie de 6 péptidos (SEQ ID NO: 66-71; referida como Pep 1-6), que difiere en un residuo R o H. Se llevd a cabo
un ELISA utilizando la proteina LcGene B completa y los seis péptidos. Los valores de absorbancia obtenidos con
Pep 3 fueron superiores a los obtenidos con los otros 5 péptidos, sin embargo, no fueron tan altos como los
obtenidos con la proteina completa.

Ejemplo 14

Aislamiento y Caracterizacion de ADN que Codifica Antigenos Solubles de una Genoteca de ADN genémico de L.
chagasi

Este ejemplo ilustra la preparaciéon de cinco genes de antigenos solubles de Leishmania de una genoteca de ADN
gendmico de L. chagasi.

Se prepar6 una genoteca de expresion de ADN gendmico de L. chagasi a partir de promastigotas de L. chagasi
utilizando el kit Lambda ZAP unidireccional (uni-ZAP) (Stratagene) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Esta
genoteca se escrutd con un suero de conejo de alto titulo producido contra antigenos solubles de L. major, como se
ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9. Se identificaron cinco clones positivos. El fagémido se escindi6 y el ADN
de cada uno de los Cinco clones se secuencid utilizando un secuenciador automético Perkin Elmer/Applied
Biosystems Division Modelo 373A. Las secuencias de ADN para estos antigenos, denominados LcgSP1, LcgSP3,
LcgSP4, LcgSP8, y LcgSP10 se proporcionan en los SEQ ID NO: 44-48, respectivamente, proporcionandose las
secuencias de aminoacidos correspondientes en los SEQ ID NO: 49-53, respectivamente.

La comparacion de estas secuencias con secuencias conocidas en el banco de genes descrito anteriormente no
revel6 homologias conocidas con LcgSP3, LcgSP4, LcgSP8 y LcgSP10. Se encontré que LcgSP1 era homologo al
antigeno HSP70 conocido.

Las Figuras 30A y B ilustran la respuesta proliferativa de ganglios linfaticos murinos a LcgSP8, LcgSP10 y LcgSP3
recombinantes. Los ganglios linfaticos se tomaron ratones BALB/c 17 dias después de la infeccién con L. major. La
infeccion se produjo por inyeccion en la almohadilla plantar de 2 x 10° paréasitos/almohadilla plantar. Las células
fueron estimuladas con antigeno recombinante y la proliferaciéon se midio a las 72 horas utilizando *H-timidina. La
Figura 30A muestra CPM, una medicién directa de la actividad mitdtica en respuesta a los antigenos, y la Figura 30B
muestra el indice de estimulacién, que mide la respuesta proliferativa con respecto al control negativo.

Ejemplo 15
Aislamiento de ADN que Codifica Antigenos de L. major mediante Clonacién de la Expresion de Células T CD4 +

Este ejemplo ilustra el aislamiento de antigenos de L. major en células T utilizando un enfoque de escrutinio directo
de células T.

Se obtuvieron lineas celulares CD4 + T especificas de Leishmania a partir de las PBMC de un individuo que dio
positivo en la prueba cutdnea de leishmania pero no tenia historia clinica de la enfermedad. Estas lineas de células
T se utilizaron para escrutar una genoteca de expresion de ADNc de amastigotas de L. major preparados como se
ha descrito en el Ejemplo 1. Los clones inmunorreactivos se aislaron y se secuenciaron como se ha descrito
anteriormente. Las secuencias de ADNc determinadas para los 8 clones aislados referidos como 1G6-34, 1E6-44,
4A5-63, 1B11-39, 2A10-37, 4G2-83, 4H6-41, 8G3-100 se proporcionan en los SEQ ID NO: 72-79, respectivamente,
proporcionandose las correspondientes secuencias de aminoacidos en los SEQ ID NO: 80-87, respectivamente. Se
cree que las secuencias de ADNc proporcionadas para 1E6-44, 2A10-37, 4G2-83, 4H6-41 y 8G3-100 representan
clones parciales. Se demostré que todos estos clones estimulaban la proliferacion de células T.

La comparacion de estas secuencias con las del banco de genes como se ha descrito anteriormente no revelo
homologias conocidas con el antigeno 4A5-63. Se encontré que 1G6-34 tenia cierta homologia con la histona H2B
previamente identificada en L. Enrietti. Los antigenos 1E6-44, 1B11-39 y 8G3 100 mostraron cierta homologia con
secuencias previamente identificadas en otros eucariotas, en particular Saccharomyces cerevisiae. Se encontro que
2A10-37 y 41-4H6 eran homologas a las dos proteinas alfa tubulina previamente identificada de L. donovani y beta
tubulina de L. major, respectivamente, y se encontré que 4G2-83 era homologa al factor 2 de iniciacion y elongacién
identificado previamente en T. cruzi.

Posteriores estudios de clonacion completos, utilizando técnicas convencionales, condujeron al aislamiento de una
secuencia de ADNc prolongada para 1E6-44, proporcionada en el SEQ ID NO: 105. La secuencia de aminoacidos
correspondiente se proporciona en el SEQ ID NO: 106. Una secuencia de ADNc prolongada para 2A10-37 se
proporciona en el SEQ ID NO: 107. Se encontré que esta secuencia contenia un marco de lectura abierto completo
que codifica la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 108. Una secuencia de ADNc prolongada para 4G2-83 se
proporciona en el SEQ ID NO: 109. Esta secuencia contiene un marco de lectura abierto que codifica la secuencia
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de aminoacidos del SEQ ID NO: 110. Una secuencia de ADNc prolongada para 8G3-100 se proporciona en el SEQ
ID NO: 111, proporcionandose la secuencia de aminoacidos correspondiente en el SEQ ID NO: 112.

Los ocho antigenos descritos anteriormente (1G6-34, 1E6-44, 4A5-63, 1B11-39, 2A10-37, 4G2-83, 4H6-41, 8G3-
100) se expresaron en E. coli en forma de proteinas de fusién recombinantes que contienen etiquetas de histidina N-
terminales y se purificaron hasta la homogeneidad utilizando cromatografia de afinidad con niquel. Las 8 proteinas
recombinantes purificadas provocaron fuertes respuestas proliferativas a partir de las células celulares T CD4+
empleadas en el escrutinio de la genoteca. También se observo reactividad de las células T con 1G6-34, 4H6-41 y
8G3-100 en células T generadas tanto contra producto filtrado de cultivo de promastigotas de Leishmania como
contra producto filtrado de cultivo de amastigotas, indicando que estos antigenos se expresan en las fases vitales
tanto de promastigota como de amastigota a niveles que son suficientes para evocar una respuesta inmunitaria
celular fuerte.

Se examino la capacidad de los 8 antigenos para estimular la proliferacion y la produccion de IFN-y en PBMC de
pacientes con leishmaniasis cutanea activa (LC) y de donantes normales como se ha descrito anteriormente.
Ademas de los 8 antigenos, también se sometieron a ensayo el producto lisado de promastigota de Leishmania
(LPr) y el derivado de proteina purificado de M. tuberculosis (PDD). El nimero de pacientes y/o donantes que
responden a cada antigeno se muestra en la Tabla 3 de mas abajo. Todos los pacientes de LC respondieron al
menos a uno de los 8 antigenos. Muy destacadamente, los antigenos 1G6-34 y 4H6-41 provocaron proliferacion
celular en 6/7 y 7/7 pacientes de LC, respectivamente, y produccion de IFN-y en 6/7 y 5/6 pacientes de LC,
respectivamente. Ademas 1G6-34 no fue reconocido por las PBMC de donantes de control no infectados.

Tabla 3

Proliferacion Celular y Produccion de IFN-y en PBMC de Pacientes con Leishmaniasis Cutanea

Pacientes CL Donantes normales

Antigeno | Produccion de IFN-y | Proliferacion Celular | Produccion de IFN-y | Proliferacion Celular
LPr 717 6/7 3/8 5/8
1G6-34 6/7 5/7 0/8 0/8
1E6-44 0/7 417 5/8 2/8
4A5-63 17 17 0/8 0/8
1B11-39 5/7 3/7 1/8 0/8
2A10-37 1/7 3/7 1/8 0/8
4H6-41 717 5/7 3/8 1/8
8G3-100 0/7 217 5/8 2/8
PPD 717 717 718 718

Ejemplo 16

Sintesis de Polipéptidos

Los polipéptidos pueden ser sintetizados en un sintetizador de péptidos Perkin Elmer/Applied Biosystems Divisién
430A utilizando la quimica FMOC con activacion con HPTU (hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N',N'-
tetrametiluronio). Una secuencia Gly-Cys-Gly puede unirse al extremo amino del péptido para proporcionar un
método de conjugacion, unidon a una superficie inmovilizada, o marcaje del péptido. La escision de los péptidos del
soporte  sOlido puede llevarse a cabo wusando la siguiente mezcla de escision: &cido
trifluoroacético:etanoditiol:tioanisol:agua:fenol (40:1:2:2:3). Después de escindir durante 2 horas, los péptidos se
pueden precipitar en metil-t-butil-éter frio. Los sedimentos de los péptidos se pueden disolver a continuaciéon en agua
gue contiene acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% vy liofilizar antes de la purificacion por HPLC de fase inversa C18.
Se puede utilizar un gradiente de acetonitrilo de 0%-60% (que contiene TFA al 0,1%) en agua (que contiene TFA al
0,1%) para eluir los péptidos. Después de la liofilizacion de las fracciones puras, los péptidos se pueden caracterizar
utilizando espectrometria de masas de electropulverizacidon u otros tipos de espectrometria de masas y mediante
analisis de aminoécidos.
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Ejemplo 17
Uso de Antigenos de Leishmania Mas Coadyuvante para la Vacunacion Contra la Infeccién por Leishmania

Este ejemplo ilustra la eficacia de los antigenos de Leishmania recombinantes, M15 y MAPS, mas un coadyuvante,
IL-12, para conferir proteccion contra la enfermedad en el sistema modelo de leishmaniasis murina experimental.
Para la discusién del sistema modelo de leishmaniasis murina, véase, por ejemplo, Reiner et al. Annu. Rev.
Immunol.,13:151-77, 1995. La eficacia de M15 y MAPS combinados con IL-12, como vacuna contra la infeccién por
Leishmania se determin6 como sigue: Se inmunizaron subcutaneamente ratones BALB/C (5 por grupo) en la
almohadilla plantar izquierda, mezclando los 10 ug de los antigenos individuales con 1 ug de IL-12. Como controles,
se inmunizaron tres grupos separados de ratones con antigenos solubles de producto lisado de Leishmania (SLA)
mas IL-12, con IL-12 sola o con PBS. Tres semanas después de la Gltima inmunizacién los ratones se infectaron en
la almohadilla plantar derecha con 2 x 10° formas promastigota de L. major (fase estacionaria). A continuacion se
midi6 semanalmente la hinchazén de la almohadilla plantar. Los resultados se expresan en la Fig. 31 e indican
claramente que los ratones inmunizados con M15 o MAPS e IL-12 quedaron muy protegidos frente a la infeccion. La
proteccion inducida por estos antigenos fue tan eficaz o0 més que la inducida por SLA + IL-12, un régimen conocido
por inducir buena proteccion contra la leishmaniasis en este modelo animal (Afonso, L.C.C., T. M. Scharton, L. Q.
Vieira, M. Wysocka, G. Trinchieri, y P. Scott. 1994. The adjuvant effect of intereukin-12 in a vaccine against
Leishmania major. Science 263:235-237). Se obtuvo el mismo patron de proteccion descrito anteriormente, es decir,
M15, MAPS, y SLA, indujeron proteccion contra la infeccion por L. major cuando se utiliz6 como coadyuvante C.
parvum en lugar de IL-12 (Ejemplo 12). Estos resultados demuestran que los antigenos recombinantes M15 y MAPS
inducen una proteccién excelente contra la infecciéon por L. major en el modelo BALB/c de leishmaniasis humana.
Ademas, ambos antigenos indujeron proteccion cuando se sometieron a ensayo en dos formulaciones de
coadyuvante diferentes, (por ejemplo, IL-12 y C. parvum). Este descubrimiento tiene una enorme significacion
puesto que demuestra que la inmunidad contra la leishmaniasis puede ser inducida por antigenos especificos
liberados en coadyuvantes que son adecuados para uso en seres humanos.

Ejemplo 18
Uso de ADN de Leishmania para la Vacunacion contra la Infeccion por Leishmania

Este ejemplo ilustra la eficacia del ADN de Leishmania para conferir proteccién contra la enfermedad en el sistema
modelo de leishmaniasis murina experimental. Para una discusion del sistema modelo de leishmaniasis murina
véase, por ejemplo, Reiner et al. Annu. Rev. Immunol.,13:151-77, 1995. Las propiedades de proteccion de los
antigenos recombinantes se sometié a ensayo inmunizando ratones con ADN desnudo que contenia los genes M15
y MAPS correspondientes. El constructo de ADN utilizado fue el vector pcDNA3.1 (Invitrogen) que contenia un
promotor de CMV. Se inyectaron 100 pg de las preparaciones de ADN desnudo indicadas a ratones BALB/c (5 por
grupo) en la almohadilla plantar izquierda tres veces (con tres semanas de diferencia). De extrajo sangre de los
ratones antes y después de las inmunizaciones para verificar el desarrollo de la respuesta inmunitaria especifica. La
respuesta de anticuerpos se evalué mediante ELISA. Los anticuerpos IgG2a anti-M15 y anti-MAPS se detectaron
después de la segunda inmunizacion en el suero de los ratones inmunizados con el ADN desnudo respectivo. La
presencia de anticuerpos especificos indica que la inmunizacion con ADN da como resultado la produccion de
antigenos proteicos especificos. Tres semanas después de la Ultima inmunizacion, los ratones se sensibilizaron
después en la almohadilla plantar derecha con 2 x 10° formas promastigota de L. major (fase estacionaria). A
continuacion se midié la hinchazon de la almohadilla plantar semanalmente en lo sucesivo. Los resultados se
expresan en la Fig. 32 e indicaron claramente que, de nuevo, los ratones inmunizados con ADN desnudo que
contenia los genes M15 o MAPS protegian enormemente contra la infeccién por L. major. Estos resultados
demuestran que los genes tanto M15 como MAPS inducen una proteccién excelente contra la infeccién por L. major
en el modelo BALB/c de leishmaniasis humana.

Ejemplo 19
Preparacion y Caracterizacion de las Proteinas de Fusion de Leishmania

Las proteinas de fusion que comprenden los antigenos de Leishmania MAPS-1A (SEQ ID NO: 24), M15 (SEQ ID
NO: 2), Lbhsp83 (SEQ ID NO: 6) y LbelF4A (SEQ ID NO: 10) se prepararon como sigue.

Se prepar6 un constructo de fusion de MAPS-12 y M15 amplificando en primer lugar mediante PCR la secuencia
codificante completa de MAPS-1A utilizando los cebadores de los SEQ ID NO: 88 y 89. Los productos resultantes se
digirieron con Ndel y BamHI. Los productos ligados se transformaron en E. coli y los transformantes que contenian
el inserto correcto se identificaron mediante digestién de restriccion y se verificaron mediante secuenciacion de ADN.
El plasmido MAPS-1A-pET se digirié6 con BamHI y EcoRI. Los ultimos cortes en la secuencia poliligadora del vector
PET que esté localizada aguas abajo del sitio BamHI.

Los cebadores de los SEQ ID NO: 90 y 91 se emplearon para amplificar mediante PCR la secuencia codificante
completa de M15 y el producto resultante se digiri6 con BamHI y EcoRI seguido de subclonacién en el plasmido
MAPS-1A-pET predigerido anterior. Los productos ligados se transformaron a continuacion en E. coli y los
transformantes con el inserto correcto se identificaron mediante digestion de restriccion y se verificaron mediante
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secuenciacion de ADN. El constructo MAPS-1A-M15 pET se transformé en el anfitrién bacteriano (BL21; pLysE). La
expresion de la proteina dio como resultado una Unica molécula recombinante con un peso molecular pronosticado
de 85,7 kDa. La proteina de fusion MAPS-1A-M15 recombinante también contenia 33 residuos de aminoéacido del
vector circulante como resultado de la eliminacion del codén de parada de M15 y con posterioridad se digirié con
EcoRI. La secuencia de ADN del constructo MAPS-1A-M15 se proporciona en el SEQ ID NO:101.

Los cebadores de los SEQ ID NO: 92 y 93 se utilizaron para amplificar mediante PCR los primeros 226 residuos de
aminoacido de LbelF4A. El producto de PCR resultante se digirié6 con EcoRI y se subcloné en el plasmido MAPS-1A-
M15-pET. Los productos ligados se transformaron a continuaciéon en E. coli y los transformantes con el inserto y la
orientacion correctos se identificaron mediante digestion de restriccién y se verificaron mediante secuenciacion de
ADN. La proteina recombinante expresada se purificé mediante cromatografia de afinidad sobre una columna con
Ni. Las secuencias de ADN y de aminoéacidos de la proteina de fusion MAPS-1A-M15-LbelF4A se proporcionan en
los SEQ ID NO: 94 y 95, respectivamente.

Se prepararon proteinas de fusién adicionales utilizando la metodologia descrita con anterioridad. Las secuencias de
aminoacidos de las proteinas de fusion MAPS-1A-M15-Lbhs83 y MAPS-1A-M15-Lbhs83-LbelF4A se proporcionan
en los SEQ ID NO: 96 y 97, respectivamente. La secuencia de ADN que codifica la secuencia de amino4cidos del
SEQ ID NO: 97 se proporciona en el SEQ ID NO: 98. Las secuencias de ADN de los vectores MAPS-1A-M15-
Lbhs83 y MAPS-1A-M15-Lbhs83-LbelF4A empleados en las vacunas de ADN se proporcionan en los SEQ ID NO:
99 y 100, respectivamente.

Ejemplo 20

Uso de Proteinas de Fusion de Leishmania Mas Coadyuvante para la Vacunacion Contra la Infeccion por
Leishmania

La capacidad de las proteinas de fusion de Leishmania MAPS1A-M15 (referida como diFusiéon) y MAPS1A-M15-
LbelF4A (referida como triFusién), mas coadyuvante, para conferir proteccion contra la enfermedad en el sistema
modelo de leishmaniasis murina experimental se examind a continuacion.

Las diFusion y triFusion se prepararon como se ha descrito anteriormente. En una primera serie de experimentos, se
inmunizaron grupos de ratones BALB/c con los antigenos recombinantes individuales, (MAPS1A, M15 o LbelF4A), la
diFusion o la triFusion, con IL-12 como coadyuvante, como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 17. Los
ratones de control se inmunizaron con IL-12 o solucion salina. Antes de la sensibilizacion, se sacrificaron algunos
ratones (tres por grupo) y se investigaron la respuestas inmunitarias a las proteinas de fusiéon y a los antigenos
individuales. Se evaluaron las respuestas tanto de las células T (produccion de citoquinas por las células del bazo)
como de las células B (respuesta de anticuerpos). Los resultados indicaron que la inmunizacién de los ratones con
las proteinas de fusion no interfiere con la inmunogenicidad de los antigenos individuales. Mas especificamente, se
observaron respuestas Thl (es decir induccion de la produccion de IFN-y y produccion especifica de 1gG2a) tanto
para MAPS1A como para M15, cuando los ratones se inmunizaron con ambas proteinas recombinantes diFusion y
triFusiéon. Ademas, la inmunizacion con triFusion dio como resultado una buena respuesta inmunitaria a LelF.

Para evaluar la proteccion conferida por estas proteinas de fusion, los ratones inmunizados y de control se
infectaron en la almohadilla plantar derecha con 2 x 10° formas amastigota de L. major y se midi6 semanalmente
después de eso la hinchazén de la almohadilla plantar. Los resultados, mostrados en la Fig. 33, indicaron
claramente que ambas proteinas de fusion inducian proteccién comparable a MAPS1A y M15.

Se realiz6 una segunda serie de experimentos en los que se empleé MPL-SE (Ribi ImmunoChem Research Inc.
(Hamilton, MT) como coadyuvante. Se inmunizaron tres veces (intervalo de tres semanas) ratones BALB/c con 2 g
de los antigenos individuales (MAPS1A, M15 o LbelF4A), las proteinas diFusion o triFusién mas MPL-SE, y se
sometieron a ensayo para determinar la inmunogenicidad de los antigenos y para determinar la proteccion como se
ha descrito antes. Como con los experimentos realizados con IL-12 como coadyuvante, los ratones inmunizados con
los antigenos individuales asi como con las proteinas de fusibn mostr6 ambas respuestas de células T y B
especificas contra los antigenos inmunizantes. Por otra parte, no se observdé competicion antigénica entre los
antigenos individuales cuando se utilizan las proteinas de fusion como inmunégenos.

Como con los estudios de proteccion en los que se utilizé IL-12 como coadyuvante, la proteccién se logré con los
antigenos individuales MAS1A y M15, asi como con las dos proteinas de fusion (Fig. 34). Se observé una proteccion
ligeramente mejor en el grupo de ratones inmunizados con la triFusion en lugar de los ratones inmunizados con la
diFusion.
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<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1
<211> 3134
<212> ADN

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>(1)...(3134)
<223>n=AT,C0G

<400> 1

caagtgtcga
ccatcggana
ttgttgtcga
cgttgtgcge
ttctggcacc
cgatcgcaca
tgaaaaaaaa
atggacgcaa
gaggcggtga
agcaaccgct
gacaagtgca
ctccatggea
gacccttcca
gaagcacgtg
aatcccaagc
atcecgegace
atgtacctga
tctgcgaagg
aaggaggcce
gaggcgectga
ctgaacgtgt

aggacagtagt
aacaacaccg
ttgagagtge
tcgetttgec
cgctacgtca
catacacatc
gtctacgaac
ctgagectgaa
actacttctc
ccgectgttt
tctcgatcaa
tgcgcegeta
acagcggetg
accccatcge
tgtctctact
cttcgcaggg
gcggaatgaa
cggcagagac
tggcgctcaa
ccaagtacca
cggeegtgta

tencegtgtg
gtgganccgc
nccaaaccct
tttcctctee
cttegetggt
cctcactcac
aattttgttt
gaacaagggyg
aaaggcgate
tgcagccatg
gccgaattgg
cgacgatgec
cgcgcagggce
tcgegtcette
tatgctgcag
ccggctgtac
gattcccaac
agcgaagcca
ggaggagggc
agaggcgeag
cttcgagcag

agatcgcecgg
aggaaaccat
gctggtgece
tttccectete
ttgaacagaa
acacacagct
ttacagtgcg
aacgaagagt
cagttggatg
cagaaataca
gccaagggct
attgccgegt
gtgaaggacyg
accccggagg
ccggactacg
atggaagacc
gatggtgatg
aaagaggaga
aacaagctgt
gtgaaagacc
ggtgactacg
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ctgtgecgtgt
ctttctecege
ttctcacata
ttececgtggtg
ccactgtgaa
acatctatce
ttgccegeaca
tctecegecag
agcagaacag
aggacgcgct
acgtgcgccg
atgaaaaggg
tgcaggtagc
cgttccgcaa
tgaagatggt
agcgetttge
gcgaggagga
agcctctcac
acctctcgaa
ccaacaacac
acaagtgcat

gaaggcggtg
aggtctcttt
tcatgttttt
ccgtgtatac
cacccacggg
tacataaagc
tttctecgta
ccgctatgtg
tgtcctctac
ggacgacgce
aggagcagct
gctcaaggtg
caaggcccge
gatccaagag
agacaccgtce
cctgacgcte
ggaacgtccg
cgacaacgag
gaagtttgag
tttatacatt
cgccgagtge

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260



gagcacggta
atgacccgga
tacaagcgceg
gagaaggagc
aagaaagacg
tacacggagg
gcgtacatca
ctgaagccceg
cagtacaacc
gactgcaagg
tccgeggatg
atgcaagata
caggagtaca
atcattcgtt
gcgggtatceg
ctcaaacacg
gaaagtaagg
gcttggtacce
cgcggtggtg
gatgacgcta
ggggggaagyg
acgcctgcat
tctctetcege
gggaagagtg
ttttatctcet
acgactccge
tgcatatgtg
ttgtgtgtgt
gcaccgaaga
ctcecetteca
tccacgttta
aaaaaaaact

<210> 2
<211> 546
<212> PRT

tcgagcacgg
acgccttgtg
cccttgtega
accaaaaggc
aaggtaacca
ccatcaagcg
agcttggagce
actttgttaa
gcgegetgea
atgggcggta
gcgacgaggce
gctacatgca
tgaaggactc
ttggtcagta
taaagcacaa
acgtcgaggce
gatgttgttt
ttctececttt
caacgatttce
acgaagctgg
agacggcgtg
ttcegegege
tatcttctca
ggacgacgcg
attggcactg
gctgagcage
cgecgtecgtg
gtgtgtgtgt
agagacacac
tagcttctet
tctgaggagt
cgag

<213> Leishmania major

<400> 2

ES 2391562 T3

tcgcgagaac
cctccagagg
gtggcgtaac
ggtggaggaa
gtacttcaag
caaccctgec
cttcaacgac
gggctacgeg
ggcgtacgat
tecgcacaatce
ggcgegecgg
actagtgttg
cgggatctca
gacttctacg
taaagcagcg
tgtggtgcag
gtgggccttc
ttcgtcttea
gttttattta
cctgtattceg
accatcactg
cctegeccge
acggagacat
ctgcgtettt
tettgtttcet
catgtgctge
tacgcgettg
gtgtctgtgt
acgacagcga
gaaggaggct
caacggaaaa

cactgcgact
cagaggaagt
cctgacaccee
gcctacatcg
gaggataagt
gagcacacct
gccctcaagg
cgcaagggte
gagggcectca
atgaagattc
gccatggacg
aaggagatgc
tcgaagatca
ctgcctcatc
attcacatgce
atgcgegtcce
gtggctgege
ceccececttte
cgtctgtgta
gctaaggcga
cgaagaaaca
cttecttect
gaaaggcgtt
tgggcactgg
tttececttte
ggcgtggagg
tatggggett
atttcgagceg
aggagatggt
ctcttccaga
aaaaaaaaaa

acacaatcat
acgaggctgc
tcaagaagct
atcctgagat
tceeccgagge
cctacagcaa
acgcggagaa
atgcttactt
aggtggaccce
aggagatggc
atcctgaaat
agaacgatcc
acaagctgat
ttttccgtgt
acgagtaaag
tgcatgaagg
acacacctct
tcttetcacg
getectcectat
aggcaaaaga
ageccgaagaa
tecttegete
tgttaggaaa
tcacgtgegt
ctatcatacg
aagtacacag
ctaacagecge
tctgtatgcet
gtcggctttt
ggaatagact
aaaaaaaaaa

tgcgaagcete
tatcgacctt
gacggagtge
cgcgaagcag
cgtggcagcg
tegcgeggee
gtgcattgag
ttggaccaag
gagcaatgcqg
atctggccaa
cgcggcecaate
cacgcgcatt
ttcagctgge
ctttgecgtceg
tgctgcegeet
tagtgaagag
tatctcette
ctctcecetgg
tcaacggtge
ctaggagggg
aaggccccga
tctctetcte
agaggggggg
caccctcttt
cgtctcgcaa
acatcacgga
ctgtgtgtgt
attctattaa
cggctaatca

gcagatgggg
aaaaaaaaaa

Met
1
Gly
Asp
Ala
Ser

65

Leu

Gly

val

Ser

Asp
Arg
Glu
Met
50

Ile
His
Leu
val
Phe

130
Leu

Ala
Tyr
Gln
35

Gln
Lys
Gly
Lys
Gln
115
Thr

Leu

Thr
val
20

Asn
Lys
Pro
Met
val
100
val

Pro

Met

Glu Leu Lys

Glu Ala Vai

Sexr Val Leu

Tyr Lys Asp

55

Asn Trp RAla

70

Arg Arg Tyr
85

Asp Pro Ser

Ala Lys Ala

Glu Ala Phe

135
Pro

Leu Gln

Asn
Asn
Tyx
40

Ala
Lys
Asp
Asn
Arg
120
Arg

Asp

Lys
Tyr
25

Ser
Leu
Gly
AsSp
Ser
105
Glu
Lys

Tyr

38

Gly
Phe
Asn
Asp
Tyr
Ala
90

Gly
Ala

Ile

Val

Asn
Ser
Arg
Asp
vVal
75

Ile
Cys
Arg
Gln

Lys

Glu
Lys
Ser
Ala
60

Arg
Ala
Ala
Asp

Glu

Glu
Ala
Ala
45

Asp
Arg
Ala
Gln
Pro

125
Asn

140

Met

Val

Phe
Ile
30

Cys
Lys
Gly
Tyr
Gly
110
Ile

Pro

Asp

Ser
15

Gln
Phe
Cys
Ala
Glu
Q5

Val
Ala
Lys

Thr

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3134

Ala
Leu
Ala
Ile
Ala
80

Lys
Lys
Arg

Leu

val



145
Ile

Asp
Lys
Ala
225
Glu
Thr
Tyr
Glu
Ala
305
Tyr
Leu
Ile
Phe
Ile
385
Ala
Lys
Gly
Tyr
Gly

465
Ser

Ile.

Met
Ile

Gly
545

Arg
Leu
Gly
Pxro
210
Leu
Ala
Leu
Asp
Asn
290
Leu
Lys
Thr
Asp
Lys
370
Lys
Tyr
Cys
His
Asp
450
Arg
Ala
Ala
Gln
Ser

530
Gln

<210> 3
<211> 676
<212> ADN
<213> Leishmania donovani

<400> 3

Asp
Thr
Glu
195
Lys
Lys
Leu
Tyx
Lys
275
His
Cys
Arg
Glu
Pro
355
Glu
Arg
Ile
Ile
Ala
435
Glu
Tyx
Asp
Ala
Asn

515
Ser

Pro
Leu
180
Glu
Glu
Glu
Thr
Ile
260
Cys
Cys

Leu

Cys
340
Glu
Asp
Asn
Lys
Glu
420
Tyr
Gly
Arg
Gly

Ile
500

Asp

Lys

Ser
165
Met
Glu
Glu
Glu
Lys
245
Leu
Ile
Asp
Gln
Leu
325
Glu
lle
Lys
Pro
Leu
405
Leu
Phe
Leu
Thr
Asp
485
Met

Pro

Ile

150
Gln

Tyr
Glu
Lys
Gly
230
Tyr
Asn
Ala
Tyr
Arg
310
vVal
Lys
Ala
Phe
Ala
390
Gly
Lys
Trp
Lys
Ile
470
Glu
Gln
Thr

Asn

Gly
Leu
Arg
Pro
215
Asn
Gln
Val
Glu
Thr
295
Gln
Glu
Glu
Lys
Pro
375
Glu
Ala
Pro
Thr
Val
455
Met
Ala
Asp
Arg

Lys
535
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Arg
Ser
Pro
200
Leu
Lys
Glu
Ser
Cys
280
Ile
Arg
Trp
His
Gln
360
Glu
His
Phe
ASp
Lys
440
Asp
Lys
Ala
Ser
Ile

520
Leu

Leu
Gly
185
Ser
Thr
Leu
Ala
Ala
265
Glu
Ile
Lys
Arg
Gln
345
Lys
Ala
Thr
Asn
Phe
425
Gln
Pro
Ile
Arg
Tyr
505
Gln

Ile

Tyr
170
Met
Ala
Asp
Tyr
Gln
250
val
His
Ala
Tyr
Asn
330
Lys
Lys
val
Ser
Asp
410
val
Tyr
Ser
Gln
Arg
490
Met
Glu

Ser

39

155
Met

Lys
Lys
Asn
Leu
235
Val
Tyr
Gly
Lys
Glu

315
Pro

Asp
Ala
Tyr
395
Ala
Lys
Asn
Asn
Glu
475
Ala
Gln
Tyr

Ala

Glu
Ile
Ala
Glu
220
Ser
Lys
Phe
Ile
Leu
300
Ala
Asp
val
Glu
Ala
380
Serx
Leu
Gly
Arg
Ala
460
Met
Met
Leu

Met

Gly
540

Asp
Pro
Ala
205
Lys
Lys
Asp
Glu
Glu
285
Met
Ala
Thr
Glu
Gly
365
Tyx
Asn
Lys
Tyr
Ala
445
Asp
Ala
Asp
vVal
Lys

525
Ile

Gln
Asn
190
Glu
Glu
Lys
Pro
Gln
270
His
Thr
Ile
Leu
Glu
350
Asn
Thr
Arg
Asp
Ala

430
Leu

Ser
Asp
Leu
510
Asp

Ile

Arg
175
Asp

Ala
Phe
Asn
255
Gly
Gly
Arg
Asp
Lys
335
Ala
Gln

Glu

Ala
415
Arg
Gln
Lys
Gly
Pro
495
Lys

Serx

Arg

160
Phe

Gly
Ala
Leu
Glu
240
Asn
Asp
Arg
Asn
Leu
320
Lys
Tyr
Tyr
Ala
Ala
400
Glu
Lys
Ala
Asp
Gln
4B0C
Glu
Glu

Gly

Phe
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aattcggcac
ggtgcgeate
cgcgaaceqge
cctgaagaac
ggcgctgaag
tgctgegege
gctgegegtt
cgcgaagacg
aaagatggac
ggcgaaaaagqg
tggccctacce
aaaaaaaaaa

<210>4
<211> 175
<212> PRT

gaggcattgt
ctgegtggcee
gtgctggtag
gtggagccecgc
gatgcgetgg
gtggaggcga
gcgegecgtt
ccegtgtegt
tcgaccgagg
taaggccata
agcggtcettt
aaaaaa

<213> Leishmania donovani

<900> 4

Met Val
1

Arg Gly

Ala Asn

Lys

Pro

Ser

Arg

His

Gln

ES 2391562 T3

gcataatggt
cccgccagga
agaacccgga
tgaagtactg
cctcgtcgaa
agaaggcgtyg
ctcgcgegcea
ggcacaaggt
gcgctaagag
cccteactte
cattggctta

Tyr Ile

Asp

Arg

Val Leu Val Glu

35

val
50
Ser

His

Val
65
Ser Lys

Glu Ala

Leu Arg

Gln
Arg
Ala
Lys

val

Asn
55
Ala

Asn Leu Lys
Ser
70

Lys

Asn Cys
Glu
85

Ala

Leu Tyr

Lys Ala
100
Ala

Cys

Arg Ser

115

Glu
130
Lys

Asp

Lys
145

Lys Arg

<210>5
<211> 2040
<212> ADN

Lys
Met

Arg

aAla Thr
135

Ala

Asp Lys

Gln Lys Lys
150
Gln Lys

165

Met Ala

<213> Leishmania braziliensis

<400>5

cgcggtggeg
gagcctgacg
ggacaaggcyg
cctegtgaac
ggaggccggce
ccttgtggeg
atcgtetgeg
cacgagtaca
gaaggagctg
gaagacggcg

gccgetctag
gacccggcgg
aacaagacgc
aatctgggca
ggcgacatga
gaccgcgtga
gggggcacgt
acgctgcacc
atcaagaagc
gagaaggagg

aactagtgga
tgctgggcega
tgacggtgga
cgatcgegeg
gcatgatcgg
cggtagtgtc
tcaccatcac
tasaggagga
actccgagtt
tgacggacga

caagtcccac
ccgegttggt
ggacgcgaag
cgtgagcgtc
ggcgetggag
cgccgegteg
ctgggcgege
tgcgctgaag
gcgcatgcag
gecttattteg
tttctatceg

Cys Ala

val Gly

Asn Pro
40

val Glu
Lys
Lys
Ala Ser
105
Arg Ala
120
Pro Val

Ala Lys

Ile Ala

Gly

val

Glu
Pro
Leu
Thr
90

Thr
His
Ser

Met

Ala

tacatctgcg
gtgatcgtcg
atgtggegee
agccgcaact
aagtacgcga
acggacttcg
aaggtgtteg
aagatgcaga
aaggcgatcg
tgattttteg.
gtctgaaaga

Arg Leu

Ile Val

Asp Ala

Leu Lys
€0
Lys Asp
75
Arg Thr

Asp Phe

Trp Ala
His
140
Ser

Trp

Asp
155

Arg Lys

170

tceececggge
ggagactcac
ggataacggc
ctcecggeacyg
ccagttcggt
gaagaacaac
gagcgtgcag
ccagcaggag
catcggctac
ggacgaggag

40

tgcaggaatt
ctgcegegtce
atcggcatga
aaggctttca
gtcggettet
tcggacgagg
gagtcggaca
tacctggagg
gacatcgagc
gaggacgagt

cgggccegect
acattgtcga
acgtgcagaa
gcagcgcgaa
agacgcgcac
agcgctacca
acgagaagga
agaaggecgce
ctgcccgcaa
tgggagtegg
ggtacaaaaa

Val Arg

Ile
30

Asp

Ile
15
val

Lys Met Trp

45

Tyr Cys Val

Ala Leu Ala

Ala Ala Arg

a5

Glu Arg Tyr

110

Arg Lys Val

125

Lys Val Ala

Thr Glu Gly

Ala Lys Lys

175

cggcacgaga
gegtggtgee
ccaaggcgga
tggaggcact
actccgegta
cgtactggga
tgaagcgcgg
agcgeccgggt
tgatggtgga
cgaagaagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
676

Leu
Asp
Arg
Ser

Ser
80
Val

Gln
Phe
Leu

Ala
160

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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gtcctgcggg
'gaagaagaag
caagccgctc
caaggccatce
ccagctggag
gccgaacaag
ctgcgaggac
cctgecgetyg
caagaacatc
ctacaagcag
ggcgaaccgce
gatgacgaca
catcactggce
ctgcgggcete
gaaggacttc
gtccgaggag
gacgatgaag
gacgtcgcecyg
catgcgcaac
gatggaggtg
cgagaacgac
gtccggcettce
gectcggectg
agccccegceg

<210> 6
<211> 656
<212> PRT

gacgagggcyg
acgaagaagg
tggacgegeg
tccaacgact
ttccgegega
aagcgcaaca
ctgtgcccegg
aacatctcege
gtgaagaagt
ttctacgage
aagaagctga
ctgaaggact
gacagcaaga
gaggtgctgt
gaggacaaga
gagaagaagc
gaggtgctgg
tgcatcctgg
caggcgcetge
aaccccgacc
aaggccgtga
cagctggatg
tcgctecgacqg
gaggtcaccg

<213> Leshmania braziliensis

<400> 6

Ser
1
Arg

Gly

Asp

65
Leu
Ala

Gln

Glu

Leu

Val

Ile

Arg

50

Met

val

Tyxr

Glu

Asp
130

Thr
Val
Gly

35

Ser

Ser

Trp

Ser
115

Gln

Asp
Pro

20
Met
Gly
Met
Asp
Glu
100

Asp

Gln

Pro

Asp

Thr

Thr

Ile

Arg

85

Ser

Met

Glu

ES 2391562 T3

agccgaaggt
tgaaggaggt
acacgaagga
gggaggacac
tcgecgttcegt
acatcaagct
actggctcgg
gcgagaacct
gcetggaget
agttcggcaa
tggagttgct
acgtgacgeg
agaagctgga
tcatgacgga
agttcgegtg
agcgcgagga
gcgacaaggt
tgacgtcgga
gcgactecag
accccatcat
aggacctcgt
accccaccgg
aggaggagga
ccggecacctce

Ala Val

Lys Ala

Lys Ala

Lys Ala

55

Gly Gln
70

Val Thr

Ser Ala

Lys Arg

Tyr Leu
135

ggaggaggtg
gaagaagacg
cgtgacgaag
ggcggcgacg
gccgaagcge
gtacgtgege
cttcgtgaag
gcagcagaac
gttcgaagag
gaacatcaag
gcgcttetac
catgaagceqg
gtcgtegeeg
geecgatcgac
cctgacgaag
gaagaaggcg
ggagaaggtg
gtttgggtgg
catggcgcag
caaggagctg
cttcctgcete
ctacgccgag
ggaggtcgce
cagcatggag

acggagggcg
tacgaggtca
gaggagtacg
aagcacttct
gcgccgttceg
cgegtgttea
ggcgtcgtgg
aagatcctga
atagcggaga
ctgggcatcc
agcaccgagt
gagcagaagt
ttcatcgaga
gagtacgtga
gaaggcatgc
gegtgegaga
accgtgtcgg
tcggcgcaca
tacatggtgt
cgccgccgcg
ttcgacacgt
cgcatcaacc
gaggcgccgce
caggtggact

gcgaggacaa
agaacaagca
cggccttcta
cggtggaggy
acatgttcga
tcatggacaa
acagcgagga
aggtgatccyg
acaaggagga
acgaggacac
cgggggagga
cgatctacta
aggcgagacg
tgcagcagat
acttcgagga
agctgtgcaa
agcgectgtt
tggaacagat
ccaagaagac
tggaggcgga
cgctgcteac
gcatgatcaa
cggccgaggce
gagccggtaa

Leu
Asn
Asp

40
Phe
Phe
Val
Gly
Gly
120

Glu

Gly

Lys

25

Leu

Met

Gly

Val

Gly

105

Thr

Glu

41

Glu
10

Glu

Thr Leu

Val Asn

Glu Ala

val Gly

75

Ser
S0

Thr Phe

Thr

Ser

Arg Arg

Thr

Thr

Asn

Leu

60

Phe

Asn

Thr

Thr

Val
140

His

Val

Leu

45

Glu

Tyr

Asn

Ile

Leu

125

Lys

Leu

Glu

30

Gly

Ala

Ser

Ser

Thr

11¢

His

Glu

Arg

15
Asp
Thr
Gly
Ala
Asp

95
Ser

Leu

Leu

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

Val

Asn

Ile

Gly

Tyr

80

Glu

Val

Lys

Ile



Lys
145
Lys
Ser
Val
Glu
Thr
225

Lys

Ser

Lys

Cys

305

Leu

Lys

Glu

Gly

Lys

385

Met

Ser

Pro

Thr

Lys

Thr

Lys

Thr

val

210

Arg

Ala

val

Ala

Leu

290

Pro

Pro

val

Ile

Lys

370

Leu

Thr

Ile

Phe

Glu

His

Ala

Lys

Glu

195

Lys

Asp

Ile

Glu

Pro

275

Tyr

Asp

Leu

Ile

Ala

355

Asn

Met

Thr

Tyr

Ile

435

Pro

Ser

Glu

Lys

180

Gly

Lys

Thr

Ser

Gly

260

Phe

val

Trp

Asn

Arg

340

Glu

Ile

Glu

Leu

Tyr

420

Glu

Ile

Glu
Lys
165
Ser
Gly
Thr
Lys
Asn
245
Gln
Asp
Arqg
Leu
Ile
325
Lys
Asn
Lys
Leu
Lys
405
Ile

Lys

Asp

Phe

150

Glu

Cys

Glu

Tyr

Asp

230

Asp

Leu

Met

Arg

Gly

310

Ser

Asn

Lys

Leu

Leu

390

Asp

Thr

Ala

Glu

ES 2391562 T3

Ile

Val

Asp
Glu
215
val
Trp
Glu
Phe
Val
295
Phe
Arg
Ile
Glu
Gly
375

Arg

Tyr

Arg

Tyr

Gly

Thr

Asp

Lys

200

Val

Thr

Glu

Phe

Glu

280

Phe

Val

Glu

vVal

Asp

360

Tle

Phe

val

Asp

Arg

440

Val

Tyr
Asp
Glu
185
Lys
Lys
Lys
Asp
Axg
265
Pro
Ile
Lys
Asn
Lys
345
Tyr
His
Tyr
Thr
Ser
425

Cys

Met

Asp

Glu

170

Gly

Lys

Asn

Glu

Thr

250

Ala

Asn

Met

Gly

Leu

330

Lys

Lys

Glu

Ser

Arg

410

Lys

Gly

Gln

Ile

155

Asp

Glu

Lys

Lys

Glu

235

Ile

Lys

Asp

vVal

315

Gln

Cys

Gln

Asp

Thr

395

Met

Lys

Leu

Gln

Glu

Glu

Pro

Thr

His

220

Tyr

Ala

Ala

Lys

Asn

300

val

Gln

Leu

Phe

Thr

380

Glu

Lys

Lys

Glu

vVal

Leu

Glu

Lys

205

Lys

Ala

Thxr

Phe

Arg

285

Cys

Asp

Asn

Glu

Tyr

365

Ala

Ser

Pro

Leu

val

445

Lys

Met

Glu

Val

190

Lys

Pro

Ala

Lys

Val

270

Asn

Glu

Ser

Lys

Leu

350

Glu

aAsn

Gly

Glu

Glu

430

Leu

Asp

val

Asp

175

Glu

vVal

Lenu

Phe

His

255

Pro

Asn

Asp

Glu

Ile

335

Phe

Gln

Arg

Glu

Gln

415

Ser

Phe

Phe

Glu

160

Glu

Glu

Lys

Trp

Tyr

240

Phe

Lys

Ile

Leu

Asp

320

Leu

Glu

Phe

Lys

Glu

400

Lys

Ser

Met

Glu
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450

Asp
465

Lys

Ser Glu

Leu

Lys

Val Thr

Lys

Glu

Cys

Val

Phe

Glu

Lys

500

Ser

515

Glu
530

Ser

Ala
545

Leu
Met Glu
Val Gliu

Leu Phe

Phe

Arg

Val

Ala

Asp

Gly

Asp

Asn

Asp

580

Thr

595

Thr Gly

610

Leu
625

Asp

Ala Pro

<210>7
<211> 1771
<212> ADN

Tyr

Glu

Ala

Glu

Glu

<213> Leishmania tropica

<400> 7

caggccegeg
gaggaggcgg
gaggaggcag
gtcatgcatg
gcggagctag
gccegetcece
gaggcggcecce
gaggcagcgce
atgcacgagg
gagctggagg
cgtgtccagg
cgcgtccagg

tccaggecct
cccgcectgga
cgcgtctecg
cggccgagca
aggctgccga
aggccctcga
gcctggatgt
gtctccegege
ccgagcaggce
cggccgagga
ccctcecgagga
ccctegagga

Ala

Lys

485

Thr

Glu

Trp

Ser

Pro

565

Glu

Ser

Glu

Glu

Val
645

ES 2391562 T3

455

Cys Leu Thr Lys

470

Lys Gln Arg Glu

Glu

Glu

460

Gly Val
475

Lys Lys

490

val
505

Met Lys Glu

Leu Thr

520

Arg Leu

Ala His Met

535

Ser

Ser Met Ala Gln

550

Asp His Pro Ile

Leu Gly

Ser

Glu

Tyr

Ile

Asp
Pro

Cys

Ile
540

Gln

Met
555

Val

Lys Glu

570

Ala
585

Asn Asp Lys

Thr
600

Leu Leu Ser

Ile
615

Arg Asn Arg

Glu Val

630

Glu Ala

Thr Ala Gly Thr

vVal

Gly

Met

Glu

Ser

Lys Asp

Phe Gln

Ile Lys

620

Ala
635

Pro

Ser Met

650

cgaggaggca gcgcegtctcee
tgtcatgcat gcggccgagce
cgcggagetg gaggaggecy
ggcccgegte caggcccteg
ggaggcggcg cgcctggagg
ggaggcagcg cgtctecgeg
catgcatgeg gccgageagg
ggagctggag gaggccgagg
ccgcteccag gecctcocgagg
ggcggececcge ctggatgtca
ggcggcgege ctggatgtea
ggcagcgegt ctccgegegg

43

gcgcggagcet
aggeccgtgt
aggaggcggce
aggaggcage
ccatgcacga
cggagctgga
ccecgegteca
aggcggccceg
aggcagcgeg
tgcacgaggc
tgcacgaggce
agctggagge

HEis Phe
Ala

Val
510

Lys

Ile
525

Leu

Met

Ser

Leu

val
590

Leu

Leu
605

AsSp

Leu Gly

Pro Ala

Glu Gln

ggaggcggcc
ccaggccctce
ccgectggat
gcgtectecge
ggccgagcag
ggaagccgag
ggccctcgag
cctggaggce
tctecgecgeg
cgagcaggcc
cgagcaggce
ggccgaggag

Glu

Cys

495

Glu

val

Asn

Lys

Arg

575

Phe

Asp

Leu

Glu

val
655

Glu
480

Glu

Lys

Thr

Gln

Thr
560

Arg

Leu

Pro

Ser

Ala
640

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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gcggeccgece
gcagegegtc
cacgagggcg
cacgaggccg
ctggaggetg
tgcaaagggce
ttcattggga
tacagggatg
gcgggggttt
tgcggctgeg
ctgtatatca
ateccaccacc
gagagcccat
acgccgcegta
tacttctcga
agcgtggcta
caagtgcgcg
tttecgtcatg

<210>8
<211> 566
<212> PRT

tggatgtcat
teccgegegga
agcaggcccg
agcaggcccqg
aggaggagga
gactgctatc
tgtcactgtt
ggccggegta
acgtggattc
tcgtteeegt
tgacggtgga
gcatcgagag
ccgtatcttc
ggggctcaga
gecgegegeag
tggcggagga
gccgtagttg
tgttttatte

<213> Leishmania tropica

<400> 8

Gln
1
Leu

Ala

Glu

Glu Gln

Arg
Ala

Ala

Val

Ala
20
Arg

35

Glu Leu
50
Ala Glu
65

Glu

Ala

Ala

Glu

Gln

Leu

Glu

Glu

Glu

Ala

Glu

85
Gln
100
Leu

115

Ala
130
Arg

His

Leu
145
Met His

Arg Leu

Val Met

Ala
Ala
Glu
Arg

His

Glu

Glu

Ala

Gln Ala
Glu
Val
Ala
Arg
Ala
Ala
Glu
Gln
Leu

Glu

ES 2391562 T3

gcacgaggce
gctggaggceg
tgtccaggece
ctcccaggce
aaaagatgag
gagggcegegyg
ggaggatgtg
ccagacgggc
aatagcgaag
gacgctggeg
tccgcageac
ctcgecacatg
ggctgccacce
gctgcagtca
gtcggtcage
ggcgatcgeg
acgtctctgt
atttcttttt

Leu

Glu Ala

Gln Ala
Glu
55

Gln

Glu

Val
70
Ala Glu

Arg Ser

Glu Ala
Arg
135
Glu Glu
150 .

Gln Ala

165

Ala
180
Glu

195

Ala Arg
210
Leu Glu
225
Ala Ala

JAla Leu

Leu
Glu
Arg

Glu

Asp
Ala

Leu

Glu
Ala
Val
Ala

Asp

Leu Glu

Glu Gln

His
215%
Leu

Met

Arg
230

Val Met

245

Glu

Ala

Ala Arg

gagcaggccce
gccgaggagg
ctegaggagy
ctcgaggagg
cggccggcga
ccggatecge
gagaagagta
atcegecteg
gcgaggcagg
acgaagatga
aacgacaagc
gggaagaagg
acccctcteg
agtgctcegtt
tcagaaagtyg
ctggcgeccge
gtgagtgtgt
c

Glu Glu

Ala

gcgteccagge
cggeccgect
cggecccgect
cagcgcgtcet
cgtcgagcta
ggaggceget
ttctcattgt
gggatgtcct
tggtcgatge
accagcagta
cctttttttt
cgcagtggat
tgcecgetett
ccgecttegt
agecgaccgeyg
aagggtatac
gtcgeteegt

Ala Arg

10

Arg
25
Leu Glu
40
Ala Ala

Ala Leu

Glu

Leu
Giu
Arg
Glu

Ala

Asp Val

Ala Ala

Leu Asp
60
Glu Ala
75

Arg Leu

90

Gln Ala
105
Glu Glu
120
Val Gln

Ala Glu

Arg Ser

Leu

Ala

Ala

Glu

Gln

Glu Glu

Ala Arg
Glu
140
Ala

Leu

Ala
155

Ala Leu

170

Ala
Ala
200
Glu
Arqg

His Glu

Glu

val

Glu

Glu

Ala

Glu Ala

Gln Ala

Gln Ala
220
Leu Glu
235

Glu Gln

250

Leu Arg

44

Ala

Glu Leu

cctcgaggag
ggatgtcatg
ggaggccatg
ctgcgcggag
cagcgaggag
gceegeggeeg
ggacgggctce
cttgcgtatc
gcgttgeege
cagcgtggcet
tgatgtgcac
ggaagttctt
gcgtgagceceg
tgccacgtct
cggatcetet
cccacccaac
ctcecttectt

Leu Arg

Met His
30
Arg Leu
45
Val Met

Ala Arg

Glu Ala

Ala
110
Asp

Ala

Leu
125
Glu Ala

Arg Leu

Glu Glu

Ala Arg
190
Leu Glu
205
Axrg Val

Ala Ala

Ala Arg

Glu Ala

Ala
15

Ala
Arg
His
Leu
Met
95

Arg
val
Ala
Glu
Ala
175
Leu
Glu
Gln
Glu
Val

255
Ala

780

840

9200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1771

Glu
Ala
Ala
Ala
Arg
80

His
Leu
Met
Arg

Ala

. 160

Ala
Asp
Ala
Ala
Glu
240
Gln

Glu
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Glu Ala

Ala

260

Arg Leu

275

Gln Ala
2990
Gln Ala
305
Leu Glu

Tyr Ser .

Prc Arg

Leu
arg
Ala
Glu

Arg

Glu Glu

Ser Gln

Glu Glu
325
Glu Cys
340

Pro Leu

355

Val
370
Ala

Asp

Pro
385
Ala Gly

Ala Arg

Met Asn

Glu
Tyr
Val
Cys

Gln

Lys Ser

Gln Thr

val
405
Cys

Tyr

Arg
420

Gln Tyr

435

Gln His
450
Ile Glu
465
Glu Ser

Leu Arg
Arg Ser

Asn

Ser

Pro

Glu

Ala

Asp Lys

Ser His
Val
485
Thr

Ser

Pro
500

Phe Val

515

val Ser
530

Ala Glu

545

Gln vVal

<210>9
<211> 1618
<212> ADN

Ser
Glu

Arg

Glu Ser

Ala Ile

Gly Arg

565

<213> Leishmania braziliensis

<400>9

ccactctcte
getectetttt
cagcaagacc
cgececgatec
tcgtacgact
ggcggcgaca
ggcetgetge
accecgegage
aacagcgcga
aagctgcagg
aagcgcggcyqg
atgctgtctc

ggtcgtctgt
tttttatttt
gagttgccee
cgtccttcga
tcgagaaacc
tcatcgcecgea
agcgcectgga
tggccctgca
agttctgtga
ctggegtegt
cgectgcgcac
agggcttcge

ES 2391562 T3

Asp Val

Ala Ala
295
Ala Leu
310
Glu Glu

Lys Gly

Pro Arg

Ile Leu
375
Gly Ile
390
Asp Ser

Gly Cys

Ser Vval
Phe
455
Gly

Pro

Met
470

Ser Ser

Pro Arg

Ala Thr

Glu Arg
535

Ala Leu

550
Ser

cteccacgeg
tcacctgacc
acaggaccag
tgacatgccg
gtccagcatc
ggcgcagtcee
cttccgecac
gacggcggag
gacctttgtg
cgtecgeegtyg
cgagtccctg
ggatcagatt

265
Met His
280

Arg

Glu

Leu Glu

Glu Glu Ala
Glu
330

Leu

Lys Asp
Leu
345
Phe

Arg

Pro
360
Ile

Ile

val Asp

Arg Leu Gly

Ile Lys
410
Val Val Pro

425
Ala Leu
440

Phe

Tyxr

Phe Asp

Lys Lys RAla

Ala Ala Thr

490

Arg Gly Ser

505
Ser Tyxr Phe
520
Pro Gly

Ala Pro Gln

Gly
Ala
Ala
315
Axg
Ser
Gly
Gly
Asp
395
Ala
Vval
Ile
val
Gln
475
Thr
Glu
Ser

Ser

Gly
555

Glu
Met
300
Arg
Pro
Arg
Met
Leu
380
Val
Arg
Thr
Met
His
460
Trp
Pro
Leu
Ser
Ser

540
Tyr

270
Gln Ala
285
His Glu

Leu Cys

Thr
Ala Arg
350
Ser Leu
365
Tyr Arg

Leu Leu

Gln Val
Ala
430
Val

Leu

Thrx
445
Ile His

Met Glu

Leu Val

Gln Ser
510
Ala Arg
525
Ser Val

Thr Pro

Ala
Ala
Ser
335
Prec
Leu
Asp
Arg
Val
415
Thr
Asgsp
His
Val
Pro
485
Ser
Arg
Ala

Pro

cgcacgcagt
aaccgcacca
gactcgttcce
ttgcaccaga
cagcagcgeg
ggtaccggca
aacctgatcc
gtgatcagcc
ggtggcacgc
gggacgccgg
cgcgtgetgg
tacgagatct

45

tgatttcecge
cgtcggectce
tcgacgacca
accttctgeg
ccatecgecce
agacgggcgce
agggecctegt
gcatcggcega
gcgtgecagga
gcecgegtgte
tgctegacga
tccgettect

cttcttaaac
catcatgtcg
gcceggegtce
cggcatctac
cttcacgcge
cttctccate
gctctcceeg
gttectgtceg
tgacctgege
cgacgtgatc
ggctgatgag
gcecgaaggac

Val
Glu

Glu
320
Ser

Asp
Glu
Gly

Ile
400
Asp

Lys
Pro
Arg

Leu
480
Leu

Ala
Ser
Met

Asn
560

60
120
180
240
300
360
420
4890
540
600
660
720



10

atccaggteg
ttcatgcgeg
aagcagttct
gagaccgtgt
atcgccgaga
aagagcgacc
acgaccgace
gacctgceega
gtaaagggtg
gaggggcact
gagtgagcgg
gtaacacagc
cggccceect
ctggatgtgt
cgttttgttg

<210> 10
<211> 403
<212> PRT

cgctcttete
accccgtacg
tcatcgecgt
ccatcgegea
agctgaatca
gcgagcgegt
tcgtggeceg
cgaacaagga
ttgccatcaa
accacacgca
geececetgecee
cacgcgaacg
ccgcagecget
gcttgagett
ctcgtccett

cgccacgatg
cattctcgtg
cgaggaggag
gtccgtcate
gagcaaccac
catgaacacc
cggcatcgac
gaactacctg
cttegtgacg
gatcgatgag
ccctteectg
atagtaaggg
tctcttttga
gcattcegte
tcgttggtgt

<213> Leishmania braziliensis

<400> 10

Met Ser
1
Asp Asp

Leu His
Ser
50
Ile

Pro

Asp
65
Ser Ile

Gly Leu

val Ile

Glu Thr
130
Gln Ala
145
val Ile

Leu Asp

Tyr Glu
Ala
210
Asp

Ser

Arg
225
Gly Ile

Thr Leu

Phe Ala

Gln Gln

Gln Pro
20
Gln Asn
35
Ser Ile

Ile Ala

Gly Leu

val Leu
100
Ser Arg
115
Phe Val

Gly val

Lys Arg

Glu Ala
180
Ile Phe
195
Thr Met

Pro val

Lys Gln

Met Asp
260
Asn Thr

275

Asp Arg

Gly Val

Leu Leu

Gln Gln

Gln Ala
70
Leu Gln
85
Ser Pro

Ile Gly

Gly Gly
Val
150
Ala

val

Gly
165
Asp Glu

Arg Phe

Pro Glu
Ile
230
Phe

Arg

Phe
245
Leu Tyr

Arg Arg

ES 2391562 T3

ccggaggagyg
aagcgcgaga
cacaagctgg
ttcgccaaca
accgtcagca
ttccgcageg
gtgcaccacg
caccgcattg
gagaaagacg
ctcceggtgg
cccecetete
cgtgcggegg
gaggggggca
aagcaagtgc
tttttcggece

val Ala

Arg Pro

Arg Gly
40
Arg Ala

Gln Ser

Arg Leu

Thr
Glu Phe
. 120
Thr Arg
135
Ala Val

Leu Arg

Met Leu
Pro
200
val

Leu

Glu
215
Leu Val

Ile Ala

Glu Thr

Val
280

Lys

tgctggaget
gcectgacget
acacgctgat
cccgecgcaa
gcatgcacgc
gcagctceccg
tgaacatcgt
gccgeggegyg
tggagctget
actttgccge
gcgacgagag
cgttcececte
gggggaggcg
tttgttttaa
gaaacggcgt

Gln
10
Pro

Pro

Ile
25
Ile Tyr

Ile Ala

Gly Thr
Phe
90
Leu

Asp

Glu
105
Leu Ser

val Gln

Gly Thr

Thr Glu
170
Ser Gln
185
Lys Asp

Leu Glu

Lys Arg
Glu
250
Ser

Val

Val
265

Asp Trp

46

gacaaagaag
ggagggcatc
ggacctgtac
ggtggactgg
cgagatgccc
cgtgctcgta
catcaacttc
ccgectacgge
gcacgagatc
ctacctcggce
aacgcacatc
ctecctgecag
ctgcgectgg
ttatgcgege
ttaaagca

Asp Gln

Ser Phe

Ser Tyr

Phe
60
Lys

Pro

Gly
75
Arg His

Ala Leu

Asn Ser

Asp Asp
1490
Pro Gly
155
Ser Leu

Gly Phe

Ile Gln

Thr
220
Ser

Leu

Glu
235
Glu Glu

Ile Ala

Ile RAla

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1618

Asp Ser

Asp Asp
30
Gly Phe
45
Thr Arg

Thr Gly

Asn Leu

Gln Thr
110
Ala Lys
125
Leu Arg

Arg Val

Arg Val

Ala Asp
130
Val Ala
205
Lys Lys

Leu Thr

His Lys

Gln Ser
270
Glu Lys
285

Phe
15

Met
Glu

Gly

Ile
95

ala
Phe
Lys
Ser
Leu
175
Gln
Leu
Phe
Leu
Leu
255
Val

Leu

Leu
Pro
Lys
Gly
Phe
80

Gln
Glu
Cys
Leu
Asp
160
Vval
Ile
Phe
Met
Glu
240
Asp
Ile

Asn
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15

20

25

30

35

40

45

Gln Ser Asn His Thr Val

290

Asp Arg Glu Arg Val Met

305

Leu Val Thr ‘Thr Asp Leu

325
Asn Ile Val Ile Asn
340

310

Phe

His Arg Ile Gly Arg Gly

Asn Phe Val Thr Glu lys

370
His Tyr His Thr Gln
385
Leu Gly Glu

<210>11

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania donovani

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(5)

<223> Xaa =cualquier aminoacido

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Leu o Lys

<221> VARIANTE
<222> (7)...(12)
<223> Xaa =cualquier aminoacido

<400> 11

Ile
390

ES 2391562 T3

Ser
2985
Asn
Val
Asp
Gly
Asp

375
Asp

Ser
Thr
Ala
Leu
Arg
360
Val

Glu

Met
Phe
Arg
Pro
345
Tyr

Glu

Leu

His
Arg
Gly
330
Thr
Gly

Leu

Pro

Ala
Ser
315
Ile
Asn
Val

Leu

val
395

Glu Met
300
Gly Ser

Agp Val
Lys Glu

Lys Gly
365

His Glu

380

Asp Phe

Pro
Ser
His
Asn
350
vVal
Ile

Ala

Lys
Arg
His
335
Tyr
Ala

Glu

Ser
Val
320
Val
Leu
Ile
Gly

Tyr
400

Xaa Gln Xaa Pro Gln Xaa Val Phe Asp Glu Xaa Xaa

1

<210> 12

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR sentido

<221> base_modificada
<222> (1)...(26)
<223> 1

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(26)
<223>n=AT,Co0G

<400> 12

ggaattcccc ncagctngtn ttcgac26
<210>13

<211>5
<212> PRT

5

47

10
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15

20

25

30

35

<213> Leishmania donovani

<400> 13

Lys Val Phe Asp Glu

1

<210> 14
<211>30
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 14

5

ggatccatgg tcaagtccca ctacatctgc30

<210> 15
<211>33
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 15

ES 2391562 T3

gaattcagac cggatagaaa taagccaatg aaa33

<210> 16

<211> 701
<212> PRT
<213> Leishmania amozonensis

<400> 16

Met Thr Glu Thr Phe

1

Leu.

Val
Leu
val
65

Ile
Arg
Met
val
Tyr

145
Pro

Ile
Ile
Thr
50

val
Gly
Ser
Ser
Ala
130
Val

Glu

Ile
Ser
35

Asp

Pro

Met

Gl Y

Met
115
Asp
Trp

Ser

Asn
20

Asn
Pro
Asp
Thr
Thr
100
Ile
Arg
Glu

Asp

5
Thr

Gly
Val
Ser

Met

Ala
Phe
Ser
val
Glu
70

Ala
Ala
Gln
Thr
Ser

150
Lys

Phe
Tyr
Asp
Leu
35

Asn
Asp
Phe
Phe
Val
135
Ala

Leu

Gln
Ser
Ala
40

Gly
Lys
Leu
Met
Gly
120
Thr
Gly

Pro

Ala
Asn
25

Cys
Asp
Thr
val
Glu
105
val
Ser

Gly

Ala

48

Glu
10

Lys
Asp
Ala
Leu
Asn
90

Ala
Gly
Lys
Thr

Arg

Ile
Glu
Lys
Thr
Thr
75

Asn
Leu
Phe
Asn
Phe

155
Ile

Asn
Ile
Ile
Arg
60

Val
Leu
Glu
Tyx
Asn
140
Thr

Thr

Gln
Phe
Arg
45

Leu
Glu
Gly
Ala
Ser
125
Ser

Ile

Leu

Leu
Leu
30

Tyr
Cys
AsSp
Thr
Gly
110
Ala
Asp
Thr

His

Met
15

Arg
Gln
Val
Asn
Ile
95

Ala

Tyr

Glu

Ser

Leu

Ser
Asp
Ser
Arg
Gly
80

Ala
Asp
Leu
Val
Ala

160
Lys



Glu
Lys
Lys
Lys
225
Gly
Lys
Pro
Ser
Gly
305
Phe
val
Trp
Asn
Arg
385
Glu
Ile
Glu
Leu
Tyr
465
Glu
Tyr
Phe
Glu
Lys
545
Ser
Gly
Asp

Asn

Asp

Asp
Lys
Thr
210
Ala
Glu
Glu
Lys
Asn
290
Gln
Asp
Arg
Leu
Ile
370
Lys
Asn
Lys
Leu
Lys
450
Ile
Gln
Asp
Ala
Lys
530
Thr
Glu
Trp
Ser
Pro

610
Glu

Gln
His
195
Thr
Asp
Glu
Tyr
Asp
275
Asp
Leu
Met
Arg
Gly
355
Ser
Asn
Lys
Leu
Leu
435
Asp

Thr

Glu
Cys
515
Lys
Met
Arg
Ser
Ser
595
Lys

Asn

Leu
180
Ser
Glu
Glu
Asp
Glu
260
val
Trp
Glu
Leu
Val
340
Phe
Arg
Ile
Glu
Gly
420
Arg

Tyr

Lys
Tyrx
500
Leu
Gln
Lys
Leu
Ala
580
Met
His

Asp

165
Glu

Glu
Lys
Asp
Lys
245
val
Thr
Glu
Phe
Glu
325
Phe
Val
Glu
Val
Asp
405
Ile
Phe
val
Asp
Arg
485
val
Thr
Arg
Glu
Ser
565
His
Ala

Pro

Lys

Tyr
Phe
Glu
Gly
230
Lys
Gln
Lys
Asp
Arg
310
Pro
Ile
Lys
asn
Lys
390
Tyr
His
Tyr
Thr
Ser
470
Arg
Met
Lys
Glu
val
550
Thr
Met
Gln
Ile

Ala

ES 2391562 T3

Leu
Ile
vVal
215
Glu
Lys
Asn

Glu

Pro
295

Ala

Asn
Met
Gly
Leu
375
Lys
Lys
Glu
Ser
Arg
455
Lys
Gly
Gln
Glu
Glu
535
Leu
Ser
Glu
Tyr
Ile

615
Val

Glu
Gly
200
Thr
Glu
Lys
Lys
Glu
280
Pro
Ile
Lys
Asp
Val
360
Gln
Cya
Gln
Asp
Thr
440
Met
Lys
Phe
G1ln
Gly
520
Glu
Gly
Pro
Gln
Met
600
Lys

Lys

Ala
185
Tyr
Asp
Pro
Thr
His
265
Tyr
Ala
Met
Lys
Asn
345
Val
Gln
Leu
Phe
Thr
425
Glu
Lys
Lys
Glu
val
505
val
Lys
Asp
Cys
Met
585
Met
Glu

Asp

170
Arg

Asp
Glu
Lys
Lys
250
Lys
Ala
Thr
Phe
Arg
330
Cys
Asp
Asn
Glu
Tyr
410
Ala
Ser
Ala
Leu
val
490
Lys
His
Ala
Lys
Ile
570
Met
Ser

Leu

Leu

Arg
Ile
Asp
val
235
Lys
Pro
Ala
Lys
val
315
Asn
Glu
Ser
Lys
Met
395
Glu
Asn
Gly
Glu
Glu
475
Leu
Asp
Phe
Thr
vVal
555
Leu

Arg

Lys

val

Leu
Glu
Glu
220
Glu
val
Leu
Phe
His
300
Pro
Asn
Asp
Glu
Ile
380
Phe
Gln
Arg
Glu
Gln
460
Ser
Phe
Phe
Glu
Cys
540
Glu
val
Asn
Lys

620
Phe

Lys
Leu
205
Glu
Glu
Lys
Trp
Tyr
285
Phe
Lys
Ile
Leu
Asp
365
Leu
Glu
Phe
Lys
Val
445
Asn
Ser
Met
Glu
Glu
525
Glu
Lys
Thr
Gln
Thr
605
Arg

Leu

Glu
150
Met
Glu
Val
Glu
Thr
270
Lys
Ser
Arg
Lys
Cys
350
Leu
Lys
Glu
Gly
Lys
430
Met
Ser
Pro
Thr
Asp
510
Ser
Lys
val
Ser
Ala
590
Met
Val

Leu

175
Leu

val
Ala
Thr
val
255
Arg
Ala

val

Leu
335
Pro

Pro
Val
Val
Lys
415

Leu

Thr

Ile

Phe
Glu
495
Lys
Glu
Leu
Thr
Glu
575
Leu
Glu
Glu

Phe

Ile
Glu
Lys
Glu
240
Thr
Asp
Ile
Glu
Pro
320
Tyr
Asp
Leu
Ile
Ala
400
Asn
Met
Thr
Tyr
Ile
480
Pro
Lys
Glu
Cys
val
560
Phe
Arg
Leu

Ala

Asp
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625
Thr

Glu

Glu

Glu

Ser
Arg
Glu

Val

Leu Leu

Ile Asn

660

675

690

<210> 17

<211> 704

<212> PRT
<213>T. Cruz

<400> 17

Met
1
Leu
Leu
Leu
Val

65

Ile
Arg
Met
Val
Tyx
145
Pro
Glu
Lys
Lys
Ala
225
Asp
Glu
Thx
Lys
Ser

305
Arg

Thr
Ile
Ile
Thr
S0

val
Gly
Ser
Ser
Ala
130
Thr
Asp
i\sp
Lys
Ala
210
Thr
Asp
val
Axg
Ala
280
Val

Ala

Glu
Ile
Ser
35

Asn
Pro
Met
Gly
Met
115
Asp
Trp
Cys
Gln
His
195
Thr
Lys
Ala
Thr
Asp
275
Ile
Glu

Pro

Thr
Asn
Asn
Gln
Asp

Thr

Thr’

100
Ile

Arg
Glu
Asp
Gln
180
Ser
Glu
Asn
Glu
Gln
260
Pro
Ser

Gly

Phe

Glu Glu

Thr Ala

Phe
Thr
Ala
Ala
Lys
Lys
85

Lys
Gly
Vval
Ser
Leu
165
Glu
Glu
Lys
Glu
Glu
245
Glu

Lys

Gln

Asp
325

Thr
645
Arg

Ala

Gly

Ala
Phe
Ser
val
Ala

70
Ala

Gln
Thr
Ser
150
Lys
Tyr
Phe
Glu
Glu
230
Gly
Phe
Asp
Asp
Leu

310
Met

630
Ser

Met

val

Thr

Phe
Tyr
Asp
Leu
55

Asn
Glu
Phe
Phe
Val
135
Ala
Arg
Leu
Ile
val
215
Gly
Glu
vVal
vVal

Trp

.295

Glu

Phe

ES 2391562 T3

Gly Phe

Ile Lys

Glu Ala
680
Ser Ser
695

Gln
Ser
Ala
40

Gly
Lys
Leu
Met
Gly
120
Val
Gly
Gly
Glu
Gly
200
Thr
Glu
Lys
Val
Thr
280
Glu
Phe

Glu

Ala
Asn
Cys
Asp
Thr
Vval
Glu
105
Val
Ser
Gly
Thr
Glu
185
Tyr
Asp
Glu
Lys
Gln
265
Lys
Glu
Arg

Pro

Glu
10

Lys
Asp
Glu
Leu
Asn
Ala
Gly
Lys
Thr
Arg
170
Arg
Asp
Glu
Pro
Lys
250
Asn
Glu
Pro

Ala

Ser
330

Gln

Leu
665
Ala

Met

Ile
Glu
Lys
Ser
Thr
Asn
Leu
Phe
Asn
Phe
155
Ile
Arg
Ile
Asp
Lys
235
Lys
Lys
Glu
Leu
Ile

315
Lys

50

Leu Glu

€50

Gly Leu
Val Ala

Glu Leu

Asn
Ile
Ile
His
60

val
Leu
Glu
Tyr
Asn
140
Thr
val
Leu
Glu
Glu
220
Val
Thr
His
Tyr
Ser
300

Leu

Lys

635

Gln
Phe
Arg
45

Leu
Glu
Gly
Ala
Ser
125
Asp
val
Leu
Lys
Leu
205
Asp
Glu
Lys
Lys
Ala
285
Thr
Phe

Arg

685

700

Leu
Leu
30

Tyr
Arg
Asp
Thr
Gly
110
Ala
Asp
Thr
His
Asp
190
Met
Glu
Glu
Lys
Pro
270
Ala
Lys
Vval

Asn

Met
15

Arg
Gln
Ile
Thr
Ile
Gly
Tyr
Glu
Pro
Leu
175
Leu
vVal
Ala
Val
Val
255
Leu
Phe
His

Pro

Asn
335

Val Asp

Ser
Glu
Ser
Arg
Gly
80

Ala
Asp
Leu
Ala
Thr
160
Lys
Ile
Glu
Ala
Lys
240
Lys
Trp
Tyr
Phe
Lys

320
Ile

670

€55

640

Asp Pro Thr Tyr Ala
Ser Leu Asp Glu Glu

Glu Thr Ala Pro Ala



Lys
Cys
Leu
Lys
385
Glu
Gly
Lys
Met
Cys
465
Pro
Thr
Asp
Thr
Arg
545
Val
Ser
Ala
Met
val
625
Leu
Thr

Leu

val

Leu
Pro
Pro
370
Val
Ile
Lys
Leu
Thr
450
Ile
Phe
Glu
Lys
Glu
530
Leu
Val
Glu
Leu
Glu
610
Glu
Phe
Ser

Asp

Pro
690

<210> 18
<211> 732
<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 18

Tyr
Glu
355
Leu
Ile
Ala
Asn
Met
435
Thr
Tyr
Ile
Pro
Lys
515
Glu
Cys
Val
Phe
Arg
595
Ile
ala
Asp
Tyr
Asp

675
Ala

Val
340
Trp

Asn

Glu
val
420
Glu
Leu
Tyr
Glu
Ile
500
Phe
Glu
Lys

Ser

Gly’

580
Asp

Asn
Asp
Thr
Ala
660
Glu

Glu

Arg
Leu
Ile
Lys
Asn
405
Lys
Leu
Lys
val
Gln
485
Asp
Ala
Lys

Ala

"Glu

565
Trp

Ser
Pro
Glu
Ala
645
Glu
Asp

Pro

Arg
Ala
Ser
Asn
390
Lys
Leu
Leu
Asp
Thr
470
Ala
Glu
Cys
Lys
Met
550
Arg
Ser
Ser
Ala
Asn
630
Leu
Arg

Asn

val

ES 2391562 T3

vVal
Phe
Arg
375
Ile
Glu

Gly

Tyr
455
Gly
Arg
Tyr
Leu
Gln
535
Lys

Leu

Met
His
615
Asp

Leu

Ile

Ala
695

Phe
val
360
Glu
Val
Asp
Ile
Phe
440
Val
Asp
Arg
Val
Thr
520
Arg
Asp
Ala
His
Ser
600
Pro
Lys
Thr
His
Asn

680
Gly

Ile
345
Arg
Asn
Lys
Tyr
His
425
His
Thr
Ser
Arg
Met
505
Lys
Glu
vVal
Thr
Met
585
Ala

Ile

Ser
Arg
665
Glu

Thr

51

Met
Gly
Leu
Lys
Lys
410
Glu
Ser
Arg
Lys
Gly
490
Gln
Glu
Glu
Leu
Ser
570
Glu
Tyr
val
val
Gly
650
Met
Glu

Ser

Asp
val
Gln
Ala
395
Lys
Asp
Ser
Met
Lys
475
Phe
Gln
Gly
Glu
Gly
555
Pro
Gln
Met
Lys
Lys
635
Phe
Ile
Ala

Ser

Asn
Val
Gln
380
Leu
Phe
Ser
Glu
Lys
460
Lys

Glu

Val

Val
Lys
540
Asp
Cys
Ile
Met
Glu
620
Asp
Thr
Lys
Glu

Met
700

Cys
Asp
365
Asn
Glu
Tyr
Ala
Ser
445
Glu
Leu
val
Lys
Eis
525
Thr
Lys
Ile
Met
Ser
605
Leu
Leu
Leu
Leu
Pro

685
Glu

Glu
350
Ser
Lys
Leu
Glu
Asn
430
Gly
Gly
Glu
Len
Asp
510
Phe
Ala
val
Leu
Arg
590
Lys
Lys
val
Asp
Gly
670
Ala

Gln

Asp
Glu
Ile
Phe
Gln
415
Arg
Glu
Gln
Thr
Phe
495
Phe
Glu
Tyr
Glu
Val
575
Asn
Lys
Arg
Tyr
Asp
655
Leu

Ala

val

Leu
Asp
Leu
Glu
400
Phe
Lys
Asp
Lys
Ser
480
Met
Glu
Glu
Glu
Lys
560
Thr
Gln
Thr
Arg
Leu
640
Pro
Ser

Ala

Asp



Met
Val

1le

Ile
Thr
65

Ile
Gly
Ser
Ser
Ala
145
Ala
Gly
Asp
Lys
Glu
225
Lys
Glu
Asp
Glu
Thr
305
Glu
Phe
Glu
Phe
Ile
385
Glu
Val
Asn
Ile
Tyr
465
Cys

Glu

Pro
Glu

Ile

Ser
50

Asp
Pro
Met
Gly
Met
130
Glu
Trp
Glu
Gln
His
210
Arg
Glu
Ile
Lys
Leu
290
Asn
Asp
Arg
Asn
Ile
370
Arg
Met
Lys
Tyr
His
450
Tyr
Thr

Thr

Glu
Thr

Asn

35
Asn

Pro
Asn
Thr
Thr
115
Ile
Lys
Glu
Pro
Thr
195
Ser
Asp
Glu
Glu
Lys
275
Asn
Glu
His
Ala
Arg
355
Met
Gly
Leu
Lys
Lys
435
Glu
Thr
Arg

Lys

Glu
Phe
20

Thr

Ser
Ser
Lys
Lys
100
Lys
Gly
val
Ser
Met
180
Glu
Gln
Lys
Glu
Asp
260
Lys
Lys
Glu
Leu
Leu
340
Lys
Asp
val
Gln
Cys
420
Lys
Asp
Sex

Met

Asp

Thr
Ala

Phe

Ser
Lys
Gln
85

Ala
Ala
Gln
Thr
Ser
165
Gly
Tyr
Phe
Glu
Lys
245
val
Lys
Thr
Tyr
Ala
325
Leu
Lys
Asn
Val
Gln
405
Leu
Phe
Ser
Ala
Lys

485
Gln

Gln
Phe

Tyr

Asp
Leu
70

Asp
Asp
Phe
Phe
val
150
Ala
Axg
Leu
Ile
Val
230
Glu
Gly
Lys
Lys
Gly
310
Val
Phe
Lys
Cys
Asp
390
Ser
Glu
Tyr
Gln
Ser
470
Glu

Val

Thr
Gln

Ser

Ala
Asp
Arg
Leu
Met
Gly
135
Ile
Gly
Gly
Glu
Gly
215
Ser
Lys
Ser
Lys
Pro
295
Glu
Lys
val
Asn
Glu
375
Ser
Lys
Leu
Glu
Asn
455
Gly

Asn

Ala

Gln
Ala

Asn
40
Leu
Ser
Ala
Ile
Glu
120
Val
Thr
Gly
Thr
Glu
200
Tyr
Asp
Glu
Asp
Ile
280
Ile
Phe
His
Pro
Asn
360
Glu
Glu
Ile
Phe
Gln
440
Arg
Asp

Gln

Asn

ES 2391562 T3

Asp
Glu

25
Lys

Asp
Gly
Leu

Asn

105

Ala
Gly
Lys
Ser
Lys
185
Arg
Pro
Asp
Glu
Glu
265
Lys
Trp
Tyr
Phe
Arg
345
Ile
Leu
Asp
Leu
Thr
425
Phe
Lys
Glu
Lys

Ser

Gln
10
Ile

Glu

Lys
Lys
Thr
%0

Asn
Leun
Phe
His
Phe
170
Val
Arg
Ile
Glu
Lys
250
Glu
Glu
Thr
Lys
Ser
330
Arg
Lys
Ile
Leu
Lys
410
Glu
Ser
Lys
Met
His

490
Ala

Pro
Ala

Ile

Ile
Glu
75

Ile
Leu
Gln
Tyr
Asn
155
Thr
Ile
Ile
Thr
Ala
235
Glu
Asp
Lys
Arg
Ser
315
val
Ala
Leu
Pro
Pro
395
Val
Leu
Lys
Leu
val
475
Ile

Phe

52

Met
Gln

Phe

Arg
60

Leu
val
Gly
Ala
Ser
140
Asp
val
Leu
Lys
Leu
220
Glu
Ser
Glu
Tyr
Asn
300
Leu
Glu
Pro
Tyr
Glu
380
Leu
Ile
Ala
Asn
Ser
460
Ser

Tyzr

Val

Glu
Leu

Leu
45

Tyr
His
Asp
Thr
Gly
125
Ala
Asp
Arg
His
Glu
205
Phe
Glu
Glu
Lys
Ile
285
Pro
Thx
Gly
Phe
val
365
Tyr
Asn
Arg
Glu
Ile
445
Glu
Leu
Tyr

Glu

Glu

Met
30
Arg

Glu
Ile
Thr
Ile
110
Ala
Tyr
Glu
Thr
Leu
190
Ile
val
Lys
Asp
Lys
270
Asp
Asp
Asn
Gln
Asp
350
Arg
Leu
Ile
Lys
Asp
430
Lys
Leu
Lys
Ile

Arg

Glu Glu
15
Ser Leu

Glu Leu

Ser Leu

Asn Leu
80

Gly Ile

95

Ala Lys

Asp Ile
Leu vVal

Gln Tyr
160

Asp Thr

175

Lys Glu

Val Lys
Glu Lys

Glu Asp
240

Lys Pro

255

Asp Gly

Lys Glu
Asp Ile

Asp Trp
320

Leu Glu

335

Leu Phe

Arg Val
Asn Phe

Ser Arg
400

Asn Leu

415

Lys Glu

Leu Gly
Leu Arg

Asp Tyr
480

Thr Gly

495

Leu Arg
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15

Lys His

Gly

500

Leu Glu

515

vVal
530
Lys

Cys

Thr
545
Gln Glu

Asp Ile

Val Thr

Gln

Glu

Glu

Leu

Ser

Gln Leu

Gly Leu

Lys
565
Lys

Lys

Glu
580

Pro Cys

595

Met
610
Gly

Asn

Met
625
Ser Ile

Lys Ser

Ser Ser

Glu
Tyr
Ile
Val

Gly

Arg Ile

Met Ala

Glu Thr
645
Lys Asp
660

Phe Ser

675

Tyr Arg
650
Ala Asp
705

Gly Asp

<210> 19
<211> 1019
<212> ADN

Met
Asp

Asp

Ile Lys

Thr Ser

Thr
725

Asp

<213> Leishmania major

<400> 19

gaattcggca
ctctaacacc
cggecctegtt
gaagatactg
gecegttttte
ggagggtaag
ctcacagcec
cgggtcegac
gatcgcgage
acgctttgag
ctcttaagag
ggattcactc
tgttgtgtag
atggggttce
caaccgccat
atgaaggagt
ttcatagtgg

<210> 20
<211> 151
<212> PRT

cgaggtttet
atgtcctecg
ggcgagatca
cagccgacga
ccggcececttg
aacgtggtga
ggcacgatcc
tctgtggaga
tggacgtecgce
gacgtagctg
gttattttte
acactcctag
ccatggcttc
cttttttact
acaccaagag
gactcgcgcg
cgacagctca

<213> Leishmania major

<400> 20

ES 2391562 T3

Val Ile

Glu
535
Leu

Lys

Glu
550
Thr Lys

Lys Val

Cys Leu

Met Lys
615
Ala Lys
€30

Leu

Leu Val

Leu Glu

Leu Gly
695
Ala Ala
710

Ser Arg

gtactttatt
agegcaccett
tcgececgett
cggagcaggc
tgaagtactt
agagcggcecyg
gtggcgactt
gcgcggageg
actccgtgtc
tacccccaat
ttgatcgatg
cgaatcatgt
aggagagaaa
atgcaaagtt
caaatgcttt
atgaaaagtg
ctgttgacga

505
Tyr Met
520
Phe Glu

Pro Glu

Phe Glu

Ile
Gly
Asp

Asn

Glu Pro
Thr
540
Glu

Lys

Glu
555

Leu Cys

570

Glu Lys
585
Val Thr
600
Ala Gln

Lys His

Gln Lys

Val

Ser

Ala

Leu

Ala

val val

Thr Tyr

Leu Arg
620
Glu Ile
635

Glu Ala

650

Ile Leu
665
Asp Pro
680

Leu Gly

val Thr

Met Glu

Leu

Gln

Ile

Glu

Glu

Tyr Glu

Thr His
Glu
700
Met

Asp

Glu
715

Val Asp

730

gcttccagcc
tattgcegte
cgagecgcaag
ccagggtecac
ctcctctgge
cgtgctgete
tgccgtggat
cgagatcgcce
ccagatctat
gaattcttct
cccggtggtyg
agtgcggtga
acaaaataca
tttataactc
cttctgcgga
tgtgegtggg
tgacaaaaaa

53

tttattcact
aagccggacg
ggctacaage
tataaggacc
ccgatcgtgt
ggecgcgacga
gtgggccgea
ttttagttca
gagtaacggt
ctgaaaacca
accagcacca
gagtgggcte
aggaaaggca
ctgatcggea
ctgtgcttct
agatgtattt
aaaaaaaaaa

510

Ile Asp Glu
525
Leu

Vval Ser

Glu Lys Lys
Met
575

Arg

Lys Tle

Ser Asn
590
Gly Trp Thr
605
Asp

Asn Ser

Asn Pro Asp
Asn
655

Leu

Asp Lys

Thr Ala
670
Ala Asn
€85

Asp

Arg

Asp Pro

Pro Pro Leu

cttcgattte
gcgtgeageg
tcgtegeett
tttgctccaa
gtatggtgtg
acccggecga
acgtgtgcea
aggcggatga
gattgcggac
catcataage
ttcctttate
tggaggagac
atatgtaact
aaaacaacaa
gttttteeet
cctttttttg
aaactcgag

Tyr
val

Lys
560
Lys

Leu
Ala
Thr

His
640
Asp

Leu
Ile
Thr

Glu
720

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1019



10

15

Met
Arg Gly

Lys Leu

Ser Ser

Leu

val

Glu Arg
Val
20

Ala

Gly

Leu

35

His
50
Tyr

Gly

Lys
65
Asn Val

Asp Ser

Arg Asn

Phe

val

Gln

val

Lys Asp

Ser Ser

Ser
85
Gly

Lys

Pro
100

Cys His

115

Ile Ala
130
Ser Val

145

<210> 21
<211> 1523
<212> ADN

Phe

Ser

Trp Phe

Gln Ile

<213> Leishmania major

<400> 21

gaattcggea
cccgaactge
tctcacctee
cgacgctaac
ctgcaccgac
gaacggctac
ctgcgacage
cttgacctge
gccgtcgege
caggctctce
gctetgegee
tccaaccacg
ccgetgtgee
gggctgctac
gtgcgtgaaa
cagtgcggcc
catgcaccta
tgcatacaca
tcccecettgt
gcctectgea
ggcatcattg
cccacagcge
tcctaaagec
agctgtgcegg
gccactccaa

€gagggggygg

<210> 22
<211> 320
<212> PRT

cgagtgctgce
aagacctgca
tccagegttt
gtctgcaaaqg
cccaactgcg
ggtctcgtgg
gacgcgaata
tcceeggtgg
tgccaggagt
gatgcctgcet

.gagtgcgaca

cagccgtgeg
tactgcaaca
gtgtcgaact
gggtacctgc
gcgccctact
gcatagtgcg
cacacacaga
cttgttctte
cgtcgcetecee
cttcttacece
agacacacgt
actcaccaag
aatgggtgtg
ccacgaaagc
cccggtacee

<213> Leishmania major

<400> 22

ES 2391562 T3

Thxr Phe

Glu Ile

Lys Ile

Leu Cys
55
Gly Pro
70
Gly Arg

Thr Ile

Gly Ser
Ala
135
Glu

Lys

Tyr
150

ccgacatgac
caacttacgg
gcgtgegetyg
tgtgtctcgg
ccagctgcecc
acggcgectyg
agtgcacaca
cctgcaacat
gcgtgtcccce
ccgtgccoaa
ccggctacag
aggtggagea
ccggctacta
gecgcgceagtg
tcacgtcgtce
ctctgtgggt
cagcggcatg
cagcggggca
tttcctegtt
ctcccectaa
ttttetgate
gtttaaacgg
tcgcacaccg
tgctegacet
tctecttetge
aaa

Ile
19
Ala
25
Gln

Ile

Leu
40
Ser Lys

Ile Val

Val Leu

o0
Gly
105
Sex

Arg

asp
120

Asp Glu

atgctcgetg
tcagtgcaca
cagtgtagcg
cggcagcgag
cagcgacgcet
tgtgagatgc
atgtgcaccg
cgagcactge
ctacgtaggtt
ctgcaagaag
tctctceegee
ctgcaacaca
cgtcteccgat
catgctgctt
ctacagttgce
ggccgccgec
cgaacaacece
gcacccecte
cgcatttett
cctctattet
cttgctegeg
cgcaggcate
cccteececa
cgttcctgge
gcacataaaa

54

vVal
Arg
Pro
Pro
Cys
Leu
Asp
Val

Ile

Lys Pro

Phe Glu

Thr Thr

Phe Phe

60

Met Val

75

Gly Ala

Phe

Glu Ser

Ala Ser

140

accggacttc
gactgcaacg
ggctgcaaga
ccgatcaaca
ggcacgtgca
caggagccca
aactactacc
atgcagtgeg
gacagctacg
tgcgagaccg
gacgcgacga
tgtgtgaacg
ggcaagtgca
gacagcacca
gtctcgcaga
gtgctectca
cactctcecatt
cccacacaca
tctetegtge
ctctctetet
tgggcggaca
ccteectate
tcggeecgece
agcteactcg
aaaaa’aaaaa

Agp Gly Val Gln
15
Arg Lys Gly Tyr
30
Glu Gln 2la Gln
45
Pro Ala Leu Val
Trp Glu Gly Lys
80
Thx Asn Pro Ala
85
Val Asp Val Gly
110
Ala Glu Arg Glu
125
Trp Thr Ser His
agtgcacaga 60
acggctacgg 120
gctgcecegt 180
atatgtgcce 240
ctcagtgege 300
actgcttcag 360
tcacceceget 420
acccacagac 480
acggcctctg 540
gtacctccag 600
gctgcagcag 660
gcgatagcac 720
aggccatgca 780
agtgctccac 840
aagtcatcaa 900
cctettttge 960
ctccaacatg 1020
cacacgcact 1080
gctggcgeeg 1140
ctctctegee 1200
ctgccacagt 1260
acttcatttc 1320
ttccgggcege 1380
catgtgtaca 1440
aaaaaaaact 1500
1523



10

Val Leu

Pro Asn

Asp Gly

Ala Gly
50
Leu Gly
65
Asn Cys

Asn Gly

Asn Cys
Asn
130
Ile

Pro

Asn
145
Gln Glu

Arg Leu

Gly Thr

Ala Asp
210
Glu His
225
Cys Asn

Gly Cys

Lys Cys
val
290
val

Cys

Trp
305

<210> 23
<211> 797
<212> ADN

Pro
Cys
Tyr
35

Cys
Gly
Ala
Tyr
Fhe
115
Tyr
Glu
Cys
Ser
Serx
195
Ala
Cys
Thr
Tyr
Ser
275

Ser

Ala

Asp
Lys
20

Gly
Lys
Ser
Ser
Gly
100
Ser
Tyr
His
Val
Asp
180
Thr
Asn
Gly
Val
260
Thr
Gln

Ala

<213> Leishmania major

<400> 23

Met
Thr
Leu
Ser
Glu
Cys
85

Leu
Cys
Leu
Cys
Ser
165
Ala
Leu
Ser
Thr
Tyr
245
Ser
Cys
Lys

Ala

Thr
Cys
Thr
Cys
Pro
70

Pro
Val
Asp
Thr
Met
150
Pro
Cys
Cys
Cys
Cys
230
Tyr
Asn
val
val

Val
310

ES 2391562 T3

Cys
Thr
Ser
Pro
55

Ile
Ser
Asp
Ser
Pro

135
Gln

Tyr
Ser
Ala
Ser
215
val
vVal
Cys
Lys
Ile

295
Leu

Ser Leu

Thr Tyr
25
Ser Ser
40
Val Asp

Asn Asn

Asp Ala
Ala
105
Ala

Gly

Asp
120
Leu Leu

Cys Asp

Val val

Val Pro
185
Glu
200
Ser Pro

Agn Gly

Ser Asp

Ala Gln
265
Gly Tyr
280
Asn Ser

Leu Thr

Thr
10

Gly
Val
Ala
Met
Gly
Cys
Asn
Thr
Pro
Asp
170
Asn
Asp
Thr
Asp
Gly
250
Cys
Leu

Ala

Ser

Gly
Gln
Cys
Asn
Cys
75

Thx
Val
Lys
Cys
Gln
155
Serx
Cys
Thr
Thr
Ser
235
Lys
Met
Leu

Ala

Phe
315%

Leu
Cys
Val
val
60

Pro
Cys
Arg
Cys
Ser
140
Thr
Tyr
Lys
Gly
Gln
220
Thr
Cys
Leu
Thr
Ala

300
Ala

Gln
fhr
Arg
45

Cys
Cys
Thr
Cyg
Thr
125
Pro
Pro
Asp
Lys
Tyr
205
Pro
Arg
Lys
Leu
Ser
285

Pro

Met

Cys
Asp
30

Cys
Lys
Thr
Gln
Gln
110
Gln
Val
Ser
Gly
Cys
190
Ser
Cys
Cys
Ala
Asp
270
Ser

Tyr

His

Thr
15

Cys
Ser
Val
AsSp
Cys
95

Glu
Cys
Ala
Arg
Leu
175
Glu
Leu
Glu
Ala
Met
255
Ser
Tyr

Ser

Leu

ctgtacttta
cgcegtectt
cctectacaa
gccegacaga
aggtcctege

gcaagaaggqg
tegetegtte

ttgccaccag
cgaggaggtg
gggcaagtgg
ggtcatcgcg
gtgctcgata
cggectcggg
ctacggcegtg

ccagccatgt
gecgcteatge
gtcgtgcectcet
ttctecgaca
gacagcgagt
accatggcga
ctggaggaga

cctgcggtaa
ccaacggcag
tcttctacce
gcgtgagteg
acgcgcacct
tcceaatget
gccagggegt

55

cgccaagatc
cttcaagaag
gctcgacttt
cttcaacgag
gcagtggacg
agccgacaag
ggcctacecge

aactctceeg
atcagcectcet
agcttcgtgt
ctcaactgcg
ctgcaggace
accaagagca
ggtctcttca

Asp
Asn
Val
Cys
Pro

80
Ala

Pro
Ala
Cys
Cys
160
Cys
Thr
Ser

val

Tyr
240
Gln

Thr
Ser
Leu

Ala
320

60
120
180
240
300
360
420



tcatcgaccc
gcgtggagga
tgtgccecege
tcgagggata
ccecgectcetg
atgcagacag
acacacgcac

ccatggcatg
ggttctacge
gaactggaag
cttcagcaag
ccagtgggtg
cgatgaatgc
gcatgtg

<210> 24

<211>199
5 <212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 24

ES 2391562 T3

ctgcegtcaga
ctgetggagg
aagggcgcce
cagtaaacct
cgagagggcya
aactcccaca

tcaccgtcaa
cttttcagtt
ccacgatgaa
gtgagcgtcg
tgagggattg
cactggccct

10

Met
1
Glu Val

Ser Tyr

Ser Cys Gly
Ala

Lys

Asn
Leu Met
20

Gly Lys

35

Phe
50
Phe

Ser

Arg
65
Glu Tyr

Leu Gly

Ala Arg

vVal

Asn

Ala

Thr

Ser

Cys Pro

Glu Leu
Leu
85

Ala

His

Met
100
Tyr

115

Leu
130
Asp

Gly

Asn
145
Glu Ala

Trp Lys

Glu- Gly

Phe
Met
Phe
Lys

Tyxr

Ile Ile

Pro Val

Gln Phe
165
Gly Ala
180

Phe Ser

195

Gly

Ala
Pro
Trp
Thr
Asn
70

Gln
Ile
vVal
Asp
Gly
150
vVal

Pro

Lys

Lys
Asn
val
Glu
85

Cys
Trp
Pro
Leu
Pro
135
Glu

Thr

Gln

Ile Asn

Ser

tgacatgccg
cgtggagaag
gccggaaceq
caggagtcag
tgggaaggcet
cctcagecct

Pro Ala

10

Ser
25
Leu

Gly

Val
40
Val Ile

Glu Val

Thr Leu

Phe

Phe

Ala

Leu

Gln

Lys Lys

Phe Tyr

Phe Ser
60
Ala Cys
75

Asp

90

Met Leu
105
Glu Glu
120
His Gly

Ser Val

Lys His

Ala
Ser
Met
Glu

Gly

Asp Lys

Gln Gly

Leu Arg
140
Glu Val
155

Glu Val

170

Met Lys

185

Pro

<210> 25
<211> 637
<212> ADN

15

<400> 25

<213> Leishmania tropica

20

ttacatatgce
gcgccgecct
tccgectaca
tgcccgacag
gaggtecteg
cgcaagaagqg
atcgctcegtt
atcatcgace
aacgtggagg
gtgtgceccg
.gtcgagggat

atcaccacca
tcgaggagat
agggcaagtyg
agatcatcgce
cgtgctegat
gcggectegyg
cctacggegt
cccgtggeat
aggctctgceg
cgaactggaa
acttcagcaa

ccaccacatg
ggcgctcatg
ggtcgtgcete
gttctcecgac
ggacagcgag
ggccatggeg
gctggaggag
ggtgcgtcag
cctgctggag
gaagggcgcece
gcagtaagaa

tcectgeggta
cccaacggca
ttcttctacc
aacgtgagtc
tacgegeace
atcccaatge
agccagggcyg
atcaccgtca
gctttgeagt
cccacgatga
ttccatg

56

Glu Pro

acgccaagat
gcttcaagaa
cgctecgactt
gcttcaacga
tgcagtggac
tggccgacaa
tggcctaccg
acgacatgcce
tcgtggagaa
agccggaace

gtgggccgcea
cacggcgagg
aatgcgtctg
tgtgacctca
gttggatatg
ctccacacaqg

Pro
Ile
Pro
45

Asp
Ser
Lys
Thr
val
125
Gln
Leu

Cys

Asn

Ser
Ser
30

Leu
Ser
Ile
Lys
Lys
110
Ala
Ile
Arg

Pro

Ala
190

Phe
15

Leu
Asp
Val
Asp
Gly
a5

Ser
Tyr
Thr
Leu
Ala

175
Ser

caactctccec
gatcagcctce
caccttegtg
gctcaactgc
getgcaggac
gactaagagc
cggtctcttce
ggtgggcecege
gcacggcgag
gaaggcgtct

480
540
600
660
720
780
797

Glu
Ser
Phe
Ser

Ser
80
Gly

Ile
Arg
Val

Leu
160
Asn

Val

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
637
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ES 2391562 T3

<210> 26

<211> 206

<212> PRT

<213> Leishmania tropica

<400> 26

Met His His His His Higs His Met Ser
1 5
Ser Pro Ala Pro Pro Phe Glu Glu Met
20 25
Phe Lys Lys Ile Ser Leu Ser Ala Tyr
35 490
Phe Phe Tyr Pro Leu Asp Phe Thr Phe
50 55
Ala Phe Ser Asp Asn Val Ser Arg Phe
65 70
Leu Ala Cys Ser Met Asp Ser Glu Tyr
85
Gln Asp Arg Lys Lys Gly Gly Leu Gly
100 105
Ala Asp Lys Thr Lys Ser Ile Ala Arg
115 120
Ser Gln Gly Val Ala Tyr Arg Gly Leu
130 135
Met Val Arg Gln Ile Thr Val Asn Asp
145 150
Glu Glu Ala Leu Arg Leu Leu Glu Ala
165
Gly Glu Val Cys Pro Ala Asn Trp Lys
180 - 185
Pro Glu Pro Lys Ala Ser Val Glu Gly
195 200

<210> 27

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 27

Cys
10

Ala
Lys
Val
aAsn
Ala
9¢

Ala
Ser
Phe
Met
Leu
170
Lys

Tyr

caattacata tgcatcacca tcaccatcac atgtcctgeg gtaacgccaa g 51

<210> 28

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 28

catggaattc ttactgcttg ctgaagtatc ¢ 31
<210> 29

<211> 520

<212> ADN
<213> Leishmania major

57

Gly
Leu
Gly
Cys
Glu
15

His
Met
Tyx
Ile
Pro
155
Gln
Gly

Phe

Asn
Met
Lys
Pro
60

Leu
Leu
Ala
Gly
Ile
140
val

Phe

Ser

Ala
Pro

Trp
45

Thr
Asn
Gln
Ile
vVal
125
Asp
Gly
val

Pro

Lys
205

Lys
Asn
30

Val
Glu
Cys
Trp
Pro
110
Leu
Pro
Arg
Glu
Thr

190
Gln

Ile
15

Gly
val
Ile
Glu
Thr
95

Met
Glu
Arg
Asn
Lys

175
Met

Asn
Ser
Leu
Ile
val
80

Leu
Leu
Glu
Gly
Vval
160
His

Lys
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<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(520)
<223>n=A,T,CoG

<400> 29

ggcacgagcc
cgcgtagaac
ggccagtcca
cgcgagcegge
ccacaggtcce
tegegetceeg
atcttcttag
atcgttaagc
nganacaaan

<210> 30
<211> 600
<212> ADN

cttgcctaca
tgctcaatgt
gtgcggececa
aaatcgtagce
gttgtaatga
cctggggcat
caagctgcte
tgtcgtacaa
tactgtttaa

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(600)
<223>A, T,CoG

<400> 30

ggcacaaggt
gcggaccgaa
cggtgcacat
cttcaatggt
natnaaccan
ggccnatttt
tctcangngn
tcaananctc
ttcaaattna
anntcccanc

<210> 31
<211> 600
<212> ADN

tttegggtta
ctgcttgatce
ggtaaaaccg
ggaaacaatg
tcgcacgtct
cggtccagga
aaantngttc
ctcnaattcce
ttececcnacet
ttacccteen

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(600)
<223>n=A,T,CoG

<400> 31

ggcacgagcce
aggtctccgg
tgnagggtac
aaactctgaa
tgaacagcct

agtggagtgg

ntctgeegee
aattcttgceg
atcnaaggan
naaccaacnc

tcagtggage
cacgctgceg
tgaggtctet
tctgcggege
ggagtacttt
gatgtcnaag

cnagtggtcg
ngtgtntnce
caaaccccaa
cnccaaaaac

ES 2391562 T3

tttgctegee
cgcgcaacaa
tgcggccagt
tgaggacgag
ncacgcgget
gtecgeegtge
cacctttttg
actccatcaa
cgctntccac

tcttecacgea
atatcaacca
tntgccatge
cgcggcaggce
anttctgcac
ntatgtnctn
taaagggtgt
cnggececttn
ncentnnceca

ntngnngggn

tcaatgaaga
ccccagtgga
ggtacgcectge
acgaaantat
cacctttatc
gccgecatact

tcnatgccaa
ngactcntgg
ngggccecncn

‘ecceccecace

gatattcgceg
gcgecagetecg
gcggccgatg
cgagacgecge
gtgtccatta
atggcggaca
cgggtgttge
gaaatcgaat
ggtgatctca

tggtggagcg
gatcgttgtc
tgtttacggt
cgaggatccg
taaactacaa
tcaaaatgcee
ccaaaanntn
gacnannatt
aanntancna
nnnccnattn

tattgcagta
gcgecgatgge
cgectgagtg
ccggecactcet
ttactcaggt
tctggetgga

agctgegegg
gattcagaaa
aattgcttgg
ncnaaannac

58

gggagttett
tcgtggcgcea
cggtgaatgt
tccacatcaa
cggaatgceg
cagcgaaatt
anaaaaccac
ttgtttttct

cagatgggtg
agcacgcacg
atcaaccate
gcgecggctca
ntatcggtna
ncgttannca
nttacentte
tnctattaaa
ataatcannc
cccecaancec

tcttactctg
atcggtgcga
gatatcnatg
gccgeccgaa
ctcecggecacyg
atactgcgac

tatctcactg
ggtggtcett
gentgettaa
nancccccac

caatttgegt
cgaaggtgat
actgctcacg
tgccacgege
cataatcteqg
ctegegegte
ngcgtgggeg
cttcgtenac

aagtaaatac
ccgtangaac
cactgcatat
tcatnnagnt
catatnataa
ctcttaaatg
ccencttact
anatanaann
ccetntcann
ncnctaaata

gatggcactc
attcttaace
ancaggctge
tgganttcta
ctgccgeceg
ctgtcecggea

ancggcaaca
gttgttggge
gganttgcac
ttaannccen

60
120
180
240
300
360
420
480
520

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
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<210> 32
<211> 600
<212> ADN

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(600)
<223>n=AT,Co0G

<400> 32

ngcacgagaa
gtttgttggt
ttaccceggtg
cggngttcan
ttacgatctc
ggtgaacaac
tgaagcgttt
tcganctgaa
cgacncectg
nccnnatggg

<210> 33
<211> 600
<212> ADN

gcgcaactgg
aacagcectgg
tacancaacc
cgggcaancg
aacgcnctgg
aacggcnggg
ctatctgatg
aatatcatcg
gencacgecce
tgcecccaaan

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(600)
<223>n=AT,Co0G

<400> 33

acgatgacca
aggaggatgg
cgaagaacga
gcaagggcaa
gggctgcgte
catgtggact
tgcacggggt
ctctgegecet
nacctcgaag
gcgtegtttt

<210> 34
<211>516
<212> ADN

tgcccecgaag
ccatgcgecg
cggggatgtg
tgaggatggt
cgggcttgtg
gcgtgtgtct
tgctgtgget
ccgcectegtge
gggggcccgg
acacgtcgtg

<213> Leishmania major

<400> 34

agctgcagca
cacggcetgge
tgcagcagcg

ggctggecge
agcagcgect
tggccgegaa
agctggagge
ccgcgaacgce
tggargcaca

gcgectagac

cgcggaccge
cctagacacc

ggacggcgac
agacaccgcc
cgccgaggag
acgggtggca
cgaggagctg
ggtggcacgg

ES 2391562 T3

cgcatcgecat
tggtacgtet
gtggggccan
gcaaaccgac
cgttattgcg
caaaattttc
ccgcaaaacg
tccgcaaaac
aacccaccca
cncnnccanc

gaggatggcc
aagaacgatg
cagaanaaga
aacgatgatc
tgcganccgt
ctcecegettt
gcacctectg
cgctegtgee
ttacccattc
actgggaaaa

accgccacgce
gacgaggcgc
gccacgeage

gaggcccgcec
acgcagcage
ctgcagcagc
cggctggecg
cagcagcgcc
ctggccgega

ctgtgactat
gattgatncg
cggtatcnac
gctggcgatt
tcaggtttct
tecgetgttge
tccattttga
tggcangaaa
ccggttgatt
caaatttctg

atgcgccgaa
accatgeccce
gcgaagatgg
agccgaagga
gctctgcacc
gtctctetec
accactgeeca
gaattcgata
gccctatant
accectggegt

agcagcgcgce
gccagcaget
agcgcgcega

agcagctgge
gcgecegaget
gcctagacac
cggaccgcga
tagacaccgc
amgccg

59

ctgcctgaac
cttncgcaan
nggctgettt
gtgggcgatc
gcgeccgetgg
caacgccceec
aacacgeccge
cttngaaaac
gaaaatggtg
ggcccaggtt

gaacgatgac
gaaggaggat
agacaacgtg
gcacgctgcc
ccgeegeteg
cccacacagt
getttecttag
tcaagcttat
gagtcntatt
tccccactta

cgagctggag
ggccgcgaac
gctggaggca

cgcgaacgece
ggaggcacag
cgccacgcag
cgaggcgege
cacgcagcag

aggggcaatn
ttceggeagg
cgacegecge
tctecgeact
tattaattgt
aaagcnagcg
cncccatgtt
cgcattttge
ggttaacgaa
aaancccttt

catgccccga
ggccatgcge
ggagagggag
ggcaactagt
tgcatcctcg
ggctgatgcc
cttgcetece
cgataccgte
acaattcctg
tecgecttgea

gcacgggtgg
gccgaggage
cgggtggeac

gaggagctge
gtggcacgge
cagcgcgecyg
cagcagctgg
cgegecgagce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

60
120
180

240
300
360
420
480
516
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<210> 35
<211> 822
<212> ADN

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(822)
<223>n=AT,Co0G

<400> 35

ggcacganag
gagcgacacg
ccagcagcgc
caacateccag
cttcgtgaaa
gaaaacgtga
tettecnceg
gattccncce
aaaacctcaa
aaactttaaa
cctgattntt
acntcccnaa
cnaaattccg
ntaaantttt

<210> 36
<211> 146
<212> PRT

atcttcgtga
atcgagaacg
ctgatcttcg
aaggagtcca
acgctnaccg
aggccnanat
gcaaccactt
tgcaccttgt
ccggcaanaa
ggcecnnnatt
cccccgannn
anggattcce
nccnaaggne
tnccccenna

<213> Leishmania major

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)...(146)
<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 36

Gly Thr
1
Phe Asn

Leu Val

Val

Ser Pro Cys Leu

5

Leu Arg Arg Val

20

35

Ala Ser
50
Ile Val
65
Pro Gln

Arg Ile

Asp Thr

Ala

Ala

val

Ile

Ala

85

100

115

Phe Leu
130
Ser Tyr

145

<210> 37

Arg

Ala His
Ala Asp
Glu Asp Glu
Axrg Cys

Ser Ser

Lys Phe Ser

Vval Leu Xaa

ES 2391562 T3

agacgctgac
tgaaggccaa
ccggcaagcea
cgetgeacct
gcaanacaat
ccangacaag
gangaagggc
tgcttgcnce
caatccececen
ccngaacaan
ncantttgga
ccectneect
cccantanan
aanntcecnt

His
Glu
Glu Gly
val

55
Arg

Ala
70
Asn Xaa

Arqg Ser

Arg

Lys
135

cggcaanacg
gatccaggac
gctggaggan
ggtgctgege
cgcgctggaa
gaaggentcc
ncacgctete
ttgctcgggg
cngaagttgg
gaagggcttc
angaagggcc
tgntttttge
cnactttcce
ttncnanttn

Leu Leu
Leu
25

Gly

Leu

Asp
40
Asn Val

Asp Ala

His

Ala
i0

Asn
Gln
Leu

Leu

Ala

atcgegetgg
aaggagggcea
ggccgecacgc
ctgegeggeg
gtggagccga
cgccgganca
ngactacnac
ggcatgccna
aacccaacca
cceccecggac
ccnccectecen
gccnnnnnne
nttccceccece
an

Asp Ile

Val Ala

Ser Ser
Thr
60
Ile

Leu

His
75

Val Ser

90

Ala Trp

105

Val
120
Thr

Ile

Thr

60

Gly Met Ser

Phe Leu Ala Ser

Ala Trp Ala Ile

140

aggtggagce
tcecegecgga
tctcggacta
gcatgcanat
acgaccnatc
gcacgcctga
atecanaaag
atcttccttn
ncccattcna
cnncaancnc
ccgaattnen
ggennentne
nnnnttttge

Arg Gly
Gln
30

Ala

Gln

Ala
45

Arg Glu
Asn

Ile Thr

Pro Cys
110

Cys
125
Val

Glu
15

Ala
Hig
Arg
Thr
Glu

95
Met

Ser

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
822

Phe

Gln

Ala

Gln

Thr

Leu
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<211>77
<212> PRT

<213> Leishmania major

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)...(77)

<223> Xaa = Cualquier aminoéacido

<400> 37

Ala Gln Gly
1
Glu Vval Asn

Val Ser Thr
35
His Ala Val
50
Asn Asn Ala
65

<210> 38
<211> 68
<212> PRT

Phe
Thr
20

Bis
Tyr

Arg

<213> Leishmania major

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)...(68)

Arg Val
5

Arg Thr

Ala Val
Gly Ile

Gln Ala
70

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 38

His Glu Pro
1
Asp Gly Thr

Ala Ser Val
35
Leu Pro Pro
50
Arg arg Thr
65

<210> 39
<211> 65
<212> PRT

Gln
Gln
20

Arg
Glu

Lys

<213> Leishmania major

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)...(65)

Trp Ser
5

Val Ser
Ile Leu

Trp Ile

<223> Xaa = Cualquier aminoéacido

<400> 39

ES 2391562 T3

Ile
Glu
Xaa
Asn

55
Glu

Serx
Gly
Asn

Ser
55

Phe
Leu
Thr
40

His

Asp

Met
Thr
Leu

40
Met

Thr
Leu
25

Gly

Pro

Pro

Lys
Leu
25

Xaa

Xaa

61

Bis
10

Asp
Ala

Leu

Ala

Ile
190

Pro
Gly

Arg

Gly
His
fAis
His

Arg
75

Leu
Pro
Thr

Leu

Gly
Ile
Gly
Ile

60
Leu

Gln
Gln
Glu

Gln
60

Asn
Lys
45

Phe

Ile

Tyr

Trp

vVal
45
Thr

Gln
Gln
30

Thr

Asn

Leu
Ser
30

Ser

Leu

Met
15

Ile
Val

Gly

Thr
15

Ala
Gly

Asn

Gly
vVal
Cys

Gly

Leu
Met
Thr

Leu
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Rla Arg Glu Ala Gln Leu Ala His Arg Ile Cys Asp Tyr Leu Pro Glu
1 5 10 15
Gln Gly Gln Xaa Phe Val Gly Asn Ser Leu Val Val Arg Leu Ile Asp
' 20 25 30 \
Xaa Leu Xaa Gln Xaa Pro Ala Gly Tyr Pro Val Tyr Xaa Asn Arg Gly
35 40 45
Rla Xaa Gly Ile Xaa Xaa Leu Leu Ser Thr Ala Ala Gly Val Xaa Arg
50 55 €0

Ala

65

<210> 40

<211>78

<212> PRT

<213> Leishmania major

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(78)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 40

Asp Asp His Ala Pro Lys Glu Asp Gly His Ala Pro Lys Asn Asp AsSp

1 .5 10 15
His Ala Pro Lys Glu Asp Gly His Ala Pro Lys Asn Asp Asp His Ala
20 25 30
Pro Lys Glu Asp Gly His Ala Pro Lys Asn Asp Gly Asp Val Glmn Xaa
35 40 45
Lys Ser Glu Asp Gly Asp Asn Val Gly Glu Gly Gly Lys Gly Asn Glu
50 55 60
Asp Gly Asn Asp Asp Gln Pro Lys Glu His Ala Ala Gly Asn
65 70 75
<210> 41
<211> 169
<212> PRT

<213> Leishmania major
<400> 41

Leu Gln Gln Arg Leu Asp Thr Ala Thr Gln Gln Arg Ala Glu Leu Glu
1 5 10 15
Ala Arg Val Ala Arg Leu Ala Ala Asp Arg Asp Glu Ala Arg Gln Gln
20 25 30
Leu Ala Ala Asn Ala Glu Glu Leu Gln Giln Arg Leu Asp Thr Ala Thr
35 40 45
Gln Gln Arg Ala Glu Leu Glu Ala Arg Val Ala Arg Leu Ala Ala Asp
50 55 60
Gly Asp Glu Ala Arg Gln Gln Leu Ala Ala Asn Ala Glu Glu Leu Gln
65 70 75 80
Gln Arg Leu Asp Thr Ala Thr Gln Gln Arg Ala Glu Leu Glu Ala Gln
85 a0 95
Val Ala Arg Leu Ala Ala Asn Ala Glu Glu Leu Gln Gln Arg Leu Asp
100 105 110
Thr Ala Thr Gln Gln Arg Ala Glu Leu Glu Ala Arg Val Ala Arg Leu

62
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Ala Ala
130

Glu Leu

145

Glu Ala

<210> 42
<211> 98
<212> PRT

115

Asp Arg Asp Glu

Gln Gln Arg Leu

150

Gln Val Ala Arg

165

<213> Leishmania major

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)...(98)
<223> Xaa = Cualquier aminoéacido

<400> 42

Ala Arg
1
Glu Val

Asp Lys

Lys Gln
50

Glu Ser

65

Phe Val

Asn Asp
<210> 43
<211> 39
<212> PRT

Xaa
Glu
Glu
35

Leu

Thr

Lys

Ile Phe
Pro Ser
20

Gly Ile
Glu Xaa

Leu His

Thr Leu
85

<213> Leishmania major

<400> 43

Leu Gln Gln Arg Leu

1

Ala Arg Val Ala Arg

20

Leu Ala Ala Asn Ala

<210> 44
<211> 600
<212> ADN

35

<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(600)
<223>n=AT,C0G

<400> 44

val
Asp
Pro
Gly
Leu

70
Thr

Asp
Leu

Glu

ES 2391562 T3

Ala
135
Asp

Leu

Lys
Thr
Pro
Arg
55

val

Gly

Thr

Glu

120
Arg

Thr

Ala

Thr
Ile
Asp
40

Thr

Leu

Xaa

Ala

Ala

125

Gln Gln Leu Ala Ala Asn Ala Glu

140

Ala Thr Gln Gln Arg Ala Glu Leu

Al

Le

Gl
25
Gl

a

u

u

n

Leu

Ar

g

Thr

Thr

As
25

p

63

Thr
10
Asn

Gln
Ser
Leu

Ile
90

Gln
10

Arg

155

Gly
val
Arg
Asp
Arg

Ala

Gln

Asp

Xaa
Lys
Leu
Tyr
60

Gly

Leu

Arg

Glu

Thr
Ala
Ile
45

Asn

Gly

Glu

Ala

Ile
Lys
30

Phe
Ile
Met

Val

Glu

Arg
30

Ala
15

Ile
Ala
Gln

Xaa

Glu
95

Leu
15
Gln

160

Leu
Gln
Gly
Lys
Ile

80
Pro

Glu

Gln
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cggecgecte
tgaggaccgce
ctcgettege
caagaaggcg
tgcagaccgt
cattcaaaag
tgacttgtta
ccnaagaaga
catgctcagc
cccaaaatac

<210>45
<211>1748
<212> ADN

agcgaggagg
aaggtgcgcg
aaccagatca
atcgaggagg
gaggagttceg
gtgtaccagg
gtecggecgeg
aagggggtng
tttectectee
ggaaangtta

<213> Leishmania chagasi

<400> 45

ctagtggatc
agaagaacaa
agcacgttca
acgaaggtct
atgcccecceca
tttggcttca
gaggagctga
gccacegect
agcgtgtgge
gacctggtgg
ccgtatgagg
gtgtacgcaa
teccggcgagt
tgcaaggaat
ceccecaccecett
gacacgtttg
cagaactgtg
ctgcatgaga
gactacctca
aacatgcgca
gtgtgctacc
aaaatggagg
ctctecaacgg
cgctecggeta
gcatccgaaa
gecccectect
acgacctcat
tggaggcgceg
atgacgcgte
cttatcqga

<210> 46
<211> 560
<212> ADN

ccccgggetg
caacaacgtt
atccgtgcect
accgectgga
agggcgagga
tcacggcacc
atgcggtgea
tgeccggcetga
gcgacagecg
cgctcgeeeg
cgctcatgaa
atgtaaagtce
cggtgattge
tcatgaagat
tcacgggaat

.ttcagagctt

gcccacgcga
gccagagect
caactcgect
agtcgctgca
ctctgcacgt
tggaagacgt
agggccgtga
ctetcecgacg
ggagctggga
ggaaaagcag
gacgegtgeg
ctacataaac
tttattattc

<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(560)
<223>n=AT,Co0G

<400> 46 -

ES 2391562 T3

agatcgagcg
aacgtgtega
acgacaagga
ctgtgaagga
aggectgceteg
gcgecgeegg
tgaaaagaaa
cgacaccgct
ccaacaaacc
ancgaaaaan

caggaattca
caagacgacg
tgcaaacatg
ccacttcctce
atcacgecggt
ggaggtgaaa
gcgegetaac
gtttgtgggc
caaagcaaat
tgaggagggc
cgagtacgag
gtggctgecg
gttctegecat
ctggcactte
gacgaaggag
gtatggcgtc
gecacatcacg
ctttgcggag
tectgagttce
gcaggtgaag
gatcctgege
gccgcgegeg
cgacgttggg
tactcegeteg
gacgacaagqg
caggagaaga
acgggcgaga
gecetgagteg
tttgttgtgce

catggtgcge
agcgaagaac
caagcttggt
tgcectegac
cacgaagctg
ctctggtgea
aacagggaaa
cgaacaccga
agaaggtttt
ccecttccac

cggaatacgt
ccgegectte
gaggcgtaca
ggtctgggca
gaggcgatgg
agcctgattg
ttgcgggaga
cgcaagatgc
gacttegceca
tcatacctcg
ccaggaatca
cagctgcectaa
aagttcccge
gacaccgatg
gactgccgac
atccacgaga
cagcceggtgt
tttcagatcg
ttcgaggcge
ccgggctaca
tacgagatcg
tggaacgcaa
tgcctgcagg
gcgecatgta
tggatgagtg
tctgggatca
cgctgaacce
cgageggttyg
attcggaatt

64

gaggctgccg
tcgctagaga
gacaagctcg
tttgtccacg
cagagtgtga
gaagaggcgg
gcgggaacat
cggcncacat
ctccaaacnc
caattgnngt

acctectecee
ttgtaccgca
agaagctgga
actgggacat
cgatagctctce
agagtgccac
tgaggcgtge

gcctcacgac”’

agttcctacc
ccgecggeac
cgacacaaaa
aggacattgt
aggacaagca
ccggtegect
tcacaacaaa
gtgggcatgg
gcaacgeccqy
gccacgcgac
agccagcgtt
ttecgegtega
agcgcgactt
agatgcagga
acgtgcattg
tgcggcgecag
cctgcgecacc
tgggtgcctg
cgagtacctg
acacacgege
ccgcggaatt

agttcgagga
gcatcgegta
ccgcggacga
agaaccccaa
cgaacccecat
acgcgatgga
nccacaanaa
ncntcatggg
cgtctengen
tecttttgttt

ccttettggt
tttgcttctg
aacgatcttt
gaacacaaac
ggagctccge
caagggcagc
gtggaagagce
acacgcgcac
ggtgctcagg
ctcectetcee
gctggatgag
gcagaagcag
ggaagcactg
cgacgtcage
ctacatcgaa
caagtacgag
ctectcttgge
geccetteate
ctcgcaggac
tgcecgatgag
gatggaggge
gtacttgggt
gtccatggtag
atcatggcega
ggtgagcteg
tacgagacgg
cgccgccace
tcgetageac
cgatatcaag

60
120
180
240
300.
360
420
480
540
600

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1748
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éggaagéé&&ﬁétggccatac

acacagaaaa
gatggcccta
ggccatacac
gacggcnatg
gangacgccqg
aaaattgacg
cccttaagga
anatngacce
naaggacnng

<210> 47
<211> 600
<212> ADN

acgacgacgg

aggaggacgg’

agaaaaatga
gcectnagga
tacacagaaa
gcnatngccece
agatgaaaat

cacgtggggg
ttgccgncaa

<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(600)
<223>n=ATCo0G

<400> 47

cgtccgagaa
gcacaagcat
tcatcataca
ggtcgaccag
tgggeccacac
taagggcgte
acacaagcgt
gcecegtactg
cgggcgegtt
agctcctcat

<210> 48
<211> 1053
<212> ADN

acccgtacat
gaggtecgtac
gcatccaata
taggggaatg
cacaacagag
gctngtgatg
gacgatcceg
gaaaaanaag
ttcgctcectt
gccccagecyg

<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>(1)...(1053).
<223>n=AT,C0G

<400> 48

gggaaaaaag
ctgcaggaat
cacaggggtce
cgcgeccagtg
gtacatgcac
gttcgcctac
cacgancgac
cagcactcct
ggacaagacyg
cectgttcgat
ggtgtcttac
cacggacctg
gaagatggtg

tggagctcca
tccgeggaat
gacagtgacg
atggttgacg
gtcggcaage
gggcanacgg
atccgcgcectce
cttgacagcg
gggctggatc
ggtctccgtg
tacgagatct
aggatacgta
tccaaggagg

ES 2391562 T3

acagaaaaat
tggcectaag
ccgtacacag
cggcgatgec
ggacggcegt
aatgacgcna
ttaggangac
ctgccaccaa
atgganctta

gtatgctget
attgcctggt
gccgccagag
tgaccectgge
gcgacgaaag
ctaagaacca
aaaagaagga
ccggcaggcy
ctccgacttg
attcccagct

ccgeggtgge
tcecgeggaat
caacctecte
ccaatgtgag
ccategtggg
gcagcggeaa
gcaaagggtc-
ctgtggagcce
cgaacgagct
cgaagegege
acaacgagaa
actcgeecaa
aagacgtcge

gacggcgatg
gaggacggcc
aaaaataacq
cctnaggagg
acacagaaaa
tggccectnag
ggecgtnece
aacnattggg
cngcnattaa

ggtagaaggc
tcgtcatttt
tgaatgcgat
tggegtgecaa
agaacatgaa
cgccnaggta
tctctgegga
cgcgataacg
atggcgengt
cacggtccac

ggccgetcta
tccgecggaat
caccactgcg
ccaccctecg
caacacccte
aaccttcacqg
cgtccectge
gtttgagagc
gcaaggecate
caaggactcc
ggtgttcgat
ctccggteeca
ccgegtgatt

65

gccctaagga
atacacagaa
gcgatggcce
acggccgtac
atgacngcca
ggaggacggc
anaaanantg
aatgencagg
nattgttacc

gcagagctgg
ccagagcaca
gcgcacacca
catgategcce
cttgctcacg
gacggcgaag
attttcgtga
ctgcaacttg
cngncttgac
ttccggcecat

gaactagtgg
tcegtecgac
gcctacgacg
tacgcggggce
gacggataca
atgctcggnt
ggggccagca
gatgacggcg
atcccgegeg
gacttcacgt
ctcatccgge
tttatcgaag
cgcaagggca

ggacggctgt
aaatgacggc
tnaggaggac
acanaaaaat
tggcccttag
catacccana
acngcggtng
aaaanaacna
attatcnacc

tccctcetgat
acgagcagcg
agtcgaaagt
acgccagcgg
aagctnacaa
ancaaactaa
gataganaat
ccgctccteg
aaaacggtta
gceccacggac

atccececcggg
gcggceacceg
gcgcecggete
atgaccaagt
acgaggtgcgt
acgcgecgag
gcatggagaa
acgacgtggt
cgtgcacgga
accgcgtgga
cgcagcgcaa
gcctgacgtg
tgcaggagcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
560

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ccacacggct gcgaccaagt tcaacgaccg cagcagccgc agccacgceca tcctcacctt 840
caacattgtg cagctgtcga tggacgacte cgacaacgcg ttccagatge gcagcaaget 900
gaacctggtg gaccttgctg ggtcggagecg cactggtgcg gccggagecg agggcaatga 960
gttccacgac ggtgtgaaga tcaaccactc gctgacggtg ctggggcgeg tgatcgaccg 1020
tctggcggac ctctcgcaga acaagggagg ggg 1053
<210> 49
<211> 136
<212> PRT
<213> Leishmania chagasi
<400> 49
" Gly Arg Leu Ser Glu Glu Glu Ile Glu Arg Met Val Arg Glu Ala Ala
1 5 10 15
Glu Phe Glu Asp Glu Asp Arg Lys Val Arg Glu Arg Val Glu Ala Lys
20 25 30
Asn Ser Leu Glu Ser Ile Ala Tyr Ser lLeu Arg Asn Gln Ile Asn Asp
35 40 45
Lys Asp Lys Leu Gly Asp Lys Leu Ala Ala Asp Asp Lys Lys Ala Ile
50 55 60
Glu Glu Ala Val Lys Asp Ala Leu Agp Phe Val His Glu Asn Pro Asn
65 70 75 80
Ala Asp Arg Glu Glu Phe Glu Ala Ala Arg Thr Lys leu Gln Ser Val
B5 90 95
Thxr Asn Pro Ile Ile Gln Lys Val Tyr Gln Gly Ala Ala Gly Ser Gly
100 105 110
Ala Glu Glu Ala Asp Ala Met Asp Asp Leu Leu Val Gly Arg Val Lys
115 120 125
Arg Lys Thr Gly Lys Ala Gly Thr
130 135
<210> 50
<211>510
<212> PRT
<213> Leishmania chagasi
<400> 50
Tyr Leu Leu Pro Leu Leu Gly Arg Arg Thr Thx Thr Thx Phe Lys Thr
1 5 10 15
Thr Pro Arg Leu Leu Val Pro His Leu Leu Leu Ser Thr Phe Asn Pro
20 25 30
Cys Leu Ala Asn Met Glu Rla Tyr Lys Lys Leu Glu Thr Ile Phe Thr
35 40 45
Lys Val Tyr Arg Leu Asp His Phe Leu Gly Leu Gly Asn Trp Asp Met
50 55 60
Asn Thr Asn Met Pro Pro Lys Gly Glu Glu Ser Arg Gly Glu Ala Met
65 70 75 80
Ala Met Leu Ser Glu Leu Arg Phe Gly Phe Ile Thr Ala Pro Glu Val
85 90 95
Lys Ser Leu Ile Glu Ser Ala Thr Lys Gly Ser Glu Glu Leu Asn Ala
100 105 110
Val Gln Arg Ala Asn Leu Arg Glu Met Arg Arg Ala Trp Lys Ser RAla
115 120 125
Thr Ala Leu Pro Ala Glu Phe Val Gly Arg Lys Met Arg Leu Thr Thr
130 135 140
His Ala His Ser Val Trp Arg Asp Ser Arg Lys Ala Asn Asp Phe Ala
145 150 155 160
Lys Phe Leu Pro Val Leu Arg Asp Leu Val Ala Leu Ala Axg Glu Glu

66
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15

Gly Ser
Met Asn

Tyr Ala
210

Gln Lys

225

Gln Asp

éhe Asp
Gly Met

Thr Phe
290

Lys Tyr

305

Cys Asn

Glu Phe
Arg Leu

Met Arg
370

Ala Asp

385

Glu Arg

Ala Trp

Arg Asp

Ser Ala
450

Ser TIp

465

Ala Cys

Arg Ser

<210> 51

<211> 107
<212> PRT

Tyr
Glu
195
Asn
Gln
Lys
Thr
Thr
275
Val
Glu
Ala
Gln
Pro
355
Lys
Glu
Asp
Asn
Asp
435
Thr
Arg
Ala

Gly

Leu
180
Tyr
Val
Ser
Gln
Asp
260
Lys
Gln
Gln
Axg
Ile
340
Glu
Ser
val
Leu
Ala
420
Val
Leu
Ala

Pro

Ile
500

165
Ala

Glu
Lys
Gly
Glu
245
Ala
Glu
Ser
Asn
Ser
325
Gly
Phe
Leu
Cys
Met
405
Lys
Gly
Arg
Ser
val

485
Met

<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(107)

Ala
Pro
Ser
Glu
230
Ala
Gly
Asp
Leu
Cys
310
Leu
His
Phe
Gln
Tyr
390
Glu
Met
Cys
Arxg
Glu
470

Ser

Gly

Gly
Gly
215
Ser
Leu
Arg
Cys
Tyr
295
Gly
Gly
Ala
Glu
Gln
375
Pro
Gly
Gln
Leu
Thr
455
Arg

Serx

Ala

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 51

Thr
Ile
200
Leu
Val
Cys
Leu
Arg
280
Gly
Pro
Leu
Thr
Ala
360
Val
Leu
Lys
Glu
Gln
440
Arg
Ser

Ala

Cys

ES 2391562 T3

Ser
185
Thr
Pro
Ile
Lys
Asp
265
Leu
Val
Arg
His
Pro
345
Gln
Lys
His
Met
Tyr
425
Asp
Ser
Trp

Pro

Thr
505

170
Leu

Thr
Gln
Ala
Glu
250
val
Thr
Ile
Glu
Glu
330
Phe
Pro
Pro
Val
Glu
410
Leu
Val
Ala
Glu
Ser

490
Arg

Ser
Gln
Leu
Phe
235
Phe
Ser
Thr
His
His
315
Ser
Ile
Ala
Gly
Ile
385
val
Gly
His
Pro
Thr
475
Irp

Arg

Pro
Lys
Leu
220
Ser
Met
Pro
Asn
Glu
300
Ile
Gln
Asp
Phe
Tyr
380
Leu
Glu
Leu
Trp
Cys
460
Thr
Lys

Thr

Tyr
Leu
205
Lys
His
Lys
His
Tyr
285
Ser
Thr
Ser
Tyx
Ser
365
Ile
Arg
Asp
Ser
Ser
445
Met
Arg

Ser

Thr

Glu
190
Asp
Asp
Lys
Ile
Pro
270
Ile
Gly
Gln
Leu
Leu
350
Gln
Arg
Tyr
Val
Thr
430
Met
Arg
Trp

Ser

Ser
510

175
Ala

Glu
Ile
Phe
Trp
255
Phe
Glu
His
Pro
Phe
335
Thr
Asp
Val
Glu
Pro
415
Glu
val
Arg

Met

Arg
495

Leu
val
Val
Pro
240
Ris
Thr
Asp
Gly
val
320
Ala
Thxr
Asn
Asp
Ile
400
Arg
Gly
Arg
Arg
Ser

480
Arg

Gly Arg Arg Met Ala Xle His Arg Lys Met Thr Ala Met Ala Leu Arg

1

5

10

15

Arg Thr Ala Val His Arg Lys Thr Thr Thr Val Ala Leu Arg Arg Thr

67
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15

20

25

Ala
His
Lys
65

Thr

Met

Ile His

20
Arg Lys

35

Arg Lys

50

Met Thr

Ala Met

Ala Leu

<210> 52
<211> 63
<212> PRT
<213> Leishmania chagasi

<400> 52

Val
1
val
Phe

Gln

Ile Thr

Ala Met

Ala Leu

85

Arg Xaa

100

Arg Glu Thr Arxg

5

Pro Leu Met His

20

Pro Glu His Asn
35
Ser Glu Cys Asp

50

<210> 53

<211> 324
<212> PRT
<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)...(324)
<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 53

Phe
1
Val
Gly
Ala
Asn
65
Gly
Asp
Glu
Asp

Gln
.145

Arg
Asp
Ser
Gly
50

Thr
Ser
Ie
Asn
Gly

130
Gly

Gly
Ser
Ala
35

His
Leu
Gly
Arg
Ser
115
Asp

Ile

Ile
Asp
20

Pro
Asp
Asp
Lys
Ala
100
Thr
Asp

Ile

Met
Ala
Pro

70
Arg

Thr

Thr
Lys
Glu

Ala

Pro
Ala
val
Gln
Gly
Thr
85

Arg
Pro

val

Pro

ES 2391562 T3

25

Thr Ala Me
40
Met Ala Le

55

Leu Arg Ar

Arg Thr Al

t Ala Leu

sl

Arg Arg

g Thr aAla

75

a Val His

90

Pro Tyr Thr Glu Lys

10

Cys Met Le

5

u Leu Val

10

His Glu val Val His

Gln Arg Hi
40

His Thr

55

Arg
Thr
Met
val
Tyr
70

Phe
Lys
Leu

val

Arg
150

Asn
Ser
Val
Tyr
55

Asn
Thr
Gly
Asp
Asp

135
Ala

s His

Ser
Ser
Agp
40

Met
Gly
Met
Ser
Ser
120
Lys

Cys

Thr

Lys Ser Lys

Val
Thr
25

Ala
Bis
Cys
Leu
Val
105
Ala
Thr

Thr

68

Arg

Thr
60
val

Arg

Glu
Cys
Ala

val
€0

Arg
Thr
Asn
Val
val
Gly
90

Pro
Val

Gly

Asp

30
Arg Thr Ala Val

45

Ala Ile His Arg

His Xaa Lys Met

80

Lys Met Thr Ala

95

Gly Ala Glu Leu

Leu Val Arg His

Ser Asn Ser Arg

45

Val Asp Gln

Ala
Val
Gly
Phe
75

Tyr
Cys
Glu

Leu

Leu
155

Gly Thr
Ala Tyr

Ser His
45

Lys Pro

60

Ala Tyr

Ala Pro
Gly Ala

Pro Phe
125

Asp Pro

140

Phe Asp

Arg
Asp
30

Pro
Ile
Gly
Ser
Ser
110
Glu

Asn

Gly

Thr
15

Gly
Pro
Val
Xaa
Thr
85

Ser
Ser

Glu

Leu

Gly

Tyr
Gly
Thr
80

Xaa
Met
Asp

Leu

Arg
160



10

15

Ala Lys

Tyr Tyr

Arg Asn

Arg
Glu

Thr

Ala

Lys

ES 2391562 T3

Asp Ser

165

Ile
180
Asp

195

Ile Glu
210
Arg Val
225
Phe Asn

Val Gln

Lys Leu

Gly
Ile
Asp
Leu

Aan

Leu

Arg

Tyr
Leu
Thr
Lys

Ser

Asn Glu

Arg Ile

Trp Lys
215
Gly Met
230

Ser Arg

245

Ser
260
Leu

275

Ala
290
Thr

Gly

Leu
305
Asn Lys
<210> 54

<211> 1585
<212> ADN

Glu
Val

Gly

Gly
Leu

Gly

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(1585)
<223>n=AT,Co0G

<400> 54

aaagctggag
ggaattcgagc
acccgaactg
gtctcacctce
tcgacgcectaa
cctgcaccga
cgaacggcta
gctgcgacag
tcttgacctg
cgececgtegceg
gcaggctctc
ggctctgcge
gtccaaccac
cccgetgtge
agggctgcecta
cgtgecgtgaa
acagtgcagge
ccatgcacct
gtgcatacac
ttcccccettg
cggcctectg
ccggcatcat
gtcccacage
tctcctaaag

ctccaccgcg
acgagtgctg
caagacctgc
ctccagcegtt
cgtctgcaaa
ccccaactge
cggtctcgtg
cgacgcgaat
ctcceceggtg
ctgccaggag
cgatgectgce
cgagtgcgac
gcagcegtge
ctactgcaac
cgtgtcgaac
agggtacctg
cgcgecctac
agcatagtgc
acacacacag
tcttgttctt
cacgtcgcte
tgcttcttac
gcagacacac
ccactcacca

Met
val
Asn

Gly

Asp Asp

Asp Leu

Glu Phe
295
Arg Val

310

gtggcggccg
cccgacatga
acaacttacg
tgcgtgeget
gtgtgtctcg
gccagctgee
gacggcgcect
aagtgcacac
gcctgcaaca
tgegtgtece
tccgtgececa
accggctaca
gaggtggagce
accggctact
tgcgcgcagt
ctcacgtcgt
tctctgtggg
gcagcggcecat
acagcggggc
ctttcctegn
cccteececet
ccttttetga
gtgtttaaac
agtcgcacac

Asp Phe

Thzr

Tyr Arg

170

val
185
Asn

Lys

200

Met Val

Gln Glu

Ser

Phe
Ser
Sexr
Arg

Ala

Asp Leu

Pro Asn
Glu
220
Thr

Lys

His
235

Ile Leu

250

Ser Asp

265
Ala Gly
280

His Asp

Ile Asgp

ctctagaact
catgctecgcet
gtcagtgcac
agcagtgtage
gcggeagega
ccagcgacgc
gtgtgagatg
aatgtgegcce
tcgagcactg
cctacgtggt
actgcaagaa
gtctectecege
actgcaacac
acgtctcega
gcatgectgcet
cctacagttg
tggcecgeege
gcgaacaacce
agcacccccet
ttcgecatttc
aacctctatt
tccttgetcg
ggcgcaggca
cgccectecece

69

Asn
Ser
Gly

Arg

Ala Phe

Glu Arg

val Lys
300

Leu Ala

315

agtggatccc
gaccggactt
agactgcaac
gggctgcaag
gccgatcaac
tggcacgtgce
Ccaggagccece
gaactactac
catgcagtgce
tgacagctac
gtgcgagace
cgacgcgacyg
atgtgtgaac
tggcaagtge
tgacagcace
cgtctcgeag
cgtgctecte
ccactctcat
ccccacacac
tttctctegt
ctctctetet
cgtgggegga
tccecteccta
catcggccge

Val Glu

Ile Arg
190
Ser Gly
205
Glu Asp
Ala

Thr Phe
Met
270
Gly

Gln

Thr
285

Ile Asn

Asp Leu

ccgggctgeca
cagtgcacag
gacggctacg
agctgcceccg
aatatgtgcc
actcagtgceg
aactgcttca
ctcacccege
gacccacaga
gacggcctct
ggtacctceca
agctgcagca
ggcgatagea
aaggccatge
aagtgctcca
aaagtcatca
acctcttttg
tctccaacat
acacacgcac
gcgctggcge
ctctctcteg
cactgccaca
tcacttcatt
ccttecggge

Val
175
Pro
Pro
Val
Thr
Asn
255
Arg
Ala
His

Ser

Ser
Gln

Phe

lys
240
Ile

Ser
Ala
Ser

Gln
320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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gcagctgtge ggaatgggtg tgtgctcgac ctegtteetg geagetcact
cagccactcc aaccacgaaa gctetettet gegecacataa asaaaasaaaa aaaaaaaaaa

ctcgaggggy ggcoccggtac ccaaa

<210> 55

<211> 320
<212> PRT
<213> Leishmania major

<400> 55

val
1

Pro
Asp
Ala
Leu
€5

Asn
Asn
Asn
Pro
Asn
145
Gln
Arg
Gly
Ala
Glu
225
Cys
Gly
Lys
Cys

Trp
305

Leu
Asn
Gly
Gly
50

Gly
Cys
Gly
Cys
Asn
130
Ile
Glu
Leu
Thr
Asp
210
His
Asn
Cys
Cys
Val

280
val

<210> 56
<211> 14
<212> PRT
<213> Leishmania major

<400> 56

Pro
Cys
Tyr
35

Cys
Gly
Ala
Tyr
Phe
115
Tyr
Glu
Cys
Ser
Ser
195
Ala
Cys
Thr
Tyr
Ser
275

Ser

Ala

Asp
Lys
20

Gly
Lys
Ser
Ser
Gly
100
Ser
Tyr
His
Val
Asp
180
Arg
Thr
Asn
Gly
Val
260
Thr

Gln

Met
Thr
Leu
Ser
Glu
Cys
85

Leu
Cys

Leu

Cys’

Ser
165
Ala
Leu
Ser
Thr
Tyx
245
Ser
Cys
Lys

Ala

Thx
Cys
Thr
Cys
Pro
70

Pro
Val
Agp
Thr
Met
i50
Pro
Cys
Cys
Cys
Cys
230
Tyr
Asn
Val
Val

Val
310

Cys
Thr
Ser
Pro
55

Ile
Ser
Asp
Ser
Pro
135
Gln
Iyzr

Ser

Ser
218
Val
Val
Cys
Lys
Ile

295
Leu

Ser
Thr
Ser
40

val

Asn

Asp

Leu
Tyr
25

Ser

Asp

Asn

Gly Ala

Asp
120
Leu
Cys
val
Val
Glu
200
Ser
Asn
Ser
Ala
Gly
280

Asn

Leu

1405

Leu
Asp
val
Pro
185
Cys
Pro
Gly
Asp
Gln
265
Tyr
Ser

Thr

Thr
10

Gly
Val
Ala
Met
Gly
90

Cys
Asn
Thr
Pro
Asp
170
Asn
Asp
Thr
Asp
Gly
250
Cys
Leu

Ala

Ser

70

Gly
Gln
Cys
Asn
Cys
75

Thr
val
Lys
Cys
Gln
155
Ser
Cys
Thr
Thr
Ser
235
Lys
Met
Leu

Ala

Phe
315

Leu
Cys
Val
Val
60

Pro
Cys
Arg
Cys
Ser

140
Thr

Tyr
Lys
Gly
Gln
220
Thr
Cys
Leu
Thr
Ala

300
Ala

cgcatgtgta

Gln
Thr
Arg
45

Cys
Cys
Thr
Cys
Thr
125
Pro
Pro
Asp
Lys
Tyr
205
Prg
Arg
Lys
Leu
Ser
285

Pro

Met

Cys
Asp
30

Cys
Lys
Thrx
Gln
Gln
110
Gln
val
Serx
Gly
Cys
190
Ser

Cys

Cys

Agp
270
Ser
Tyr

His

Thr
15

Cys
Ser
val
Asp
Cys
95

Glu
Cys
Ala
Arg
Leu
175
Glu

Leu

Glu

Met
255
Ser
Tyr

Ser

leu

1500
1560
1585

Asp
Asn
Val
Cys
Pro
80

Ala

Pré

Cys
Cys
160
Cys
Thr

Sar

val

Tyz
240
Gln
Thr
Ser

Leu

Ala
320
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Pro Lys Glu Asp Gly His Ala Pro Lys Asn Asp Asp His Ala

1 5

<210> 57

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 57

Pro Lys Glu Asp Gly
1 5

<210> 58

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 58

Pro Lys Asn RAsp ASp
1 5

<210> 59

<211> 264

<212> ADN

<213> Leishmania chagasi

<400> 59

atgcaccatc atcaccatca
cagaagcgtyg ctgataacat
gtccaggaga gcgceggtece
gatggacaca acgtggggga
aaggagcagg ttgccggcaa

<210> 60

<211>744

<212> ADN

<213> Leishmania chagasi

<400> 60

atgggagcct
cataaaacca
ggtgcgatga
ggecctaagg
catacacaga
ggcgatggcece
gacggccgta
aatgacggcg
aaggaggacy
cagaaaaatg
ggccctaagyg
gatggacaca
aaggagcagg

<210>61
<211>80
<212> PRT

actgcacgaa
ctgaggccaa
acgactctge
aggacggccg
aaaatgacgg
ctaaggagga
cacagaaaaa
atggccctaa
gccgtacaca
acggcgatgg
aggatgagaa
acgtggggga
ttgcecggcaa

<213> Leishmania chagasi

Bis ala

His Ala

catgggaagc tcctgcacga aggactccge aaaggagccc
cgatacgacc actcgaageg atgagaagga cggcatccat
tgtgcaggag aacttcgggg atgegcagga gaagaacgaa
tggagctaac gacaatgagg atggtaacga tgatcagceceg

ctag

ggactccgea
tcacagaggce
cccgaaggag
tacacagaaa
cgatggcect
cggccataca
tgacggcgat
ggaggacggc
gaaaaatgac
ccctaaggag
tctgcagecaa
tggagctaac
ctag

10

aaggagccce
gccgceggtyg
gatggccata
aacgacgacg
aaggaggacg
cagaaaaatg
ggccctaagg
cgtacacaga
ggcgatggce
gacggccgta
aacgatggga
ggcaatgagg

71

agaagcgtgc
tgcecccegaa
cacagaaaaa
gtggccctaa
gcegtacaca
acggegatge
aggacggecyg
aaaatgacgg
ctaaggagga
cacagaaaaa
atgcgcagga
atggtaacga

tgataacatc
gcacgccgge
tgacggegat
ggaggacggc
gaaaaataac
ccctaaggag
tacacagaaa
cgatggccct
cggccataca
tgacggcggt
gaagaacgaa
tgatcagccg

60
120
180
240
264

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
744
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15

<400> 61

Met Gly Ser

1
Ala

His

Gln

Asn
65

Asp Asn

Val Gln

35

Glu Lys

50

Glu Asp

<210> 62
<211> 247
<212> PRT
<213> Leishmania chagasi

<400> 62

Met
1
Ala
Gly
Lys
Asp
65
HBis
Gln
A3sn
Gly
Gly
145
Lys
Asp
Arg
Gln
val

225
Lys

Ser Cys
Ile Asp
20

Glu Ser
Asn Glu

Gly Asn

Gly Ala Tyr Cys

Asp
Val
Glu
50

Gly
Thr
Lys
Asp
Asp
130
Pro
Glu
Gly
Thr
Gln
210
Gly

Glu

<210> 63
<211> 14
<212> PRT
<213> Leishmania chagasi

Asn
Pro
35

Asp
Arg
Gln
Asn
Gly
115
Gly
Lys
Asp
His
Gln
195
Asn

Asp

Gln

Ile His
20
Pro Lys

Gly His
Thr Gln
Lys Asn
85
Asn Gly
100
Asp Ala
Pro Lys
Glu Asp
Gly Arg
185
Thr Gln
180
Lys Asn
Asp Gly
Gly Ala

val Ala
245

Thr

Thr

Asp

Asp
70

Thr

Lys

Thr
Lys
70

Asp
Asp
Pxo
Glu
Gly
150
Thr
Lys
Asp
Asn
Asn

230
Gly

ES 2391562 T3

Lys
Thr
Gly
Gly

55
Asp

Lys

Thr

Gln
55

Asn
Gly
Gly
Lys
Asp
135
Arg

Gln

Gly
Ala
215
Gly

Asn

Asp
Thr
Pro
40

ﬁis

Gln

Asp
Thr
Gly
10

Lys
Asp
Asp
Pro
Glu
120
Gly
Thr
Lys
Asp
Gly
200
Gln

Asn

Sexr Ala
10

Arg Ser

25

val Gln

Asn Val

Pro bLys

Ser Ala

Glu Ala
25
Gly Ala

Asn Asp
Asp Gly
Gly Prec
20
Lys Glu
105
Asp Gly
Arg Thr
Gln Lys
170

Gly Asp
185

Gly Pro-

Glu Lys

Glu Asp

72

Lys
Asp
Glu
Gly

Glu
75

Lys
Asn
Met
Gly
Gly
15

Lys
Asp
Arg
Glo
Asn
155
Gly
Gly
Lys

Asn

Gly
235

Glu
Glu
Asn
Asp

60
Gln

Glu
His
Asn
Asp
60

Pro

Glu

Gly

Lys
140
Asp
Asp
Pro
Glu
Glu

220
Asn

Pro
Lys
Phe
45

Gly

val

Pro
Arg
Asp
45

Gly
Lys
Asp
Bis
Gln
125
Asn
Gly
Gly
Lys
Agp
205
Asp

Asp

Gln

Gln
Gly
30

Ser
Pro
Glu
Gly
Thr
110
Lys
Asp
Asp
Pro
Glu
190
Glu
Gly

Asp

Lys
15

Gly
Asp

Asn

Gly

Lys
15
Ala

Lys
Asp
Arg
95

Gln
Asn
Gly
Gly
Lys
175
Asp
Asn

His

Gln

Arg
Ile
Ala
Asp

Asn
80

Ala
Pro
Glu
Gly
Thr
Lys
Asp
Asp
Pro
160
Glu
Gly
Leu

Asn

Pro
240
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55

<220>

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)

<223> Xaa = His 0 Arg

<221> VARIANTE
<222> (12)...(12)
<223> Xaa = Gly o Asp

<221> VARIANTE
<222>(13)...(13)
<223> Xaa = Asp o Gly

<400> 63

Pro Lys Glu Asp Gly Xaa Thr Gln Lys Asn Asp Xaa Xaa Gly

1 5

<210> 64

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)

<223> Xaa = His 0 Arg

<400> 64

Pro Lys Glu Asp Gly Xaa Thr
1 5

<210> 65

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania chagasi

<220>

<221> VARIANTE
<222> (5)...(5)

<223> Xaa = Gly o Asp

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Asp o Gly

<400> 65

Gln Lys Asn Asp Xaa Xaa Gly
1 3

<210> 66

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético para evaluar el potencial diagnostico de repeticién en Lc Gen B

<400> 66

ES 2391562 T3
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Gly Cys Gly Pro Lys Glu Asp Gly Arg Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp
1 5 10 15

Gly
<210> 67
<211>31
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético para evaluar el potencial diagnéstico de repeticion en Lc Gen B

<400> 67

Gly Cys Gly Pro Lys Glu Asp Gly Arg Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp

1 5 10 15
Gly Pro Lys Glu Asp Gly Arg Thr Gln Lys Asn Asp Gly Agsp Gly
20 - 25 30
<210> 68
<211> 45
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético para evaluar el potencial diagnéstico de repeticion en Lc Gen B

<400> 68

Gly Cys Gly Pro Lys Glu Asp Gly Arg Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp
1 5 1

0 15
Gly Pro Lys Glu Asp Gly Arg Thr Gin Lys Asn Asp Gly Asp Gly Pro
20 25 30
Lys Glu Asp Gly Arg Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp Gly
. 35 40 45
<210> 69
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético para evaluar el potencial diagndstico de repeticion en Lc Gen B

<400> 69

Gly Cys Gly Pro Lys Glu Asp Gly His Thr GIn Lys Asn Asp Gly Asp
1l S 10 15

Gly

<210>70

<211>31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido sintético para evaluar el potencial diagnéstico de repeticion en Lc Gen B

<400> 70

74
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Gly Cys Gly Pro Lys Glu Asp Gly His Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp

1

<210>71
<211>45
<212> PRT

S

- 20

10

25

<213> Gly Cys Gly Pro Lys Glu Asp Gly His Thr Gin

<220>

15
Gly Pro Lys Glu Asp Gly His Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp Gly

30

<223> Péptido sintético para evaluar el potencial diagnostico de repeticiéon en Lc Gen B

<400> 71

Gly Cys Gly Pro Lys Glu Asp Gly Bis Thr Gln Lys

1

5

10

Gly Pro Lys Glu Asp Gly His Thr Gln Lys Asn Asp

20

25

Lys Glu Asp Gly His Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp
35

<210>72
<211> 664
<212> ADN

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(664)
<223>n=AT,Co0G

<400> 72

gctgcaggaa
ctettctaca
cgcacaagte
aggcgatcaa
tgaacgacgt
agcgeacgtt
tcgcgaagcea
gcttgecgga
gcggegtgge
tcctcectet
tccettaacg
cgag

<210> 73
<211> 1432
<212> ADN

ttecggeacga
tcteececacce
gcaccgcaag
cgcccagatg
gatggagcge
gggtgegege
tgccatgget
tgecgtgtga
gctccectte
tatagatgca
tgaagtgtat

<213> Leishmania major

<220>-

<221> caracteristica_misc
<222> (1) ... (1432)
<223>n=A,T,CoG

<400> 73

gattgettcc
cctcacaccqg
ccgaagcgcet
tcgatgtege
atctgcactg
gaggtgcaga
gagggcacga
gtaggagggt
tectecttgt
agcttttttt
atganagegt

40

cagecccacct
ccatggctte
cgtggaacgt
accgcacgat
aggccgegte
cggeggtgeg
aggcegtgte
ggcttgeege
ccggeggtgt
ttctcttgac
actggacatg

75

tecgectatcca
ttcecgeaag
gtacgtggge
gaagatcgtg
gattgttcge
cattgtgectyg
gagegegtee
aaacgctgac
gtgtcatgca
gttttatttt
ananaaaaaa

Asn Asp Gly Asp

15

Gly Asp Gly Pre

30
Gly
45

gccactcteg
gcttccaacce
cgctecgetga
aactcgtacg
gcgaacaaga
ccggeggage
cgctaaageqg
ctcggegatt
tttgegtgac
ctecteccec
aaaanaaact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
664
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gatgaagaag
gccgcaacgt
aaggtgtgceg
ttcaaaggca
tgccacaaca
gtegtgcact
attcaggtga
gcggegtaca
caggtgacag
gtcctetege
agggtcgegg
gacattgtca
ttcaaggtgg
aaggaaatcg
aaggcccgcece
ctcttcgaaa
aagaagattg
acggacgaga
gaagtagacg
ttgtgaggcg
tcgcetaatcet
gggggagaaa
tgtgtgtgtg
ctttctgtaa

<210> 74
<211> 873
<212> ADN

aggaggacac
ggtgcaatga
acctgtgceeg
cggaaaaagg
gccctggegt
acgacctggg
cagaggacaa
acatcctgaa
acgtagttga
atatgatgaa
agcacatggt
tgacctecgg
ctctggacte
actccnagta
tcggtctcaa
aggaaggcga
agcecgattac
tgctgcttge
gccgtggeat
tacacgtgtg
tegegtttee
cggccecacty

tgggggggcy
acaggaacat

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>(1).1. (873)
<223>n=AT,C0G

<400> 74

ctttattgte
ctattcacca
ctcgtggacqg
atagtactcc
atcaaagact
tccttecaacyg
agcacgcagc
gacacaccga
gagtggaaca
ccecgactgge
cttgtagatc
acagaacatc
gcgtacgacg
gtagnaavgc
aaaatcccaa

<210> 75
<211> 1238
<212> ADN

atcactgtaa
tgagcattat
acaccaaggt
tgtcecteeg
tcagecttte
agcttecgte
tcaagaacgc
ttgccacact
gcgacgaggg
ggacgeccaa
gcctgecaggt
gtgtgettgt
gegecttete
ctyacygcceg
agtyaaaaga

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1) ... (1238)
<223>n=AT,CoG

<400> 75

ES 2391562 T3

caccatcaac
aacgttgcgce
ccteggtgat
catcgettte
gtcggacgag
catccacgtg
tgagettgge
cacggcgcetg
gaaggetgcg
gcgcetacatce
gcacgactac
caagggcaag
caactactct
tgccacette
cgagatggcg
ggtcgtcgee
cggcectgaag
gacgaacaag
ccgtgacget
ctgtttgegy
tctgacgetyg
gcatgcctgt
tgttacgagt
aagtaaccaa

agcactgttt
caaggaggac
ggagggtacc
cgacgatcag
acacgctgag
catgcacgce
cgaggcgaac
tgatgcgtac
tgtcatecag
ggcaatgctg
tgcgetcecggm
gtagtctgttt
ceggtggtygg
accatatggg
aaaaaaaaan

aactccgacg
gtgettatcg
gacaccatca
ccgacctgca
acgacgcage
gacggctact
aaggacgaga
cgccagatge
gagcactaca
atagacngat
gatctcgaga
ctgaaggagc
gtgaaaatgg
ccectttgeca
aagcacggtg
catttcaaga
¢cgcagaagg
ctcttcgetg
gtactgcgag
acgaggaggc
gcttetytge
gcatacgcga
acaaaagagg
aaaaaaaaaa

tttetttcac
gacgcegtgg
atcttcacct
acgaacatga
gagggagcge
ggccgegaca
cgcgaaaagc
ctcaagctce
gtcteggaca
gtggacggeyg
aacggcaaga
gangtttgtt
gtgagtcecat
agagggcgaa
aaa

76

tggtggtgcg
atgccacaaa
ccgecnaggt
tctcggtcaa
aagagatcgc
gcgecegtegt
aggcggcegeg
gtcceggtac
aggtgactcce
accgectgtat
aagcgcaggt
gcgatgegeg
aaagcgcgaa
tccgecaacct
ctgtcatcce
ttacggtgct
ccceggeget
tcgctagaga
ctttcegtagg
acccattctg
cggagtgtgg
gcacggtagyg
ctecgatcttt
aaaaaactcg

tttttettga
gctgctacat
acaattccaa
agctaatccg
acctgeccee
agteccatctt
acttcaactc
tgcggctata
ccgtcattgt
cccctgagaa
agtgattcag
tgttttctcet
aagcagttga
caaatntttg

ctacaagaag
acctggcgcee
caagacaatqg
caactgcgta
gatgggtgac
cgcgcacace
cgtcattaca
gaccatctac
ggtagacggce
ccegeagege
gtggacgcta
gccgtgegtg
ggaggttcag
ggaggccaag
gtaccctatt
catcagcaac
cgagccatac
agaaggcgge
cgtacgecte
ttceceettcet
tgagacgegt
gagcgcggtyg
gcgatctttt
ag

gtgttttett
gacggtgace
ggagggcate
cactcecgtace
ggcactggac
caagcacgce
tgtcacgace
cccettaatt
cgtaggagac
ggacagaccqg
tgtgtagcgg
ttgtggtact

gttetyggtt
atagaagttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1432

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
873
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tttctgtact
acctcaagcg
cgeegegtece
tecegecaaceg
gtctggtgea
acgtggtcga
gcttegegtt
acctgtacac
gctacccgga
agtgegtgga
accgcggccg
cgcacctgaa
tcggcaagga
acgtgatcea
ctegtggtgce
tctgaagega
agtcecttcte
accgeatttg
cctecteccte
ctcegettna
gttcatgatt

<210>76
<211>712
<212> ADN

ttattgaaca
cttgtatgeg
gecgteegggt
gctgaagtac
cgtggacaac
gatcccgaag
ggtgaacctg
ggccaccggce
cecegeacace
cctgatcaag
catcggcgag
ggacgcgtce
cctgaacaac
ggagcgcgag
ccgcagggcce
cttyggeggeat
cgttctcage
catacatctg
cctttetgee
gtgattctct
tectcagacce

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>(1) ... (712)
<223>n=AT,C0G

<400> 76

ctgacggagt
tacgectcegg
acgaactcgg
tacatgtcgt
attgcgacga
aagtgcggea
cagcgcgceeg
gaccacaagt
ggcatggagg
tacgaggagg
taaggtagac
agccgcegece

<210> 77
<211> 1086
<212> ADN

tccagacgaa
tggtgtctge
tntttgagee
getgectcat
tcaagacgaa
tcaactacca
tgtgcatgat
tcgacctgat
agggcgagtt
ttggegecga
tecgtgecgeag
accgecgactg

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(1086)
<223>n=AT,C0G

<400> 77

ES 2391562 T3

tcagtagaac
cccaaggact
ccgcacaage
gcgetgaacg
cacccgegec
acgggegace
tccgaggegg
cgegtgeegg
tecattogtyg
aaccgccagg
atcgtgaagqg
ggcgeegagt
ctgcaggtaa
gagcgcectga
cgcaagtgagq

cggctgtgag

tctctctgty
tgtagtcgea
tctetettig
cgtgttttan
caaaaaaaaa

acgttcttee
ggatgctgag
tgcgegagtg
cgcgcgagag
gcgacggcaa
gcttecgect
aggcgcagat
tcgetgtgac
acaccategt
gcaaggccgt
tggagtgcca
tcgccaceeg
cggtgccgaa
tcgcggegga
gaggcgatta
ggtttgagag
ctgtagetgt
tgtgegtgtt
agtgggtgtyg
ggctgtttty
aaaaaaaa

cgcaaagatg
caagctgacc
cctgcegetn
tgagatgatc
gtatccegee
gatgtacgac
caagctgatg
gcacgacggce
gtacaacgtc
gatcgtgacc
cceccggtgeg
cgccgegaac
gcagcagggc
ggcccgceaaqg
cacgcatgeqg
gaggtgtgtg
gcctttecee
tctgtctcecte
catgcgtege
tttetyagtt

gccaagaagce
ggegtgtteg
ctggtgateca
ctgcgecagyg
ggtttcatgg
gtcaagggcc
aaggttgtga
caccgecatec
aaggagaaga
ggtggcgeca
ttcaacattg
atcttcegtga
ctgcgecatga
aacgcgeegyg
tgtttgtggce
atgegtgtga
agatecgettt
ggtgggtcte
gcgcgacggg
nagegtttty

ccttgtgecg
cgagaaggcg
tgctggcatg
gtaccgecggt
gcgeacaatt
gcegeecgace
tgccaacteg
gtacagcaag
ctccgagygcg
gtccgecgac
cgctgatgat
tgtgtgtgtg

tacccgegea
taccacgagce
ctnacaaagt
gatgtegtge
cagttegtgg
gttgtgcecg
accgcgatceg
cgcgegttitg
cgcgaggate
gacatgggcg
gtaggtgeac
cgcgecgtgac

77

tccacttegt
agctntecgt
gcgatccteg
cgaaggatgt
actggtygcec
gcggtgacet
ctgaggtgtt
tgcactggta
tecgetgeget
aggaggacgt
gcgtgegtgt
gaccggctcg

gctgacaagc
cgcggacatc
ccacggcaaqg
caacgccgeg
gaccggcette
cgcgaaggtg
tgccegeatce
cgtgggtgag
ggagaaggac
cgaggagtac
gctgcagegyg
ag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1238

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
712
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30

caagaagtgyg
ccagttctge
caaggtggac
ggtgccgaan
gctacagatg
gatgctgtac
cgacceegcet
ccgcttette
catcatgggt
gcagcgctce
taacgtggtg
cgatggegag
tgtggccgtg
ccttgcecaag
tgecggeget
gaacggegeg
tgtgtegteg
cggtgegecg
ngcgga

<210>78
<211> 447
<212> ADN

atcaagcagg
ctagacccca
aagatgctca
aagcttetga
atcgtggege
tectggegagg
gcgeegetea
gcctttggee
aacaactacg
gtgctgatga
ggccttgtgg
agcccgcace
gaggcgaaga
tccgaccege
ggcgagettce
ccgctnaaga
cagcagtgee
ctnacagagg

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(447)
<223>n=AT,Co0G

<400> 78

cgcatcaacg
atggacctceg
cgcccggaca
tacactgagg
agctgcgact
ggcatgggea
accttcteeg
accctectcetg

<210> 79
<211> 375
<212> ADN

tctacttcga
agcecggcac
acttcatctt
gcgcggaget
gcctgecaggg
cgctgecteat
tcatcccgtce
tgcaccagct

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)...(375)
<223>n=AT,C0G

<400> 79

gtaacccgcet
cgatccetgt

actcgacgga
agggcagcga
cgggcgtagg
gtcatccecee
tgttnatate

<210> 80

ggtgtacgca
ggtgcttgge

ggaaacgctg
gttcgegege
aagcacctcg
tcecectett
aagtg

ES 2391562 T3

agacgaacgc
tctaccagat
agtcgctgca
agacggtgat
acctgcegtce
cgtcgecgga
tgectgtacat
gcatcttete
tctacggcaa
tgggccgeta
gcgtggacaa
cgectgcgega
acccgtecga
tggtggtgtg
accttgagat
tctecgagee
tgtcgaagtc
anctggcget

tnagtcgacg
tatggactcc
tggtcagtce
gatcgactcc
cttcecagetg
ttccaanctg
ccccegegtg
cgtggaa

cgatggcgag
cttcgacget
cgtgacgetn
gatgaanttc
gcccaagaag
ggacaagtac
cagcaagatg
cggtaaggtyg
gaagcaggac
ccaggaggcc
gtacategtg
catgaagtac
cctgccgaag
cagcattgaqg
ttgcctgaag
ggtggtgtecg
tgcgaacaag
ggcgatngan

ggaggccget
gttcgegeeg
ggcgetggea
gtgcttgatg
tcteactece
cgecgangagt
tcggataceg

tatgtagaca cagacgggca
atgaatggaa tcgagaageg

ctgaaggcgg cactgceggt
tcacacctgt agcacctcag
atacttcget tcgegetgac
cggccctata cgcatgaagg

78

cgcegtgegee
gtgatgaacg
acggctgagg
ctgccggctg
gcgcaggcegt
ttcatgggta
gtgecgacgg
cgcageggcee
ctgtacgagg
gtggaggaca
aagtccgega
tctgtgtege
cttgtggagg
gagtctggcg
gatctccagg
ttcegegaga
cacaaccqgte
gaaggcaccg

acgtgecgeg
gcccgtacgg
acaactgggc
tgtgcecgeaa
tcggeggegg
acccggaceg
ttgtgganec

gcacgagacg
cctgeegatt

gatcaagaaqg
cttttttttt
ggacccgcac
agtggaatta

gegegttcetg
agaagaagga
agcgecgagea
ctgagacgcet
accgtgecgga
tcaagaactg
ccgaccegegy
agaaggtgcg
acaagcectgt
tgccgtgegg
cgatcacgga
ccgtcgtgeg
gcctgaageg
agcacattgt
aggacttcat
cggtgacgga
tecttctgecg
ctagtccega

cgeegtgetg
ccagctgtte
caagggccac
ggaggcggayg
cacgggctee
gatcatgatg
gtacaacacyg

acgttcecteg
ggteccgetge

aatatcgtga
ttgcgttaaa
gacatcgtte
tgcaacagca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1086

60
120
180
240
300
360
420
447

60
120

180
240
300
360
375
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<211>107
<212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 80

Met Ala
1
Pro Lys

Asn Ala

Tyr Val
50

Val Arg

65

Ala Val

Glu Gly

<210> 81
<211> 381
<212> PRT

Ser

Arg

Ser

Ser
20

Arg
5

Irp

Gln Met Ser

35
Asn

Ala
Arg

Thr

Asp
Asn
Ile

Lys
100

<213> Leishmania major

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)...(381)
<223> Xaa = Cualquier aminoéacido

<400> 81

Asp Glu
1
Arg Tyr

Ile AsSp

Gly Asp
50

Glu Lys

65

Cys His

Ala Met
Tyr Cys
Leu Gly

13¢

Ile Leu
145

Glu
Lys
Ala
35

Asp
Gly
Asn
Gly
Ala
115
Lys

Asn

Glu
Lys
20

Thr
Thr
Ile
Ser
Asp
100
val
Asp

Thr

val
Lys
val

85
Ala

Glu
Ala
Lys
Ile
Rla
Pro
85

Val
Val

Glu

Ala

ES 2391562 T3

Lys Ala
Asn Val
Met Ser

Met Glu
55

Lys Arg

70

Leu Pro

Val Ser

Asp Thr
Ala Thr
Pro Gly

Thr Ala
55

Phe Pro

70

Gly Vval

Val Ris
Ala Ris
Lys Ala

135

Leu Arg
150

Ser
Tyr
His
40

Arg

Thr

Ser

Thr
Txp
40

Xaa
Thr
Ser
Tyr
Thr
120
Ala

Gln

Asn
val
25

Arg
Ile
Leu

Glu

Ala
105

Ile

Cys
25

Lys
Val
Cys
Asp
Asp
105
Ile
Arg

Met

79

Pro
10

Gly
Thr
Cys
Gly
Leu

aqQ
Ser

Asn
10

Asn
Val
Lys
Ile
Glu
80

Leu
Gln
Val

Arg

His
Arg
Met

Thr

75

Ala

Arg

Glu
Cys
Thr
Sex
75

Thr
Gly
Val
Ile

Pro
155

Lys
Ser
Lys
Glu
60

Arg

Lys

Ser
Thr
Asp
Met
60

Val
Thr
Ile
Thr
Thr

140
Gly

Ser
Leu
Ile
45

Ala
Glu

His

Asp
Leu
Leu
45

Phe
Asn
Gln
His
Glu
125
Ala

Thr

His
Lys
30

val
Ala
Val

Ala

val
Arg
30

Cys
Lys
Asn
Gln
Val

110
Asp

Thr

Arg
15
Ala

Asn

Ser’

Gln

Met
85

val
15

Val
Arg
Gly
Cys
Glu

95
Asp

Tyr

Ile

Lys
Ile
Ser
Ile
Thr

80
Ala

Val
Leu

Leu

Val
80

Ile
Gly
Glu
Asn

Tyr
160



ES 2391562 T3

Gln Val Thr Asp Val Val Glu Lys Ala Ala Glu His Tyr Lys Val Thr
165 170 175
Pro Val Asp Gly Val Leu Ser His Met Met Lys Arg Tyr Ile Ile Asp
180 185 190
Xaa Tyr Arg Cys Ile Pro Gln Arg Arg Val Ala Glu BHis Met Val His
195 200 205
Asp Tyr Asp leu Glu Lys Ala Gln Vval Trp Thr Leu Asp Ile Val Met
210 218 220
Thr Ser Gly Lys Gly Lys Leu Lys Glu Arg Asp Ala Arg Pro Cys Val
225 230 23S 240
Phe Lys Val Ala Leu Asp Ser Asn Tyr Ser Val Lys Met Glu Ser Ala
245 - 250 255
Lys Glu Val Gln Lys Glu Ile Asp Ser Xaa Tyr Ala Thr Phe Pro Phe
260 265 270
Ala Ile Arg Asn Leu Glu Rla Lys Lys Ala Arg Leu Gly Leu Asn Glu
275 280 285 :
Met Ala Lys His Gly Ala Val Ile Pro Tyr Pro Ile Leu Phe Glu Lys
290 298 300
Glu Gly Glu Val Val Ala His Phe Lys Ile Thr Val Leu Ile Ser Asn
305 310 315 320
Lys Lys Ile Glu Pro Ile Thr Gly Leu Lys Pro Gln Lys Ala Pro Ala
325 330 335
Leu Glu Pro Tyr Thr Asp Glu Met Leu Leu Ala Thr Asn Lys Leu Phe
340 . 345 350
Ala Val Ala Arg Glu Glu Gly Gly Glu Val Asp Gly Arg Gly Ile Arg
355 360 365
Asp Ala Val Leu Arg Ala Phe Val Gly Val Arg Leu Leu
370 375 380

<210> 82

<211>191

<212> PRT

<213> Leishmania major

<400>. 82

Met Ser Ile Ile Lys Glu Asp Asp Ala Val Gly Cys Tyr Met Thr Val
1 5 ) 10 15
Thr Leu Val Asp Asp Thr Lys Val Glu Gly Thr Ile Phe Thr Tyr Asn

Ser Lys Glu Gly Ile Ile Val Leu Leu Ser Leu Arg Asp Asp Gln Thr
35 40 . 45
Asn Met Lys Leu Ile Arg Thr Pro Tyr Ile Lys Asp Phe Ser Leu Ser
50 55 60
His Ala Glu Glu Gly Ala His Leu Pro Pro Ala Leu Asp Ser Phe Asn
65 . 70 : 75 80
Glu Leu Pro Ser Met His Ala Gly Arg Asp Lys Ser Ile Phe Lys His

Ala Ser Thr Gln Leu Lys Asn Ala Glu Ala Asn Arg Glu Lys His Phe
100 105 110
Asn Ser Val Thr Thr Asp Thr Pro Ile Ala Thr Leu Asp Ala Tyr Leu
115 120 125
Lys Leu Leu Arg Leu Tyr Pro Leu Ile Glu Trp Asn Ser Asp Glu Gly
130 135 140

Val Ile Gln Val Ser Asp Thr Val Ile Val Val Gly Asp Pro Asp Trp

145 150 155 160

Arg Thr Pro Lys Ala Met Leu Val Asp Gly Ala Pro Glu Lys Asp Arg
165 170 17S

.Pro Leu Val Asp Arg Leu Gln Val Ala Leu Gly Asn Gly Lys Lys

180 185 150

<210> 83

<211> 273

<212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 83

80



10

Met Ala Lys Lys

Leu Ser Lys Leu
20
His Lys Leu Axg
35
Leu Lys Tyr Ala
50

Gly Leu Val His
65

Ala Gly Phe Met

Arg Leu Met Tyr
. 100

Glu Ala Glu Ala

115
Ala Thr Gly Axg
130

Arg Tyr Pro Asp

1435

Val Lys Glu Lys

Ala Val Ile Val
180

Val Lys Val Glu

195
Asp Ala Ser Gly
210

Ile Gly Lys Asp

225

Gly Leu Arg Met

Ala Glu Ala Arg
260
Lys

<210> 84

<211> 200

<212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 84

Leu Thr Glu Phe
1
Val Leu Thr Ser
20
Glu Gln Leu Ser
35
Gly Met Leu Thr

His
Thr
Glu
Leu
Val
Asp
85

Asp
Gln
val
Pro
Lys
165
Thx
Cys
Ala
Leu
Asn

245
Lys

Gln
Tyr
val

Lys

Leu
Gly
Cys
Asn
Asp
70

Val
val
Tle
Pro
His
150
Cys
Gly
His
Glu
Asn

230
Val

Thr

Ala

Cys

ES 2391562 T3

Lys
val
Leu
Ala
55

Asn
Val
Lys
Lys
Val
135
Thr
Val
Gly
Pro
Phe
215
Asn
Ile

Ala

Asn
Pro
Asp

aAsp

Axrg
Phe
Pxo
40

Arg
His
Glu
Gly
Leu
120
Ala
Ser
Asp
Ala

Gly
200

Ala-

Leu
Gln

Pro

Leu
val
Ile

40
Pro

Leu
Ala
25

Leu
Glu
Pro
Ile
105
Met
Val
Ile
Leu
Asn
185
Ala
Thr
Gln
Glu

Ala
265

Val
val
25

Thr

Arg

81

Tyr
10

Pro
Leu
Gly
Arg
Pro
ap

Phe
Lys
Thr
Gly
Ile
170
Arg
Phe
Arg
val
Arg

250
Arg

Pro
10

Ser
Asn

His

Ala
Arg
Val
Glu
Arg
75

Lys
Ala
Val
His
Asp
155
Lys
Gly
Asn
Ala
Thr
235
Glu

Gly

Tyr
Ala
Serx

Gly

Pro
Pro
Ile
Met
60

Asp

Thr

Leu

Val
Asp
140
Thr
Asn
Arg
Ile
Ala
220
val

Glu

Pro
Glu

val

Lys
Arg
Ile
45

Ile
Gly
Gly
Val
Asn
125
Gly
Ile
Arg
Ile
Ala
205
Asn
Pro

Arg

Arg

Asp
Pro
30

Arg
Leu
Lys
Asp
Asn
110
Leu
His
val
Gln
Gly
150
His
Ile
Lys

Leu

Arg
270

Arg Ile

Lys Ala

30

Phe Glu

45

Lys Tyr Met

Trp Met
15
Gly Pro

Asn Arg
Arg Gln
Tyr Pro
80
Arg Phe
Leu Ser
Tyr Thr
Arg Ile
Tyr Asn
160
Gly Lys
175
Glu Ile
Leu Lys
Phe Val
Gln Gln
240
Ile Ala

255
Ala Arg

#is Phe
15

Tyr His
Pro Ala

Ser Cys
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15

Cys
65

Ile
Pro
Pro
Asn
Asp
145
Gly

Leu

Gly

<210> 85

50
Leu

Ala
Thr
Gly
Ser
130
Leu
Met
Glu

Glu

Met
Thr
Gly
Gly
115
Thr
Met
Glu
Lys

Glu
195

<211> 361
<212> PRT
<213> Leishmania major

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)...(361)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 85
Lys
1l
Arg
Ala
Leu
Leu

65

Leu
Tyr
Tyr
Tyr

Phe

Ala
Val

His

50

Leu
Gln
Arg
Phe

Ile

130

145

Ile

Gly
Met
Lys
Val

Lys

Tyr
Ile
Phe
100
Agp
Ala
TYL
Glu
Asp

180
Asp

Phe
Met
35

val
Lys
Met
Ala
Met
115
Ser
Arg
Gly
Preo
Glu

195
Tyx

55

Arg Gly Asp

70

Lys Thr Lys

85

Lys Cys Gly

Leu Ala Lys

Ile Ala Glu

135

Ser Lys Arg
150
Gly Glu Phe

165

Tyr Glu Glu

Val Glu Glu

Lys Trp Ile

Cys
20

Asn
Thr
Thx
Ile
Glu
100
Gly
Lys
Ile
Asn
Val
180
Asp

Ile

Lys
S
Gln
Glu
Len
Val
Val

85

Met
Ile
Met
Phe
Asn
165
Gln
Met

val

val Val Pro
Arg Thr Ile

Ile Asn Tyr

ES 2391562 T3

S0

105

val Gln Arg

120

val Phe Ala
Ala Phe Val
Ser Glu Ala

170
val Gly Ala

185

Tyr
200

Gln
Phe
Lys
Thr
Met
70

Ala
Leu
Lys
Val
Ser
150
Tyr
Arg

Pro

Lys

Glu
Cys
Lys
Ala
55

Met
His
Tyr
Asn
Pro
135
Gly
Val

Sex

Ser

Lys
75

Gln
Gln
Ala
Arg
Bis
155
Arg

Glu

Leu
Asp
40

Glu
Xaa
Leu
Ser
Cys
120
Thr
Lys
Tyr
val
Gly

200
Ala

60
Asp

Phe
Pro
vVal
Ile
140
Trp
Glu

Ser

Asn
Asp
Lys
Glu

Phe

Pr

Gl
10

Asp

val
Gly

Len

Val

Va1l

Pro
Cys
125
Asp
Tyr
Asp

Ala

Asn
Asp
Thr
110
Met
His
Val

Leu

Asp
190

Ala

10

Pro
Val
Arg

Leu

0 Ser
90
y Glu

5

Prec
Asp
Arg

Lys

170

185

Asn

Thr

82

Met
Val

Ile

Ala Ala

Trp Cys

95

val val

Ile Ala

Lys Phe

Gly Glu
160
Ala Ala

175

Asp Met

Asp
Ile
Asp
Glu
Pro
75

Pro
Ala
Ala
Arg
Ser
155
Lys
Met
vVal

Thr

Gly
Tyr
Lys

Gln

60 -

Ala
Lys
Ser
Ala
Gly
140
Gly
Gln
Gly
Gly

Asp

Glu
Gln
Met
45

val
Ala
Lys
Pro
Pro
125
Arg
Gln
Asp
Arg
Leu

205
Asp

Ile
30

Leu
Pro

Glu

Glu
1190
Leu
Phe
Lys

Leu

Tyz
190
val

Gly

Val
15

Phe
Lys
Xaa
Thr
Gln
95

Asp
Met
Phe
val
Tyr
175
Gln
Gly

Glu

Asp
Ser
Lys
Leu
80

Ala
Lys

Leu

aArg
160
Glu
Glu
Val

Ser



10

15

20

Pro
225
Val
Gly
Glu
Glu
Leu
305
val

Leu

Xaa

210
His

Ala
Leu
Glu
Ile
280
Lys
Ser

Phe

Glu

<210> 86
<211> 149
<212> PRT
<213> Leishmania major

<220>

Pro
val
Lys
Sex
275
Cys
Ile
Ser
Cys

Gly
355

<221> VARIANTE
<222> (1)...(149)
<223> Xaa = Cualquier aminoéacido

<400> 86

Arg
1
Arg
Ala
Gln
Ala

65

Ser
Gly
Glu
Arg

His
145

Ile
Ala
Gly
Ser
50

Glu
Cys
Thr
Tyx
val

130
Gln

<210> 87
<211> 69
<212> PRT
<213> Leishmania major

<400> 87

Asn
val
Pro
35

Gly

Leu

‘Asp

Gly
Pro
115
Ser

Leu

Leu
Glu
260
Gly
Leu
Ser
Gln
Afg
340
Thr

val
Leu
20

Tyr
Ala
Ile
Cys
Ser
100
Asp
Asp

val

aArg
Ala
245
Leu
Glu
Lys
Glu

Gln
325
Gly

Tyr
5
Met
Gly
Gly
Asp
Leu

85

Gly
Arg
Thr

Glu

Asp
23Q
Lys
Ala
His
Asp

Pro
310
Cys

ala

Gly

Phe
Asp
Gln
Asn
Ser
70

Gln
Met
Ile

val

ES 2391562 T3

215
Met

Asn
Lys
Tle
Leu
295
Val
Leu

Pro

Pro

Asp
Leu
Leu
Asn
55

Val
Gly
Gly

Met

val
138

1ys
Pro
Ser
val
280
Gln
val
Ser

Leu

Xaa
360

Xaa
Glu

Phe
40
Trp

Leu
Phe
Thr
Met

120
Xaa

Tyr
Ser
Asp
265
Ala
Glu
Ser
Lys
Thr

345
Ala

Ser
Pro
25

Axrg
Ala
Asp
Gln
Leu
105
Thr

Pro

Ser
Asp

250
Pro

Gly
Asp
Phe
Ser

330
Glu

Thr
10

Gly
Pro
Lys
Val
Leu
80

Leu

Phe

Tyr

83

val
235
Leu
Leu
Ala
Phe
Arg
315
Ala

Xaa

Gly
Thr
AsSp
Gly
Cys
75

Ser
Ile

Ser

Asn

220
Ser

Pro
val
Gly
Met
300
Glu

Asn

Leu

Gly
Met
Asn
His
60

Arg
His
Ser

val

Thr
140

Pro
Lys
val
Glu
285
Asn
Thr
Lys

Ala

Arg
Asp

Phe
45

Tyr
Lys
Ser
Xaa
Ile

125
Thr

Val
Leu
Cys
270
Leu
Gly
Val
His

Leu
350

Tyr
Ser
30

Ile
Thr
Glu
Leu
Leu
110

Pro

Leu

Val
Val
255
Ser
His
Ala
Thr
Asn

335
Ala

val
15

val
Phe

Glu

Gly
95

Arg
Ser

Ser

Arg
240
Glu
Ile
Leu
Pro
Asp
320
Arg

Xaa

Pro
Arg
Gly -
Gly
Glu
80
Gly
Xaa

Pro

Val



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Asn Pro Leu Val Tyr RAla Tyr Val Asp Thr Asp Gly Gln His Glu Thr

Thr Phe Leu Ala Ile Pro Val Val Leu Gly Met Aan Gly Ile Glu Lys

20

Arg Leu Pro Ile Gly Pro Leu His Ser Thr Glu Glu Thr Leu Leu Lys

35

Ala Ala Leu Pro Val Ile Lys Lys Asn Ile Val Lys Gly Ser Glu Phe

50 55
Ala Arg Ser His Leu
65

<210> 88

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 88

agtattcata tgcaccacca ccaccaccac atgtcctgeg gtaacgccaa gatc 54

<210> 89

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 89

ctcacaggat ccctgcttgc tgaagtatcc ttc 33
<210>90

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 90

catttcggat ccatggacgc aactgagctg aagaac 36
<210>91

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 91
cgtagagaat tcctgaccaa aacgaatgat gcc 33
<210> 92
<211> 33

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

ES 2391562 T3

40

25

84

10

60

45

30

15
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15

20

25

30

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 92

ES 2391562 T3

caccacgaat tcatggcgca gaatgataag atc 33

<210> 93
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 93

actgacctcg aggaattctt agtcgcgcat gaac 34

<210> 94
<211> 3012
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica construcciones de fusion (poli-proteina) que comprenden mdltiples antigenos

de Leishmania
<400> 94

catatgcacc
ccgtectteg
tcctacaagg
ccgacagagqg
gtcctcecgegt
aagaagggcyg
gctegttect
atcgacccce
gtggaggagg
tgccececgega
gagaggatact
gaggagttct
ttggatgagc
aaatacaaqgqg
aagggctacg
gccgegtatg
aaggacgtge
ccggaggegt
gactacgtga
gaagaccagc
ggtgatggcg
gaggagaagce
aagctgtace
aaagacccca
gactacgaca
tgcgactaca
aggaagtacg

accaccacca
aggaggtgge
gcaagtgggt
tcategegtt
gctcgataga
gcctegggac
acggegtget
atggecatgcet
ttctacgect
actggaagaa
tcagcaagca
ccgeecggecyg
agaacagtgt
acgcgctgga
tgcgecgagg
aaaaggggct
aggtagccaa
tececgeaagat
agatggtaga
gectttgeect
aggaggagga
ctctcaccga
tctcgaagaa
acaacacttt
agtgcatege
caatcattgc
aggctgctat

ccacatgtcce
gctcatgcee
cgtgcetctte
ctcegacage
cagcgagtac
catggegatc
ggaggagage
gegtcagatce
gectggagget
gggcgcecece
gggatccatg
ctatgtggag
cetctacage
cgacgccgac
agcagctctc
caaggtggac
ggccegegaa
ccaagagaat
caccgtcecatce
gacgetcatg
acgtecgtet
caacgagaag
gtttgaggag
atacattctg
cgagtgcgag
gaagctcatg
cgacctttac

tgcggtaacyg
aacggcagct
ttctacccgce
gtgagtcget
gcgcaccetge
ccaatgetag
cagggegtyg
accgtecaatg
ttteagticg
acgatgaagce
gacgcaactg
geggtgaact
aaccgcteeg
aagtgcatct
catggcatgc
cecttccaaca
gcacgtgacc
cccaagctgt
cgcgacectt
tacctgageg
gcgaaggcag
gaggccectag
gcgetgacea
aacgtgtcgg
cacggtateg
acccggaacg
aagcgcgeece

85

ccaagatcaa
tcaagaagat
tcgacttcac
tcaacgagcet
agtggacgct
ccgacaagac
cctaccgegy
acatgccggt
tggagaagca
cggaaccgaa
agctgaagaa
acttctcaaa
cetgttttge
cgatcaagcec
gccgctacga
geggctgege
ccatecgcecteg
ctctacttat
cgcagggecg
gaatgaagat
cagagacage
cgctcaagga
agtaccaaga
ccgtgtactt
agcacggtcyg
ccttgtgect
ttgtcgagtg

ctecteccgeg
cagectctce
cttegtgtge
caactgcgag
gcaggaccge
caagagcatc
tetettecate
gggeccgcage
cggcgaggtyg
tgegtetgte
caaggggaac
ggcgatccag
agccatgcag
gaattgggcce
cgatgccatt
gcagggcgty
cgtecttcace
gctgcagceceyg
gctgtacatg
tccecaacgat
gaagccaaaa
ggagggcaac
ggcgcaggtg
cgagcagggt
cgagaaccac
ccagaggcag
gcgtaacccet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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gacaccctca
tacatcgatc
gataagttcc
cacacctcct
ctcaaggacg
aagggtcatg
ggecctcaagg
aagattcagg
atggacgatc
gagatgcaga
aagatcaaca
aatgataaga
ccgatcecgt
tacgggttcg
ggcgacatca
ctgctgeage
cgcgagctgg
agctccaagt
ctgcaggecy
cgtggcgege
ctgtctcagg
caggtegege
atgcgcgact
aatggctgcet

<210> 95
<211> 982
<212> PRT

agaagcetgac
ctgagatcgce
ccgaggecgt
acagcaatcg
cggagaagtg
cttacttttg
tggaceccgag
agatggcatc
ctgaaatcge
acgatcccac
agctgatttc
tcgeceecceca
ccttcgacga
agaagccgte
tcgegecagge
gcctggactt
ccctgcagac
tctgegagac
gcgtcategt
tgcgcacaga
gcttcgegga
tctteteege
aagaattcct
gc

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2391562 T3

ggagtgcgag
gaagcagaag
ggcagcgtac
cgeggecgey
cattgagctg
gaccaagcag
caatgcggac
tgagccaatcc
ggcaatcatg
gcgeattcag
agctggeatce
ggaccaggac
catgccgetg
cagcatccag
ccagtceggt
ccgecacaac
ggcggaggtg
ctttgteggce
tgcegtggge
gtecgetgege
ccagatttac
cacgatgcceg
cgagcagatc

aaggagcace
aaagacgaag
acggaggecca
tacatcaagc
aagcccgact
tacaacecgeg
tgcaaggatg
gcggatggeg
caagatagct
gagtacatga
attcgttttg
tecttecteg
caccagaacc
cagcgcgega
accggcaaga
ctgatccagg
atcagccgea
ggcacgcgcqg
acgeccgggee
gtgctggtge
gagatcttcc
gaggaggtac
cggctgctaa

aaaaggcggt
gtaaccagta

tcaagcgcaa
ttggagectt
ttgttaaggg
cgetgecagge
ggcggtatcg
acgaggeggce
acatgcaact
aggactccgg
gtcaggaatt
atgaccagcc
tgctgcgtagg
tagcccectt
cgggtgcectt
gcctcegtget
tcggtgagtt
tgcaggatga
gcgtgteega
tcgacgaggce
gcttcctgce
tggagctgac
caaagcccga

ggaggaagcc
cttcaaggag
ccetgecgag
caacgacgcce
ctacgecgcgce
gtacaatgag
cacaatcatg
gcgcegggece
agtgttgaag
gatctcatcg
catggcgeag
cggcgttege
catctactcg
cacgcgegygce
ctccateggt
ctcececeact
cctgtecgaac
cctgegcaag
cgtgatcaag
tgatgagatg
gaaggacatc
gaagaagttc
aaggaagctg

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3012

<223> Construcciones de fusién (poli-proteina) que comprenden multiples antigenos de Leishmania

<400> 95

Met His His

Ser Pro

Phe Lys

Phe Phe

50

Ala
65

Phe

Leu Ala

Gln Asp

Ala Asgp

Ala

Lys

35

Tyr

Ser

Cys

Arg

Lys

His Hia

5
Pro Ser
20

Ile Ser

Pro Leu
Ser

Asp

Ile
85

Ser

Lys
100

Lys

Thr Lys

Bis His
Fhe Glu
Serxr

Leu

Phe
55

Asp

Val
170

Ser
Asp Ser
Gly Gly

Ser Ile

Glu

Ser

40

Arg

Glu.

Leu

Met Ser Cys

10

val
25

Ala
Tyr Lys
Phe Val
Phe Asn

Ala
90

Tyr

Gly Thr

105

Arg Ser

86

Gly Asn Ala Lys Ile Asn

Leu Met

Gly Lys

Pro
60

Cys

Glu
T5

Leu
Bis ieun
Met Ala

Tyr Gly

Pro

Trp

Thr

Asn

Gln

Ile

val

15

Asn
30

Gly

val val

45

Glu Val

Cys Glu

Thr
95

Trp

Pro Met

110

Leu Glu

Ser

Leu

Ile

Val

80

Leu

Leu

Glu



Ser

Met

145

Glu

Gly

Pro

Met

Gly

225

Asp

Ala

Ser

Leu

Gly

308

Asp

Val

Ser

Ile

Ala

385

Asp

Lys

Gln

130

Leu

Glu

Glu

Glu

AsSp

210

Arg

Glu

Met

Ile

His

280

Leu

val

Phe

Leu

Azg

370

Leu

Gly

Pro

115

Gly

Arg

Val

Val

Pro

195

Ala

Tyr

Gln

Gln

Lys

275

Gly

Lys

Gln

Thr

Leu

355

Asp

Thr

Glu

Lys

Val

Gln

Leu

Cys

180

Asn

Thx

Val

Asn

Lys

260

Pro

Met

Val

Val

Pro

340

Met

Pro

Leu

Glu

Glu
420

Ile

Arg

165

Pro

Ala

Glu

Glu

Ser

245

Tyx

Arg

Asp:

Ala

325

Glu

Leu

Ser

Met

Glu

405

Glu

Tyr
Thr
150

Leu

Ala

Ser

Leun
Ala
230
val

Lys

TEP

Pro

310

Lys

Ala

Gln

Gln

Tyr

330

Glu

Lys

ES 2391562 T3

Arg

135

Val

Leu

Asn

Val

Lys

215

Val

Leu

Asp

Tyr
295

Ser

Phe

Pro

Gly

375

Leu

Arg

Pro

120

Gly
Asn
Glu
Trp
Glu
200
Asn
Asn
Tyr
Ala
Lys
280
Asp
Asn
Arg
Arg
Asp
360
Arg
Se_r
Pro

Leu

Leu

Asp

Ala

Lys

185

Gly

Lys

Tyr

Ser

Leu

265

Gly

Asp

Ser

Glu

Lys

345

Tyr

Leu

Gly

Ser

Thr
425

87

Phe

Met

Phe

170

Lys

Tyr

Gly

Phe

Asn

250

Asp

Tyr

Gly

Ala

330

Ile

Val

Tyx

Met

Ala

410

Asp

Ile

Pro

155

Gln

Gly

Phe

Asn

Sexr

235

Arg

Asp

val

Ile

Cys

315

Axg

Gln

Lys

Met

Lys

395

Lys

Asn

Ile
140
Val
Phe
Rla
Ser
Glu
220
Lys
Ser
Ala
Arg
Ala
300
Asp
Glu
Met
Gliu

380

Ile

Glu

125

Asp

Gly

Val

Pro

Lys

205

Glu

Ala

Ala

Asp

Arg

285

Ala

Gln

Pro

Asn

Val

365

Asp

Pro

Ala

Lys

Pro

Arg

Glu

Thr

190

Gln

Phe

Ile

Cys

Lys

270

Gly

Tyr

Gly

Ile

Pro

350

Asp

Gln

Asn

Glu

Glu
430

His

Ser

Lys

175

Met

Gly

Ser

Gln

Phe

255

Cys

Ala

Glu

val

Ala

335

Lys

Thr

Arg

Asp

Thr
415

Gly

Val

leo0

His

Lys

Ser

Ala

Leu

240

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

320

Arg

Leu

Val

Phe

Gly

400

Leu
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Ala Leu Lys Glu Glu Gly Asn Lys Leu Tyr Leu Ser Lys Lys Phe Glu
435 440 445

Glu Ala Leu Thr Lys Tyr Gln Glu Ala Gln Val Lys Asp Pro Asn Asn
450 455 460

Thr Leu Tyr Ile Leu Asn Val Ser Ala Val Tyr Phe Glu Gln Gly Asp
465 470 . 475 480

Tyr Asp Lys Cys Ile Ala Glu Cys Glu His Gly Ile Glu His Gly Arg
485 430 495

Glu Asn His Cys Asp Tyr Thr Ile Ile Ala Lys Leu Met Thr Arg Asn
500 505 510

Ala Leu Cys Leu Gln Arg Gln Arg Lys Tyr Glu Ala Ala Ile Asp Leu
515 520 . - 525

Tyr Lys Arg Ala Leu Val Glu Trp Arg Asn Pro Asp Thr Leu Lys Lys
530 535 540

Leu Thr Glu Cys Glu Lys Glu His Gln Lys Ala Val Glu Glu Ala Tyr
545 550 555 560

ile Asp Pro Glu Ile Ala Lys Gin Lys Lys Asp Glu Gly Asn Gln Tyr
565 570 5758

Phe Lys Glu Asp Lys Phe Pro Glu Ala Val Ala Ala Tyr Thr Glu Ala
580 585 590

Ile Lys Arg Asn Pro Ala Glu His Thr Ser Tyr Ser Asn Arg Ala Ala
595 600 605

Ala Tyr Ile Lys Leu Gly Ala Phe Asn Asp Ala Leu Lys Asp Ala Glu
610 . 615 620

Lys Cys Ile Glu Leu Lys Pro Asp Phe Val Lys Gly Tyr Ala Arg lLys
625 630 | 635 640

Gly His Ala Tyr Phe Trp Thr Lys Gln Tyr Asn Arg Ala Leu Gln Ala
’ 645 650 655

Tyr Asn Glu Gly Leu Lys Val Asp Pro Ser Asn Ala Asp Cys Lys Asp
660 ’ 665 670

Gly Arg Tyr Arg Thr Ile Met Lys Ile Gln Glu Met Ala Ser Gly Gln
675 680 685

Ser Ala Asp Gly Asp Glu Ala Ala Arg Arg Ala Met Asp Asp Pro Glu
690 695 700

Ile Ala Ala Ile Met Gln Asp Ser Tyxr Met Gln Leu Val Leu Lys Glu
705 710 . 715 720

Met Gln Asn Asgp Pro Thr Arg Ile Gln Glu Tyr Met Lys Asp Ser Gly
725 730 735

88
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Ile

Gly

Asp

Rsp

785

Gly

Thr

Thx

Asn

Gln

865

Ser

Leu

Arg
Ala
945

val

Lys

Ser

Gln

Ser

770

Asp

Phe

Arg

Gly

Leu

850

Thr

.Lys

Arg

Val

val

830

Asp

Ala

Lys

<210> 96
<211> 1641

<212>

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

PRT

Ser
Glu
755
Phe
Met
Glu
Gly
Ala
835
Ile
Ala
Phe
Lys
Ser
915
Leu
Gln

Leu

Phe

Lys
740
Phe
Leu
Pro
Lys
Giy
820
Phe
Gln
Glu
Cys
Leu
800
Asp
val
Ile

Phe

Met
2980

Ile
Met
Asp
Leu
Pro
805
Asp
Ser
Gly
val
Glu
885
Gln
Val
Leu
Tyr
ser

965

Arg

Asn
Ala
Asp
His

790

Ser

-Ile

Xle

Leu

Ile

870

Thr

Ala

Ile

Glu
950

Asp

ES 2391562 T3

Lys
Gln
Gln
775
Gln
Ser
Ile
Gly
Val
855
Ser
Phe
Gly
Lys
Glu
935

Ile

Thr

Leu

Asn

760

Pro

Asn

Ile

Ala

Leun

840

Leu

Arg

val

vVal

Arg

920

Phe

Met

Ile
745
Asp
Gly
Leu
Gln

Gln
825

‘Leu

Ser

Ile

Gly

Ile
905

Pro

Ser
Lys
val
Leu
Gln
810
Ala
Gln
Pro
Gly
Gly
890
val
Ala
Glu

Phe

Glu
970

Ala
Ile
Arg
Arg
795
Arg
Gln
Arg
Thr
Glu
875
Thr
Ala
Leu
Met
Leun

95%

Glu

Gly

Pro
780

Gly

Ser
Leu
Arg
860
Phe
Arg
val
Arg
Leu
940

Pro

Val

Ile

Pro

765

Ile

Ile

Ile

Gly

Asp

845

Glu

Leu

val

Gly

925

Ser

Lys

Leu

Ile

750

Gln

Pro

Tyr

Ala

Thr

830

Phe

Leun

Ser

Gln

Thr

910

Glu

Gln

Asp

Glu

Arg
Asp
Ser
Ser
Pro
815
Gly
Arg
Ala
Asn
Asp
895
Pro
Ser
Gly
Ile

Leu
975

Phe

Gln

Phe

Tyr

800

Phe

Lys

His

Leu

Ser

B8O

Asp

Gly

Leu

Phe

Gln

960

Thx

<223> Construcciones de fusién (poli-proteina) que comprenden multiples antigenos de Leishmania
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<400> 96

Met
Ser
Phe
. Phe
Ala
65
Leu
Gln
Ala
Ser
Met
145
Glu
Gly
Pro
Met
Gly

225

Asp

Ser

Leu

Ris

Pro

Lys

Phe

50

Phe

Ala

Asp

Asp

Gln

130

Leu

Glu

Glu

Glu

Asp

210

Arg

Glu

Met

Ile

His
290

HBis

Lys

a5
Tyr
Ser
Cys
Arg
Lys
115
Gly

Arg

Val

Val

Pro

195

Tyr

Gln

Gln

Lys

275

Gly

Pre

20

Ile

Pro

ABp

Ser

Lys

100

Thr

vVal

Gln

Leu

Cys

180

Asn

Thr

Val

Asn

Lys

260

Pro

Met

Bis

Ser

Ser

Leu

Ser

Ile

85

Lys

Lys

Ala

Ile

Arg

165

Pro

Ala

Glu

Glu

Ser
245

His

Phe

Leu

Asp

val

70

Asp

Gly

Ser

Tyr

Thr

150

Leu

Ser
Leu
Ala

230

Val

Lys

Trp

Arg

ES 2391562 T3

His

Glu

Ser

Phe

55

Serxr

Sex

Gly

Ile

Arg

135

val

Leu

Asn

Val

Lys

215

Val

Leu

Asp

Ala

Tyr
295

Met

Glu

Ser

40

Thr

Arg

Glu

Leu

Ala

120

Gly

Asn

Glu

Trp

Glu

200

Asn

Asn

Tyr

Lys
280

Asp

Ser
Val

25
Tyr
Phe
Phe
Tyx
Gly
105
Arg
Leu
Asp
Ala
Lys
185
Gly
Lys
Tyr
Ser
Leu
265

Gly

aAsp

Cys

10

Ala

Lys

val

Asn

Ala

90

Thr

Ser

Phe

Met

Phe

170

Lys

Tyr

Gly

Phe

Asn

250

Asp

Tyr

90

Gly
Leg
Gly
Cys
Glu

75
His
Met
Tyr
Ile
Pro
155
Gln
Gly
Phe
Asn
Ser
235
Arg
Asp

Val

Ile

Asn

Met

Lys

Pro

60

Leu

Leu

Gly

Ile

140

val

Phe

Ala

Ser

Glu

220

Lys

Ser

Ala

Arg

Ala
300

Ala

Pro

Trp

45

Thx

aAsn

Gln

Ile

val

125

Asp

Gly

val

Pro

Lys

205

Glu

Ala

Ala

Asp

Arg

285

Ala

Lys

Asn

30

val

Glu

Cys

Trp

Pro

110

Leun

Pro

Arg

Glu

Thr

180

Gln

Phe

Ile

Cys

Lys

270

Gly

Tyx

Ile

15
Gly
val
val
Glu
Thr

95
Met
Glu
His
Ser
Lys
175
Met
Gly
Ser
Glin
Phe

255

Cys

Glu

Asn

Ser

Leu

Ile

Val

80

Leu

Leu

Glu

Gly

vVal

1860

His

Lys

Ser

Ala

Leu

240

Ala

Ile

Ala

Lys



Gly

305

Val

Ser

Ile

Ala

385

Asp

Lys

Glu

Thr

465

Tyr

Glu

Ala

Tyr

Leu

545

Ile

Phe

Ile

Leu

Val

Phe

Leu

Arg

370

Leu

Gly

Pro

Leu

Ala

450

Leu

Asp

Asn

Leu

Lys

530

Thr

Asp

Lys

Lys

Lys

Gln

Thr

Leu

355

Asp

Thr

Glu

Lys

Lys

435

Leu

Tyr

Lys

Bis

Cys

515

Arg

Glu

Pro

Glu

Arg
595

val
val
Pro
340
Met
Pro
Leu
Glu
Glu
420
Glu
Thr
Ile
Cy's
Cys

500

Leu

Cys
Glu
Asp

580

Asn

Asp
Ala
325
Glu
Leu
Ser
Met
Glu
405
Glu
Glu
Lys
Leu
Ile
485
Asp
Gln
Leu
Glu
Ile
565

Lys

Pro

Pro
310
Lys
Rla
Gln
Gln
Tyr
390
Glu
Lys
Gly
Tyx
Asn
470
Ala
Tyr
Arg
Val
Lys
550
Ala

Phe

Ala

Ser
Ala
Phe
Pro
Gly
375
Leu
Arg
Pro
Asn
Gln
455
val
Glu
Thr
Gln
Glu
535
Glu
Lys

Pro

Glu

ES 2391562 T3

Asn

Arg

Arg

Asp

360

Arg

Ser

Pro

Leu

Lys

440

Glu

Ser

Cys

Ile

Axg

520

Trp

Bls

Gln

Glu

His
600

Ser
Glu
Lys
345
Tyr
Leu
Gly
Ser
Thr
425

Leuy

Ala

Glu
Ile
505
Lys
Arg
Gln
Lys
Ala

585

Thr

Gly

Ala

330

Ile

val

Tyr

Met

Ala

410

Asp

Tyr

Gln

Vval

His

490

Ala

Tyr

Asn

Lys

Lys

570

Val

Ser

91

Cys

315

Arg

Gln

Lys

Met

Lys

395

Lys

Aan

Lau

Val

Tyrx

475

Gly

Lys

Glu

Pro

Ala

555

Asp

Ala

Ala

Asp

Glu

Met

Glu

380

Ile

Ala

Glu

Ser

Lys

460

Phe

Ile

Leu

Ala

Asp

540

val

Glu

Ala

Ser

Gln

Pro

Asn

val

365

Asp

Pro

Ala

Lys

Lys

445

Asp

Glu

Glu

Met

Ala

525

Thr

Glu

Gly

Tyr

Asn
605

Gly

Ile

Pro

350

Asp

Gln

Asn

Glu

Glu

430

Lys

Pro

Gln

His

Thr

510

Ile

Leu

Glu

Thr
590

Arg

Val
Ala
335
Lys
Thr
Arg
Asp
Thr
415
Phe
Asn
Gly
Gly
495
Arg
Asp
Lys
Ala
Gln

575

Glu

Lys
320
Arg
Leu
Val
Phe
Gly
400
Ala
Leu
Glu
Asn
Asp
480
Arg
Asn
Leu
Lys
Tyr
560
Tyr
Ala

Ala



Lys
625
Gly
Tyx
Gly
Serx
Ile
705
Met
Ile
Gly
Hig
Val
785
Leu
Glu
Tyzr
Asn
Thr
865
Thr

Val

.Glu

Tyr
610
Cys

His

Arg

Ala

690

Ala

Gln

Ser

Gln

Leu

770

Glu

Gly

Ala

Ser

Ser

850

Ile

Leu

Lys

Leu

Ile

Ile

Ala

Glu

675

Asp

Ala

Asn

Ser

Glu

755

Arg

Asp

Gly

Ala

835

Asp

Thr

His

Glu

Met

Lys
Glu
Tyr
Gly
660
Arg
Gly
Ile
Asp
Lys
740
Phe,
val
Asn
Ile
Gly
820
Tyr

Glu

Ser

Leu

Leu
900

val

Leu

Leu

Phe

645

Leu

Thr

Asp

Met

Pro

725

Ile

Ser

Arg

Gly

Ala

805

Asp

Leu

Ala

val

Lys

885

Ile

Glu

Gly

Lys

630

Trp

Lys

Ile

Glu

.Gln

710

Thr

Asn

Leu

val

Ile

730

Arg

Met

Val

Tyr

Pro

870

Glu

Lys

Lys

ES 2391562 T3

RAla
615
Pro
Thr
Val
Met
Ala
695
Asp
Arg
Lys
Thr
Val
775
Gly
Ser
Ser
Ala
Val
855
Glu
Asp

Lys

Thr

Phe

Asp

Lys

Asp

Lys

680

Ser

Ile

Leu

Asp

760

Pro

Met

Gly

Met

Asp
840

Trp

Ser

Gln

His

Ala

Asn

Phe

Gln

Pro

665

Ile

Arg

Tyr

Gln

Ile

745

Pro

Asp

Thr

Thr

Ile

825

Glu

Asp

Gln

Ser

905

Glu

Asp

vVal

Tyr
650
Ser

Gln

Met

Glu

730

Ser

Ala

Lys

Lys

Lys

810

Gly

val

Ser

Met

Glu

890

Glu

Lys

92

Ala
Lys
€35
Asn

Asn

Glu

Gln
715

Tyr

Ala
Val
Ala
Ala
785
Ala
Gln
Thr
Ser
Lys
875
Tyr

Phe

Glu

Leu
620
Gly
Arg
Ala
Met
Met
700
Len
Met
Gly
Leu
Asn
780
Asp
Phe
Phe
Val
Ala
860
Arg
Leu

Ile

Val

Lys
Tyr
Ala
aAsp
Ala
685
Asp
Val
Lys
Ile
Gly
765
Lys
Leu
Met
Gly
Val
845
Gly
Gly
Glu

Gly

Thr

Asp

Ala

Leu

Cys

670

Ser

Asp

Len

Asp

Ile

750

Glu

Thr

Val

Glu

vVal

B30

Ser

Gly

Thr

Glu

Tyx

910

Asp

Ala

Arg

Gln

€55

Lys

Gly

Pro

Lys

Ser

735

Arg

Glu

Leu

Asn

Ala

815

Gly

Lys

Thr

Arg

Arg

895

Asp

Glu

Glu

Lys

640

Ala

Asp

Gln

Glu

Glu

720

Gly

Phe

Thr

Asn
800
Leu
Phe
Asn
Phe
Ile
880
Arg

Ile

Asp
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915 920 825

Glu Glu Glu Asp Glu Ser Lys Lys Lys Ser Cys Gly Asp Glu Gly Glu
930 935 940

Pro Lys Val Glu Glu Val Thr Glu Gly Gly Glu Asp Lys Lys Lys Lys
945 950 955 960

Thr Lys Lys Val Lys Glu Val Thr Lys Thr Tyr Glu Val Gln Asn Lys
' 965 970 975

His Lys Pro Leu Trp Thr Arg Asp Pro Lys Asp Val Thr Lys Glu Glu
980 985 990

Tyr Rla Rla Phe Tyr Lys Ala lle Ser Asn Asp Trp Glu Asp Pro Ala
995 1000 1005

Ala Thr Lys His Phe Ser Val Glu Gly Gln Leu Glu Phe Arg Ala Ile
1010 1015 1020

Ala Phe Val Pro lLys Arg Ala Pro Phe Asp Met Phe Glu Pro Asn Lys
1025 1030 1035 1040

Lys Arg Asn Asn Ile Lys Leu Tyr Val Arg Arg Val Phe Ile Met Asp
1045 1050 1055

Aan Cys Glu Asp Leu Cys Pro Asp Trp Leu Gly Phe Val Lys Gly Val
1060, 1065 1070

Val Asp Ser Glu Asp Leu Pro Leu Asn Ile Ser Arg Glu Asn Leu Gln
1075 1080 1085

Gln Asn Lys Ile Leu Lys Val Ile Arg Lys Asn Ile Val Lys Lys Cys
1090 1095 1100

Leu Glu Leu Phe Glu Glu Ile Ala Glu Asn Lys Glu Asp Tyr Lys Gln
1105 1110 1115 11290

Phe Tyr Glu Gln Phe Gly Lys Asn Ile Lys Leu Gly Ile His Glu Asp
1125 1130 : 1135

Thr Ala Asn Arg lys Lys Leu Met Glu Leu Leu Arg Phe Tyr Ser Thr
1140 1145 1150

Glu Ser Gly Glu Glu Met Thr Thr Leu Lys Asp Tyr Val Thr Arg Met
1155 1160 1165

Lys Pro Glu Gln Lys Ser Ile Tyr Tyr Ile Thr Gly Asp Ser Lys Lys
1170 1175 1180

Lys Leu Glu Ser Ser Pro Phe Ile Glu Lys Ala Arg Arg Cys Gly Leu
1185 1190 1195 1200

Glu Val Leu Phe Met Thr Glu Pro Ile Asp Glu Tyr Val Met Gln Gln
1205 1210 1215

Val Lys Asp Phe Glu Asp Lys Lys Phe Ala Cys Leu Thr Lys Glu Gly
1220 1225 1230
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Val His Phe Glu Glu Ser Glu Glu Glu Lys Lys Gln Arg Glu Glu Lys
1235 1240 1245

Lys Ala. Ala Cys Glu Lys Leu Cys Lys Thr Met Lys Glu Val Leu Gly
1250 1255 ' 1260

Asp Lys Val Glu Lys Val Thr Val Ser Glu Arg Leu Ser Thr Ser Pro
1265 1270 1275 1280

Cys Ile Leu Val Thr Ser Glu Phe Gly Trp Ser Ala His Met Glu Gln
1285 12990 1295

Ile Met Arg Asn Gin Ala Leu Arg Asp Ser Ser Met Ala Gln Tyr Met
1300 ) 1305 1310

Val Ser Lys Lys Thr Met Glu Val Asn Pro Asp His Pro Ile Ile Lys
1315 1320 1325

Glu Leu Arg Arg Arg Val Glu Ala Asp Glu Asn Asp Lys Ala Val Lys
1330 1335 1340

Asp Leu Val Phe Leu Leu Phe Asp Thr Ser Leu Leu Thr Ser Gly Phe
1345 1350 1355 1360

Gln Leu Asp Asp Pro Thr Gly Tyr Ala Glu Arg Ile Asn Arg Met Ile
1365 1370 1375

Lys Leu Gly Leu Ser Leu Asp Glu Glu Glu Glu Glu Val Ala Glu Ala
) 1380 1385 1390

Pro Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Glu Val Thr Ala Gly Thr Ser Ser
1395 1400 1405

Met Glu Gln Val Asp Asp Ile Met Ala Gln Asn Asp Lys Ile Ala Pro
1410 1415 1420

Gln Agsp Gln Asp Ser Phe Leu Asp Asp Gln Pro Gly Val Arg Pro Ile
1425 1430 1435 1440

Pro Ser Phe Asp Asp Met Pro Leu His Gln Asn Leu Leu Arg Gly Ile
) 1445 1450 1455

Tyr Ser Tyr Gly Phe Glu Lys Pro Ser Ser Ile Gln Gln Arg Ala Ile
1460 1465 1470

Ala Pro Phe Thr Arg Gly Gly Asp Ile Ile Ala Gln Ala Gln Ser Gly
1475 1480 1485

Thr Gly Lys Thr Gly Ala Phe Ser Ile Gly Leu Leu Gin Arg Leu Asp
1490 1495 1500

Phe Arg His Asn Leu Ile Gln Gly Leu Val .Leu Ser Pro Thr Arg Glu
1505 1510 1515 1520

Leu Ala Leu Gln Thr Ala Glu Val Ile Ser Arg Ile Gly Glu Phe Leu
1525 1530 1535
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Ser Asn Ser Ser Lys Phe Cys Glu Thr Phe Val Gly Gly Thr Arg Val
1540 1545 1550

Gln Asp Asp Leu Arg Lys Leu Gln Ala Gly Val Ile Val Ala Val Gly
1555 1560 1565

Thr Pro Gly Arg Val Ser Asp Val Ile Lys Arg Gly Ala Leu Arg Thr
1570 1575 1580

Glu Ser Leu Arg Val Leu Val Leu Asp Glu Ala Asp Glu Met Leu Ser
1585 _ 1590 1595 1600

Gln Gly Phe Ala Asp Gln Ile Tyr Glu Ile Phe Arg Phe Leu Pro Lys
1605 1610 1615

Asp Ile Gln Val Ala Leu Phe Ser Ala Thr Met Pro Glu Glu Val Leu
1620 1625 1630

Glu Leu Thr Lys Lys Phe Met Arg Asp
1635 1640

<210> 97

<211> 1427

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construcciones de fusién (poli-proteina) que comprenden multiples antigenos de Leishmania

<400> 97

Met His His His His His His Met Ser Cys Gly Asn Ala Lys Ile Asn
5 10 15

Ser Pro Ala Pro Ser Phe Glu Glu Val Ala Leu Met Pro Asn Gly Ser
20 25 30

Phe Lys Lys Ile Ser Leu Ser Ser .Tyr Lys Gly Lys Trp Val Val Leu
35 40 45

Phe Phe Tyr Pro Leu Asp Phe Thr Phe Val Cys Pro Thr Glu Val Ile
50 55 60

Ala Phe Ser Asp Ser val Ser Arg Phe Asn Glu Leu Asn Cys Glu Val
65 70 75 80

Leu Ala Cys Ser lIle Asp Ser Glu Tyr Ala His Leu Gln Trp Thr Leu
85 90 95

Gln Asp Arg Lys Lys Gly Gly Leu Gly Thr Met Ala Ile Pro Met Leu
100 105 110

Ala Asp Lys Thr Lys Ser Ile Ala Arg Ser Tyr Gly Val Leu Glu Glu
115 120 125

Ser Gln Gly Val Ala Tyr Arg Gly Leu Phe Ile Ile Asp Pro Eis Gly
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Met
145

Glu

Gly
) Pro
Met
Gly

225

Asp

Ser
Leu
Gly
305
Asp
Val
Ser

Ile

Ala
385

Asp

Lys

Ala

130

Leu

Glu

Glu

Glu

Asp

210

Arg

Glu

Met.

Ile

His

290

Leu

Val

Phe

Leu

Axg

370

Leu

Gly

Pro

Leu

Arg

val

Val

Pro

195

Ala

TYyr

Gln

Gln

Lys

275

Gly

Lys

Gln

Thr

Leu

355

Asp

Thr

Glu

Lys

Lys
435

Gln

Leu

Cys

180

Asn

Thr

Val

Asn

Lys

260

Pro

Met

val

Val

Pro

340

Met

Pro

Leu

Glu

Glu

420

Glu

Ile

Arg

165

Pro

Ala

Glu

Glu

Ser

245

Tyr

Arg

Asp

Ala

325

Glu

Leu

Ser

Met

Glu

405

Glu

Glu

Thr

150

Leu

aAla

Ser

Leu

Ala

230

val

1ys

Trp

Arg

Pro

310

Lys

Ala

Gln

Gln

Tyr

390

Glu

Lys

Gly
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135

val

Leu

Asn

val

Lys

215

val

Leu

Tyr
295
Ser
Ala
Phe
Pro
Gly
375
Leu
Arg

Pro

Asn

Asn

Glu

Trp

Glu

200

Asn

Asn

Tyr

Lys

280

Asp

Asn

Axg

Arg

Asp

360

Arg

Ser

Pro

Leu

Lys
440

Asp
Ala
Lys
185
Gly
Lys
Tyr
Ser
Leu
265
Gly
Asp
Ser
Glu
Lys
345
Tyr
Leu
Gly
Ser
Thr

425

Leu

96

Met

Phe

170

Lys

Tyr

Gly

Phe

Asn

250

Asp

Tyr

Ala

Gly

Ala

330

Ile

vVal

Tyr

Met

Ala

410

Asp

TyT

Pro

155

Gln

Gly

Phe

Asn

Ser

235

Asp

Val

Ile

Cys

315

Gln

Lys

Met

Lys

395

Lys

Asn

Leu

140

val

Phe

Rla

Ser

Glu

220

Lys

Ser

Ala

Arg

Ala

300

Ala

Asp

Glu

Met

Glu

380

Ile

Ala

Glu

Ser

Gly

Val

Pro

Lys

205

Glu

Ala

Ala

Asp

Arg
285
Ala

Gln

Pro

Val
365
Asp

Pro

Lys

Lys
445

Arg

Glu

Thr

190

Gln

Phe

Ile

Cys

Lys

270

Gly

Tyr

Gly

Ile

Pro

350

Asp

Gln

Asn

Glu

Glu

430

Lys

Ser

Lys

175

Met

Gly

Ser

Gln

Phe

255

Cys

Ala

Glu

Val

Ala

335

Lys

Thr

Arg

Asp

Thr

415

Ala

FPhe

Val
160
His

Lys

Serxr

Leu

240

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

320

Arg

Leu

val

Phe

Gly

400

Ala

Leu

Glu



Glu
Thr
465

Tyr

Glu

Tyr
Leu
545
Ile
Phe
Ile
Ala
Lys
625

Gly

Tyr

Ser
Ile
705

Met

Ile

Ala
450
Leu
Asp
Asn
Leu
Lys
530
Asp
Lys
Lys
Tyr

610

Cys

Asn
Arg
Ala
690
Ala

Gln

Ser

Leu

Tyr

Lys

His

Cys

515

Arg

Glu

Pro

Glu

Arg

595

Ile

Ile

Glu
Tyr
675

Asp

Asn

Ser

Thr

Ile

Cys

Cys

500

Leu

Ala

Cys

Glu

Asp

580

Lys

Glu

Tyr

Gly

660

Gly

Ile

Asp

Lys
740

Lys

Leu

Ile

485

Asp

Gln

Leu

Glu

Ile

565

Lys

Pro

Leu

Leu

Phe

645

Leu

Thr

Asp

Met

Pro

125

Ile

Tyr
Asn
470
Ala
Tyr
Arg
Val
Lys
550
Ala
Phe
Ala
Gly
Lys
630
Trp
Lys
Ile
Glu
Gln
710

Thr

Asn

Gln

455

val

Glu

Thr

Gln

Glu

535

Glu

Lys

Pro

Glu

Ala

615

Pro

Thr

Val

Met

Ala

695

Asp

Arg

Lys
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Glu

Ser

Cys

Ile

5290

Trp

His

Gln

Glu

HEis

600

Fhe

Asp

Lys

Asp

Lys

680

Ala

Ser

Ile

Leu

Ala

Ala

Glu

Ile

505

Lys

Axrg

Gln

Lys

Ala

585

Thr

Asn

Phe

Gln

Pro

665

Ile

Arg

Tyxr

Gln

Ile
745

Gln

val

Lys

Lys

570

val

Ser

Asp

val

TYL

650

Ser

Gln

Arg

Met

Glu

730

Ser

97

Val
Tyr
475

Gly

Lys

Glu

Pro
Ala
555

Asp

Tyr

_Ala

Lys
635
Asn
Asn
Glu
Ala
Gln
715

Tyr

Ala

Lys
460
Phe
Ile
Leu
Ala
Asp
540
val
Glu
Ala
Ser
Leu
620
Gly
Arg
Ala
Met
Met
700
Leu

Met

Gly

Asp

Glu

Glu

Met

Ala
525

Thr*

Glu

Gly

Tyr

Asn

605

Lys

Tyr

Asp

Ala

685

Asp

val

Lys

Ile

Pro
Gln
His
Thr
510
Ile

Leu

Glu

Thr
590
Arg

Asp

Leu
Cys
€70
Ser
Asp
Leu

Asp

Ile
750

Asn

Gly

Gly

495

Asp

Lys

Ala

Gln

375

Glu

Ala

Ala

Arg

Gln

655

Lys

Gly

Pro

Lys

Ser

735

Arg

Asn
Asp
480

Axg

Leu
Lys
Tyr
560
Tyr
Ala
Ala
Glu
Lys
640
Ala
Asp
Gln
Glu .
Glu
720

Gly

Phe
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Gly Gln Glu Phe Ser Leu Thr Asp Pro Rla Val Leu Gly Glu
755 : 760 765

His Leu Arg val Arg Val Val Pro Asp Lys Ala Asn Lys Thr
770 775 780

Val Glu Asp Asn Gly Ile Gly Met Thr Lys Ala Asp Leu Val

785 ) 790 795

Leu Gly Thr Ile Ala Arg Ser Gly Thr Lys Ala Phe Mat Glu
805 810

Glu Ala Gly Gly Asp Met Ser Met Ile Gly Gln Phe Gly Val
820 825 830

Tyr Ser Ala Tyr Leu Val Ala Asp Arg Val Thr Val Val Ser
835 840 845

Asn Ser Asp Glu Ala Tyr Val Trp Glu Ser Ser Ala Gly Gly
) 850 855 860

Thr Ile Thr Ser Val Pro Glu Ser Asp Met Lys Arg Gly Thr
865 870 875 .

Thr Leu His Leu Lys Glu Asp Gln Glan Glu Tyr Leu Glu Glu
885 890

Val Lys Glu Leu_Ile Lys Lys His Ser Glu Phe Ile Gly Tyr
900 905 910

Glu Leu Met Val Glu Lys Thr Ala Glu Lys Glu Val Thr Asp
915 920 925

Glu Glu Glu Asp Glu Ser Lys Lys Lys Ser Cys Gly Asp Glu
930 ) 935 940

| )
Pro Lys Val Glu Glu Vval Thr Glu Gly Gly Glu Asp Lys Lys
945 950 955

Thr Lys Lys Val Lys Glu Val Thr Lys Thr Tyr Glu Val Gln
965 970

His Lys Pro Leu Trp Thr Arqg Asp Pro Lys Asp Val Thr Lys
880 9835 990

Tyr Ala Ala Phe Tyr Lys Ala Ile Ser Asn Asp Trp Glu Asp
935 1000 1005

Ala Thr Lys His Phe Ser Val Glu Gly Gla Leu Glu Phe Axrg
1010 1015 1020

Ala Phe Val Pro Lys Arg Ala Pro Fhe Asp Met Phe Glu Pro
1025 1030 1035

Lys Arg Asn Asn Ile Lys Leu Tyr Val Arg Arg Val Phe Ile
1045 ) 1050

Asn Cys Glu Asp Leu Cys Pro Asp Trp Leu Gly Phe Val Lys

98

Glu

Leu

Asn

Ala

815

Gly

Lys

Thr

Arg

Arg

895

Asp

Glu

Gly

Lys

Asn

975

Glu

Pro

Ala

Asn

Met

1055

Gly

Thr
Thx
Asn
800
Leu
Phe
Asn
Phe
Ile
880
Arg
Ile
Asp
Glu
Lys
9640
Lys
Glu
Ala
Ile
Lys
1040

Asp

Val
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1060 1065 1070

Val Asp Ser Glu Asp Leu Pro Leu Asn Ile Ser Arg Glu Asn Leu Gln
1075 1080 1085

Gln Asn Lys Ile Leu Lys Val Ile Arg Lys Asn Ile Val Lys Lys Cys
1090 1095 1100

Leu Glu Leu Phe Glu Glu Ile Ala Glu Asn Lys Glu Asp Tyr Lys Gln
1105 1110 1115 1120

Phe Tyr Glu Gln Phe Gly Lys Asn Ile Lys Leu. Gly Ile His Glu Asp
1125 1130 1135

Thr Ala Asn Arg Lys Lys Leu Met Glu Leu Leu Arg Phe Tyr Ser Thr
1140 1145 1150

Glu Ser Gly Glu Glu Met Thr Thr Leu Lys Asp Tyr Val Thr Arg Met
1155 1160 1165

Lys Pro Glu Gln Lys Ser Ile Tyr Tyr Ile Thx Gly Asp Ser Lys Ly
1170 117S 1180 :

Lys Leu Glu Ser Ser Pro Phe Ile Glu Lys Ala Arg Arg Cys Gly Leu
1185 1190 1195 1200

Glu Val Leu Phe Met Thr Glu Pro Ile'Asp GIu Tyr Val Met Gln Gln
1205 1210 1215

Val Lys Asp Phe Glu Asp Lys Lys Phe Ala Cys Leu Thr Lys Glu Gly
1220 ° 1225 1230

Val His Phe Glu Glu Ser Glu Glu Glu Lys Lys Gln Arg Glu Glu Lys
1235 1240 1245

Lys Ala Ala Cys Glu Lys Leu Cys Lys Thr Met Lys Glu Val Leu Gly
1250 1255 1260

Asp Lys Val Glu Lys Val Thr Val Ser Glu Arg Leu Ser Thr Ser Pro
1265 1270 1275 1280

Cys 1le Leu Val Thr Ser Glu Phe Gly Trp Ser Ala His Met Glu Gln
1285 1290 1295

Ile Met Arg Asn Gln Ala Leu Arg Asp Ser Ser Met Ala Gln Tyr Met
1300 1305 1310

Val Ser Lys Lys Thr Met Glu Val Asn Pro Asp His Pro lIle Ile Lys
1315 1320 1325

Glu Leu Arg Arg Arg Val Glu Ala Asp Glu Asn Asp Lys Ala Val Lys
1330 1335 1340

Agp Leu Val Phe Leu Leu Phe Asp Thr Ser Leu Leu Thr Ser Gly FPhe
1345 1350 1355 1360

Gln Leu Asp Asp Pro Thr Gly Tyr Ala Glu Arg Ile Asn Arg Met Ile
1365 1370 1375

99
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Lys Leu Gly Leu Ser Leu Asp Glu Glu Glu Glu Glu Val Ala Glu Ala

1380

1385

1390

Pro Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Glu Val Thr Ala Gly Thxr Ser Ser
1405

1395

1400

Met Glu Gln Val Rsp Asp Ile His His Thr Gly Gly Arg Ser Ser Arg

1410

Ser Gly Cys

1425

<210> 98
<211> 4929
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica construcciones de fusién (poli-proteina) que comprenden multiples antigenos

de Leishmania
<400> 98

catatgcace
ccegtectteg
tcctacaagg
ccgacagagq
gtcctcgegt
aagaagggcg
gctecgttect
atcgacccce
gtggaggagg
tgccecegega
gagggatact
gaagagttct
ttggatgagce
aaatacaagg
aagggctacg
gccgegtatg
aaggacgtgc
ccggaggegt
gactacgtga
gaagaccagc
ggtgatggceg
gaggagaage
aagctgtacc
aaagacccca
gactacgaca
tgcgactaca
aggaagtacg
gacaccctca
tacatcgatc
gataagttcce
cacacctcct
ctcaaggacyg
aagggtcatg

accaccacca
aggaggtggce
gcaagtgggt
tcatcegegtt
gctcgataga
gcctcegggac
acggcgtgct
atggcatgcet
ttctacgect
actggaagaa
tcagcaagca
ccgecggecg
agaacagtgt
acgcgctgga
tgcgeccgagg
aaaaggggct
aggtagccaa
tccgcaagat
agatggtaga
getttgeect
aggaggagga
ctctcaccga
tctcgaagaa
acaacacttt
agtgcatcge
caatcattge
aggctgctat
agaagctgac
ctgagatcgc
ccgaggecgt
acagcaatcg
cggagaagtg
cttacttttg

1415

ccacatgtcc
gctcatgecee
cgtgctctte
ctccgacage
cagcgagtac
catggcgatc
ggaggagage
gcgtcagate
gctggaggcet
gggecgeceece
gggatccatg
ctatgtggag
cctctacage
cgacgccgac
agcagctctce
caaggtggac
ggcccgegaa
ccaagagaat
caccgtcatc
gacgctcatg
acgtccgtct
Caacgagaag
gtttgaggag
atacattctg
cgagtgcgag
gaagctcatg
cgacctttac
ggagtgcgag
gaagcagaag
ggcagcgtac
cgcggecgeyg
cattgagctg
gaccaagcag

tgcggtaacg
aacggcagct
ttctacececge
gtgagtcgcet
gcgcacctge
ccaatgctag
cagggcgtgg
accgtcaatg
tttcagtteg
acgatgaagc
gacgcaactg
gcggtgaact
aaccgctecg
aagtgcatct
catggcatgc
ccttccaaca
gcacgtgacc
cccaagctgt
cgcgaccctt
tacctgagceg
gcgaaggcgg
gaggccctgg
gcgctgacca
aacgtgtcgg
cacggtatcg
acccggaacg
aagcgcgecce
aaggagcacc
aaagacgaag
acggaggeca
tacatcaagce
aagcccgact
tacaaccgceg

100

1420

ccaagatcaa
tcaagaagat
tcgacttcecac
tcaacgagct
agtggacgcet
ccgacaagac
cctaccgeaqg
acatgccggt
tggagaageca
cggaaccgaa
agctgaagaa
acttctcaaa
cctgttttge
cgatcaagcc
gccgetacga
gcggetgege
ccatcgctcg
ctctacttat
cgcagggcceqg
gaatgaagat
cagagacagc
cgctcaagga
agtaccaaga
ccgtgtactt
agcacggtcg
ccttgtgect
ttgtcgagtg
aaaaggcggt
gtaaccagta
tcaagcgcaa
ttggagcctt
ttgttaaggg
cgctgcaggce

cteteecgeg
cagcctctee
cttegtgtge
caactgcgag
gcaggacege
caagagcatc
tectettecate
gggecgcage
cggcgaggtg
tgecgtctgte
caaggggaac
ggcgatccag
agccatgcag
gaattgggec
cgatgccatt
gcagggcgtg
cgtettcace
gctgecagecq
gctgtacatg
tccecaacgat
gaagccaaaa
ggagggcaac
ggcgcaggtg
cgagcagggt
cgagaaccac
ccagaggcag
gcgtaaccct
ggaggaagcc
cttcaaggag
ccctgccgag
caacgacgcee
ctacgegege
gtacaatgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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ggcctcaagg
aagattcagg
atggacgatc
gagatgcaga
aagatcaaca
gacccggcegy
aacaagacgc
aatctgggca
ggcgacatga
gaccgcgtga
gcgggeggea
atcacgctge
ctgatcaaga
gcggagaagg
ggggacgagqg
aagacgaaga
ctctggacge
atctccaacg
gagttccgeg
aagaagcgca
gacctgtgce
ctgaacatct
atcgtgaaga
cagttctacg
cgcaagaaqgc
acactgaagg
ggcgacagca
ctcgaggtgc
ttcgaggaca
gaggagaaga
aaggaggtgc
ccgtgecatee
aaccaggcge
gtgaacceceg
gacaaggccyg
ttccagctgg
ctgtegeteg
gcggaggtca
gataagatcg
atccegtect
gggttcgaga
gacatcatcg
ctgcagcgcece
gagctggccc
tccaagttct
ctaggccggcey
ggcgcgetge
tctcagggcet
gtcgegetcet
cgcgactaa

<210> 99
<211> 4233
<212> ADN

tggaccegag
agatggcatc
ctgaaatcge
acgatcecac
agctgatttc
tgctgggega
tgacggtgga
cgatcgegeg
gcatgatcgg
cggtggtgte
cgttcaccat
acctaaagga
agcactccga
aggtgacgga
gcgagcecgaa
aggtgaagga
gcgacccgaa
actgggagga
cgatcgegtt
acaacatcaa
cggactggcet
cgcgegagaa
agtgcctgga
agcagttcgy
tgatggagtt
actacgtgac
agaagaagct
tgttcatgac
agaagttcgce
agcagcgcga
tgggcgacaa
tggtgacgte
tgcgegactce
accaccecat
tgaaggacct
atgaccccac
acgaggagga
cecgceggeac
ccccecagga
tcgacgacat
agccgtecag
cgcaggecca
tggactteceg
tgcagacggce
gcgagacctt
tcatcgttge
gcacagagte
tcgecggacca
tctecgecac

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica construcciones de fusion (poli-proteina) que comprenden mdltiples antigenos

de Leishmania

<400> 99

ES 2391562 T3

caatgecggac
tggccaatcc
ggcaatcatg

‘gcegecattcag

agctggcatce
ggagactcac
ggataacggce
ctececggecacg
ccagtteggt
gaagaacaac
cacgagcgtg
ggaccagcag
gttcatcgge
cgaggacgag
ggtggaggag
ggtgacgaag
ggacgtgacg
cccggcggceg
cgtgccgaag
gctgtacgtg
cggcttegtg
cctgcagcag
gctgttcgaa
caagaacatc
gctgegette
gegecatgaag
ggagtcgtcg
ggagcegatce
gtgcctgacg
ggagaagaag
ggtggagaag
ggagtttggg
cagcatggcg
catcaaggag
cgtcttectg
cggctacgcc
ggaggaggtce
ctccagcatg
ccaggactcce
gccgetgeac
catccagcag
gtcecggtace
ccacaacctg
ggaggtgatc
tgtcggegge
cgtgggcacg
getgcgegtg
gatttacgag
gatgccggag

tgcaaggatg
gcggatggeg
caagatagct
gagtacatga
attcgttttg
ctgcgegtec
atcggcatga
aaggcgttca
gtecggcttct
tcggacgagg
ccggagtegg
gagtacctgg
tacgacatcg
gaggaggacg
gtgacggagg
acgtacgagg
aaggaggagt
acgaagcact
cgegegeegt
cgecgegtgt
aagggcgtcg
aacaagatce
gagatagcgg
aagctgggca
tacagcaccyg
ccggageaga
ccgttcatcg
gacgagtacg
aaggaaggcg
gcggegtgeg
gtgaccgtgt
tggteggege
cagtacatgg
ctgegecgee
ctcttecgaca
gagcgcatca
gccgaggege
gagcaggtag
ttcectegatg
cagaacctgce
cgcgegatag
ggcaagacgg
atccagggce
agccgcatcg
acgcgegtge
ccgggecgceg
ctggtgctcg
atcttccget
gaggtactgg

101

ggcggtatcg
acgaggeggce
acatgcaact
aggactccgg
gtcaggaatt
gcgtggtagcce
ccaaggcgga
tggaggcact
actccgcgta
cgtacgtatg
acatgaagcg
aggagcgcceyg
agctgatggt
agtcgaagaa
gcggegagga
tecagaacaa
acgcggcctt
tectcggtgga
tcgacatgtt
tcatcatgga
tggacagega
tgaaggtgat
agaacaagga
tccacgagga
agtcggggga
agtcgatcta
agaaggcgag
tgatgcagcea
tgcacttcga
agaagctgtg
cggagcgcecct
acatggaaca
tgtccaagaa
gcgtggagge
cgtcgctget
accgcatgat
cgccggeega
acgatatcat
accagcceqqg
tgcgtggcat
cccecttcac
gtgecttetc
tecgtgetcete
gtgagttcet
aggatgacct
tgtccgacgt
acgaggctga
tcetgecgaa
agctgacgaa

cacaatcatg
gcgccgggcee
agtgttgaag
gatctcatcg
cagcctgacg
ggacaaggcyg
cctegtgaac
ggaggccggce
ccttgtggeg
ggagtcgtee
cggcacgcge
ggtgaaggag
ggagaagacg
gaagtcectge
caagaagaag
gcacaagceccegq
ctacaaggec
gggccagctg
cgagccgaac
caactgcgag
ggacctgeey
ccgcaagaac
ggactacaag
cacggcgaac
ggagatgacg
ctacatcact
acgctgcggy
ggtgaaggac
ggagtccgag
caagacgatg
gtcgacgteg
gatcatgecge
gacgatggag
ggacgagaac
cacgtcecgge
caagctcggc
ggcagcccec
ggcgcagaat
cgttegeceg
ctactegtac
gcgeggeggc
catcggtctg
ccecactege
gtcgaacage
gcgecaagetg
gatcaagcgt
tgagatgcetyg
ggacatccag
gaagttcatg

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4929



ccagtgtggt
gaggtggcge
aagtgggtcg
atcgcgttet
tcgatagaca
ctcgggacca
ggcgtgcetgg
ggcatgctgc
ctacgcctge
tggaagaagg
agcaagcagy
gecyggecget
aacagtgtcc
gcgetggacg
cgccgaggag
aaggggctca
gtagccaagg
cgcaagatcc
atggtagaca
tttgeectga
gaggaggaac
ctcaccgaca
tcgaagaagt
aacactttat
tgcatcgecyg
atcattgcga
gctgctateg
aagctgacgg
gagatcgcga
gaggccgtgg
agcaategeg
gagaagtgca
tacttttgga
gacccgageca
atggcatctg
gaaatcgecgg
gatcccacge
ctgatttcag
ctgggegagg
acggtggagg
atcgecgeget
atgatcggece
gtggtgtcga
ttcaccatca
ctaaaggagg
cactecgagt
gtgacggacg
gagccgaagg
gtgaaggagg
gacccgaagg
tgggaggacc
atcgecgttceg
aacatcaagc
gactggctcg

ggatgtecctg
tcatgcccaa
tgctecttett
ccgacagcgt
gcgagtacgce
tggcgatece
aggagagcca
gtcagatcac
tggaggcecttt
gcgcccecceac
gatccatgga
atgtggaggce
tctacagcaa
acgccgacaa
cagctctcca
aggtggacce
cccgcgaage
aagagaatcc
ccgtcatccg
cgctcatgta
gtcegtetge
acgagaagga
ttgaggaggce
acattctgaa
agtgcgagea
agctcatgac
acctttacaa
agtgcgagaa
agcagaagaa
cagcgtacac
cggcecgegta
ttgagctgaa
ccaagcagta
atgcggactg
gccaatccge
caatcatgca
gcattcagga
ctggcatcat
agactcacct
ataacggcat
ccggcacgaa
agttcggtgt
agaacaactc
cgagegtgee
accagcagga
tcateggceta
aggacgagga
tggaggaggt
tgacgaagac
acgtgacgaa
cggeggcegac
tgccgaageg
tgtacgtgeg
gcttegtgaa

ES 2391562 T3

cggtaacgcce
cggcagcttc
ctacccgete
gagtcgcectte
gcacctgcag
aatgcetagee
gggcgtggece
cgtcaatgac
tcagttcgtg
gatgaagcceg
cgcaactgag
ggtgaactac
cegetecgcee
gtgcatctceg
tggcatgegce
ttccaacage
acgtgacccece
caagctgtet
cgaccctteg
cctgagcgga
gaaggcggea
ggcectggeg
gctgaccaag
cgtgtcggee
cggtatcgag
ccggaacgcee
gcgegecctt
ggagcaccaa
agacgaaggt
ggaggccatc
catcaagctt
gcecegacttt
caaccgcgeq
caaggatggg
ggatggcgac
agatagctac
gtacatgaag
tcgttttggt
gegegteege
cggcatgacc
ggcgttcatg
cggcttctac
ggacgaggcg
ggagtcggac
gtacctggag
cgacatcgag
ggaggacgag
gacggagggc
gtacgaggtc
ggaggagtac
gaagecactte
cgcgecgtte
ccgcgtgttce
gggcgtegtg

aagatcaact
aagaagatca
gacttcacct
aacgagctca
tggacgctge
gacaagacca
taccgeggte
atgccggtgg
gagaagcacg
gaaccgaatg
ctgaagaaca
ttctcaaagg
tgttttgcag
atcaagccga
cgctacgacg
ggctgcgege
atcgctegeg
ctacttatge
cagggccggce
atgaagattc
gagacagega
ctcaaggagg
taccaagagg
gtgtacttcg
cacggtcgceyg
ttgtgcectee
gtcgagtggce
aaggcggtgg
aaccagtact
aagcgcaacc
ggagccttca
gttaaggget
ctgecaggegt
cggtatcgea
gaggcggcge
atgcaactag
gactccggga
caggaattca
gtggtgccgg
aaggcggacc
gaggcactgg
tcegegtace
tacgtatggg
atgaagcgeg
gagcgceggg
ctgatggtag
tcgaagaaga
ggcgaggaca
cagaacaagc
gcggecttet
tcggtggagg
gacatgttcg
atcatggaca
gacagcgagyg

102

ctcecgegee
gectctecte
tegtgtgece
actgcgaggt
aggaccgcaa
agagcatege
tectteateat
gccgceagegt
gcgaggtgtg
cgtctgtega
aggggaacga
cgatccagtt
ccatgcagaa
attgggccaa
atgccattgce
agggcgtgaa
tcttecacece
tgcagecgga
tgtacatgga
ccaacgatgg
agccaaaaga
agggcaacaa
cgcaggtgaa
agcagggtga
agaaccactg
agaggcagag
gtaaccctga
aggaagccta
tcaaggagga
ctgccgagca
acgacgccct
acgcgcgcaa
acaatgaggg
caatcatgaa
gccgggcecat
tgttgaagga
tctcatcgaa
gcctgacgga
acaaggcgaa
tcgtgaacaa
aggccggegg
ttgtggcgga
agtcgtcege
gcacgcgecat
tgaaggagct
agaagacggce
agtcctgegg
agaagaagaa
acaagccegct
acaaggccat
gccagctgga
agccgaacaa
actgcgagga
acctgecgcet

gtecttcgag
ctacaagggc
gacagaggtc
cctegegtge
gaagggcggc
tegttectac
cgaccccceat
ggaggaggtt
ccccgegaac
gggatacttc
agagttctec
ggatgagcag
atacaaggac
gggctacgtg
cgcgtatgaa
ggacgtgcag
ggaggcgttce
ctacgtgaag
agaccagcegce
tgatggcgag
ggagaagcct
gctgtaccte
agaccccaac
ctacgacaag
cgactacaca
gaagtacgag
caccctcaag
catcgatcct
taagttccce
cacctcctac
caaggacgcyg
gggtcatgct
cctecaaggtyg
gattcaggag
ggacgatcct
gatgcagaac
gatcaacaag
cccggeggty
caagacgctg
tctgggcacyg
cgacatgagc
ccgegtgacy
gggcggcacg
cacgctgeac
gatcaagaag
ggagaaggag
ggacgagggc
gacgaagaag
ctggacgcgce
ctccaacgac
gttcecgegeg
gaagcgcaac
cectgtgeccg
gaacatctcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
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15

cgcgagaace
tgcctggage
cagttcggca
atggagttgce
tacgtgacgc
aagaagectgg
ttcatgacgg
aagttcgcegt
cagegcgagg
ggcgacaagg
gtgacgtcgg
cgcgactceea
caccccatca
aaggaccteg
gaccccaccg
gaggaggagg
gceggcacct

<210> 100
<211> 4917
<212> ADN

tgcagcagaa
tgttcgaaga
agaacatcaa
tgcgettcta
gcatgaagcce
agtcgtegec
agccgatcga
gcectgacgaa
agaagaaggc
tggagaaggt
agtttgggtg
gcatggegea
tcaaggagct
tettectget
gctacgecga
aggaggtecgce
ccagcatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN que codifica construcciones de fusién (poli-proteina) que comprenden multiples antigenos

de Leishmania
<400> 100

ccagtgtaggt
gaggtggege
aagtgggtcg
atcgcgttet
tcgatagaca
ctcgggacca
ggcgtgetgg
ggcatgctgce
ctacgecctge
tggaagaagg
agcaagcagg
gcecggecget
aacagtgtcc
gcgctggacyg
cgccgaggag
aaggggctca
gtagccaagg
cgcaagatcc
atggtagaca
tttgecectga
gaggaggaac
ctcaccgaca
tcgaagaagt
aacactttat
tgcategeeg
atcattgcga
gctgctateg
aagctgacgg

ggatgtecctg
tcatgececcaa
tgctcttctt
ccgacagcgt
gcgagtacge
tggcgatcece
aggagagcca
gtcagatcac
tggaggettt
gcgeccecac
gatccatgga
atgtggagge
tctacagceaa
acgccgacaa
cagctctceca
aggtggaccec
cccgegaage
aagagaatcc
ccgtcatceeg
cgctcatgta
gtcegtetge
acgagaagga
ttgaggaggc
acattctgaa
agtgcgagca
agctcatgac
acctttacaa
agtgcgagaa
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caagatcctg
gatagcggag
gctgggecatc
cagcaccgag
ggagcagaag
gttcatcgag
cgagtacgtg
ggaaggegtg
ggcgtgcgag
gaccgtgtcg
gtcggegeac
gtacatggtg
gcgccgcege
cttcgacacg
gcgcatcaac
cgaggcgecqg
gcaggtggac

cggtaacgcce
cggcagcette
ctacccgete
gagtegette
gcacctgcag
aatgctagcc
gggcgtggee
cgtcaatgac
tcagttegtyg
gatgaagecg
cgcaactgag
ggtgaactac
cegectecgee
gtgcatctcg.
tggcatgcege
ttecaacage
acgtgacccee
caagetgtet
cgacccttcg
cctgagegga
gaaggcggca
ggccctggey
gctgaccaag
cgtgtcggcee
cggtatcgag
ccggaacgcecce
gcgegecectt
ggagcaccaa

aaggtgatce
aacaaggagg
cacgaggaca
tcgggggagg
tcgatctact
aaggcgagac
atgcagcagg
cacttcgagg
aagctgtgca
gagegcectgt
atggaacaga
tccaagaaga
gtggaggcgg
tegetgetca
cgcatgatca
ccggecgagg
taa

aagatcaact
aagaagatca
gacttcacct
aacgagctca
tggacgctge
gacaagacca
taccgceggtce
atgccggtgyg
gagaagcacg
gaaccgaatg
ctgaagaaca
ttctcaaagg
tgttttgecag
atcaagccga
cgctacgacg
ggctgegege
atcgctcagcg
ctacttatgce
cagggceggce
atgaagatte
gagacagcga
ctcaaggagg
taccaagagg
gtgtacttcg
cacggtcgcyg
ttgtgcctee
gtcgagtgge
aaggcggtgg

103

gcaagaacat
actacaagca
cggcgaaccy
agatgacgac
acatcactgg
gctgeggget
tgaaggactt
agtcegagga
agacgatgaa
cgacgtcgec
tcatgcgcaa
cgatggaggt
acgagaacga
cgteceggett
agcteggect
cagcecceege

ctecegegee
gcctetecte
tegtgtgccee
actgcgaggt
aggaccgcaa
agagcatcgce
tcttecatecat
gccgcagcgt
gcgaggtgtg
cgtctgtcga
aggggaacga
cgatccagtt
ccatgcagaa
attgggccaa
atgccattge
agggcgtgaa
tettcacecee
tgcagccgga
tgtacatgga
ccaacgatgg
agccaaaaga
agggcaacaa
cgcaggtgaa
agcagggtga
agaaccactg
agaggcagag
gtaaccctga
aggaagccta

cgtgaagaag
gttctacgag
caagaagctg
actgaaggac
cgacagcaagq
cgaggtgctyg
cgaggacaag
ggagaagaag
ggaggtgctyg
gtgcatcctyg
ccaggcgctyg
gaaccecegac
caaggccgtg
ccagctggat
gtcgctegac
ggaggtcace

gtccttcgag
ctacaagggc
gacagaggtc
cetegegtge
gaagggcggce
tegttectac
cgacecccecat
ggaggaggtt
cccegcgaac
gggatacttc
agagttctcc
ggatgagcag
atacaaggac
gggctacgtg
cgcgtatgaa
ggacgtgcag
ggaggegttc
ctacgtgaag
agaccagcgce
tgatggegag
ggagaagcct
gctgtacctc
agaccccaac
ctacgacaag
cgactacaca
gaagtacgag
caccctcaag
catcgatcct

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4233

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



gagatcgcga
gaggcegtgg
agcaatcgceg
gagaagtgca
tacttttgga
gacccgagea
atggcatctg
gaaatcgcgg
gatcccacgce
ctgatttcag
ctgggcgagg
acggtggagg
atcgecgeget
atgatcggcce
gtggtgtcga
ttcaccatca
ctaaaggagg
cacteccgagt
gtgacggacg
gagccgaagqg
gtgaaggagyg
gaccegaagqg
tgggaggacc
atcgegtteg
aacatcaagce
gactggecteg
cgcgagaacce
tgcetggage
cagttecggca
atggagttge
tacgtgacge
aagaagctgg
ttcatgacgg
aagttcgegt
cagcgcgagg
ggcgacaagg
gtgacgtcgg
cgegactceea
cacccecatea
aaggacctcg
gacccecaceg
gaggaggagg
gceggecacct
ccccaggace
gacgacatgce
ccgtecagea
caggcccagt
gacttcegece
cagacggcgg
gagacctttg
ategttgcecg
acagagtcgce
gcggaccaga
tcegecacga

<210> 101
<211> 2735
<212> ADN

agcagaagaa
cagcgtacac
cggecgegta
ttgagctgaa
ccaagcagta
atgcggactg
gecaatcecege
caatcatgca
gcattcagga
ctggecatcat
agactcacct
ataacggcat
cecggcacgaa
agtteggtgt
agaacaactc
cgagcegtgee
accagcagga
tcatcggcta
aggacgagga
tggaggaggt
tgacgaagac
acgtgacgaa
cggcggcgac
tgccgaageg
tgtacgtgeg
gettcgtgaa
tgcagcagaa
tottcgaaga
agaacatcaa
tgcgcttcta
gcatgaagce
agtcgtegec
agccgatcga
gcctgacgaa
agaagaaggc
tggagaaggt
agtttgggtg
gcatggecgca
tcaaggagct
tcttectget
gctacgcega
aggaggtcge
ccagcatgga
aggactccett
cgctgcacca
tccagcageg
ccggtaccgg
acaacctgat
aggtgatcag
tcggeggeac
tgggcacgce
tgcgegtget
tttacgagat
tgeccggagga

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2391562 T3

agacgaaggt
ggaggccate
catcaagcett
gcccgacttt
caaccgcegceg
caaggatggg
ggatggcgac
agatagctac
gtacatqgaag
tegttttggt
gcgegtecge
cggcatgacc
ggcgttcatg
cggettctac
ggacgaggcg
ggagtcggac
gtacctggag
cgacatcgag
ggaggacgag
gacggagggc
gtacgaggtce
ggaggagtac
gaagcacttc
cgegeegtte
cegegtgtte
gggcgtegtyg
caagatcctg
gatagcggag
gctgggeate
cagcaccgag
ggagcagaag
gttcatcgag
cgagtacgtg
ggaaggcgtg
ggcgtgcgag
gaccgtgteg
gtecggcgcac
gtacatggtg
gegecgecge
cttcgacacg
gcgecatcaac
cgaggcgceceg
gcaggtggac
cctecgatgac
gaacctgcetyg
cgcgatagec
caagacgggt
ccagggectc
ccgcateggt
gcgegtgcag
gggccgegtg
ggtgctecgac
cttcegette
ggtactggag

aaccagtact
aagcgcaacce
ggagccttcea
gttaaggget
ctgcaggegt
cggtatcgceca
gaggcggege
atgcaactaqg
gactccggga
caggaattca
gtggtgccgg
aaggcggace
gaggcactgg
tcegegtace
tacgtatggg
atgaagcgcg
gagcgceeqggg
ctgatggtgg
tcgaagaaga
ggcgaggaca
cagaacaagc
gcggeettcet
tcggtggagg
gacatgttcg
atcatggaca
gacagcgagg
aaggtgatce
aacaaggagg
cacgaggaca
tcgggggagg
tecgatctact
aaggcgagac
atgcagcagg
cacttcgagg
aagctgtgea
gagcgectgt
atggaacaga
tccaagaaga
gtggaggcgg
tcgetgetca
cgcatgatca
ccggccgagyg
gatatcatgg
cagcececggeg
cgtggcatct
cecttcacge
gcettecteca
gtgctectece
gagttcetgt
gatgacctgce
tccgacgtga
gaggctgatg
ctgccgaagg
ctgacgaaga

104

tcaaggagga
ctgccgagea
acgacgceccect
acgcgegcaa
acaatgaggg
caatcatgaa
gcegggecat
tgttgaagga
tctcatcgaa
gcctgacgga
acaaggcgaa
tcgtgaacaa
aggeccggegyg
ttgtggcgga
agtcgtcecge
gcacgcgcat
tgaaggagct
agaagacggc
agtcctgegg
agaagaagaa
acaagccgcet
acaaggccat
gccagctgga
agccgaacaa
actgcgagga
acctgceget
gcaagaacat
actacaagca
cggcgaaccg
agatgacgac
acatcactgg
gctgeggget
tgaaggactt
agtccgagga
agacgatgaa
cgacgtegee
tcatgcgcaa
cgatggaggt
acgagaacga
cgtccggett
agctcggect
cagececcege
cgcagaatga
ttcgceccgat
actcgtacgg
gcggcggcega
tcggtetget
ccactcgega
cgaacagctce
gcaagctgeca
tcaagcgtgg
agatgcetagte
acatccaggt
agttcatgcg

taagttccce
cacctcctac
caaggacgceg
gggtcatgcet
cctcaaggtg
gattcaggag
ggacgatcct
gatgcagaac
gatcaacaag
cccggeagtyg
caagacgctg
tctgggecacyg
cgacatgagc
ccgegtgacg
gggcggcacyg
cacgctgcac
gatcaagaag
ggagaaggag
ggacgagggc
gacgaagaadg
ctggacgcgc
ctccaacgac
gttecgegeg
gaagcgcaac
cctgtgeeeg
gaacatctcg
cgtgaagaag
gttctacgag
caagaagctg
actgaaggac
cgacagcaag
cgaggtgctg
cgaggacaag
ggagaagaag
ggaggtgctg
gtgcatcctg
ccaggcgcetg
gaaccccgac
caaggccgtg
ccagctggat
gtecgectcgac
ggaggtcace
taagatcgcee
ccegteette
gttcgagaag
catcatecgeg
gcagcgccty
getggecetyg
caagttctge
ggccggegte
cgegetgege
tcagggcttc
cgcgetette
cgactaa

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
23%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4817
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<223> Secuencia de ADN que codifica construcciones de fusién (poli-proteina) que comprenden multiples antigenos

de Leishmania
<400> 101

catatgcacc
ccgtectteg
tcctacaagg
ccgacagagg
gtecetegegt
aagaagggcg
gctcgtteet
atcgacccce
gtggaggagyg
tgccecgega
gagggatact
gaagagttct
ttggatgage
aaatacaagyg
aagggctacg
gccgegtatg
aaggacgtgc
ccggaggcegt
gactacgtga
gaagaccagc
ggtgatggcg
gaggagaagc
aagctgtace
aaagacccca
gactacgaca
tgcgactaca
aggaagtacg
gacaccctca
tacatcgatc
gataagttcc
cacacctect
ctcaaggacg
aagggtcatg
ggcctcaagg
aagattcagg
atggacgatc
gagatgcaga
aagatcaaca
ccatcacact
agttggctgce
tettgagggg
ggcctegtga
tcaggtggceca
cattcaaata
aaaaaaggaa
gccgceccattt

<210> 102
<211> 1713
<212> ADN

accaccacca
aggaggtggce
gcaagtgggt
tcategegtt
gctcgataga
gcctegggac
acggcgtgct
atggcatget
ttctacgect
actggaagaa
tcagcaagca
ccgeeggeeg
agaacagtgt
acgcgctgga
tgcgccegagyg
aaaaggggct
aggtagccaa
tcegeaagat
agatggtaga
gctttgcect
aggaggagga
ctctcaccga
tctcgaagaa
acaacacttt
agtgcatcgce
caatcattge
aggctgcectat
agaagctgac
ctgagatcge
ccgaggcecegt
acagcaatcg
cggagaagtg
cttacttttg
tggaccegag
agatggcatc
ctgaaatcgc
acgatcccac
agctgattte
ggcggceeget
tgccaccget
ttttttgctg
tacgcctatt
cttttcgggg
tgtatceget
gaatatgaag
tgcctttctyg

<213> Leishmania major

<400> 102

ES 2391562 T3

ccacatgtce
gctcatgcce
cgtgctctte
ctccgacage
cagcgagtac
catggcgate
ggaggagagc
gcgtcagate
gctggaggcet
gggcgcccce
gggatccatg
ctatgtggag
cctctacage
cgacgccgac
agcagctctc
caaggtggac
ggecccgegaa
ccaagagaat
caccgtcate
gacgctcatg
acgtccgtet
caacgagaag
gtttgaggag
atacattctg
cgagtgcgag
gaagctcatg
cgacctttac
ggagtgcgag
gaagcagaag
ggcagcgtac
cgcggccgeg
cattgagctg
gaccaagcag
caatgcggac
tggccaatcc
ggcaatcatg
gcgcattcag
agctggcatc
cgagcagatc
gagcaataac
aaaggaggaa
tttataggtt
aaatgtgegce
catgagacaa
tatttcaaca
tttttggtte

tgcggtaacg
aacggcagct
ttctacceccge
gtgagtcgct
gcgecacctgce
ccaatgctag
cagggcgtgg
accgtcaatg
tttcagttceg
acgatgaagce
gacgcaactyg
gcggtgaact
aaccgctecg
aagtgcatct
catggcatgc
ccttccaaca
gcacgtgacc
cccaagctgt
cgecgaccectt
tacctgagcg
gcgaaggcgg
gaggccctgg
gcgctgacca
aacgtgtcgg
cacggtatcg
acccggaacg
aagcgegecce
aaggagcacc
aaagacgaag
acggaggcca
tacatcaagc
aagcccgact
tacaaccgcg
tgcaaggatg
gcggatggcg
caagatagct
gagtacatga
attcgttttg
cggctgctaa
tagcataacc
ctatatecgg
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccecytga
tttcecgggt
accca

105

ccaagatcaa
tcaagaagat
tcgacttcac
tcaacgagcet
agtggacgcet
ccgacaagac
cctaccgegg
acatgccggt
tggagaagca
cagaaccgaa
agctgaagaa
acttctcaaa
cctgttttge
cgatcaagcc
gccgctacga
gcggetgege
ccatcgctcg
ctctacttat
cgcagggccg
gaatgaagat
cagagacagc
cgctcaagga
agtaccaaga
ccgtgtactt
agcacggtcg
ccttgtgect
ttgtcgagtg
aaaaggcggt
gtaaccagta
tcaagcgcaa
ttggagcett
ttgttaaggg
cgctgcaggc
ggeggtatceg
acgaggcggc
acatgcaact
aggactcecgg
gtcaggaatt
caaagcccga
ccttggggece
ataattcettg
taataatggt
tttggttatt
taaatgctte
cccecttatt

ctctecegceg
cagectctec
cttegtgtge
caactgcgag
gcaggaccgce
caagagcatc
tctcttcate
gggccgcagc
cggcgaggtg
tgcgtctgtce
caaggggaac
ggcgatccag
agccatgcag
gaattgggcc
cgatgccatt
gcagggcgtg
cgtcettcace
gctgcagecg
gctgtacatg
tcccaacgat
gaagccaaaa
ggagggcaac
ggcgeaggtg
cgagcagggt
cgagaaccac
ccagaggcay
gcgtaacect
ggaggaagcc
cttcaaggag
ccctgecgag
caacgacgcce
ctacgcgecge
gtacaatgag
cacaatcatg
gcgcegggcee
agtgttgaag
gatctcatcg
ctgcagatat
aaggaagctg
tctaaacgqgg
aagacgaaag
ttcttagacg
tttctaaata
aataatattg
cccttttttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2735
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15

atggcgcagt
ctgctgtgca
gcgcagcgga
ggggagaagt
ggtgtgaacg
aacgtcgact
ctgagcggga
tcgggcaaca
tetttggtaa
atgcctaatt
gactggagcet
ttgttgcecc
aagctgaccg
ctggatggca
cgaattctta
atgagcaggc
gaatggagtt
acgctgeccege
gacctgtccg
ctgagcggcea
gttgtgggca
acgaccacca
accactgagg
accactgagg
accactgagg
gcaccagaga
aggtgcgega
tgcgatggcg
gctgtgcectgt

<210> 103
<211> 2421
<212> ADN

gcgtgcgteg
cgagcagtgce
cgaacacgct
gggcgggcaa
tacggggaat
acaggcacgt
cgctgeccgga
aagtgagcgg
ttgcagactt
taaacgctgt
ctttgaaatc
cggagtggge
gccectetcec
ctcaggtcte
acctggaggg
tgcaaactcet
ctatgagcag
ccgagtggag
gcagtctgcece
acaagttctg
tegaggacaa
caaaacccecce
cacecggctga
caccggctga
caccggctga
cggagtgcga
ggtgecgtga
gtgttgctge

tcagcgtggg

<213> Leishmania major

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1) ... (2421)
<223>n=A,T,Co0G

<400> 103

tcgaattcgg
cactgtcgaa
gcaagaggcg
ttgatgcgte
gcatcgcteg
agctcagcag
gctegtgace
tcgeecgetge
ggacgaacga
ggcgtgegat
ttatcgtatg
cgectgecqgga

cacgagggca
aaacagacac
ggtgggggtt
ttcgecagagt
gctecgtgecyg
acaccgacge
ctggctgcga
ggtggcgctg
cttcactgceg
ccctgagett
taatgttata
gatacctgtg
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gectggtgetg
geeggtggeg
ggcggtgetg
cgacttctgce
cagtccgacg
cgtgatcaag
cagctggagce
tacgctgcee
tgacagtatc
ggagctgaag
actgtegaac
ctegetggag
tectecagtgg
cggcacgcetg
tactgaggtc
gaatctgcgg
cctggagtac
tgggatgtcg
gceccgagtgg
cgggtgtgtg
gcacaagggc
caccacgaca
acccacgacc
acccacgacc
acccacgacc
ggtggatggg
ggactactte

tgtgtecgage

.gCtggCGQCQ

cgcacaagac
gcagtagaga
ggagggacag
ggagggagga
aattcggcac
ccgagcaatc
atggcgcagt
ctgctgtgca
gcgcagecgga
ggggagaagt
ggtgtgaacg
aacgtcgact

gcggegacge
cgtgctgctg
caggcgtttg
tcatgggagt
tatgceggea
cagctcgact
aagctggaag
gectcatgge
accggcagec
cgactaaaac
gtegttcttg
agaatacagc
agctcaatga
ccgecccagt
tctggtacge
cgcacgaaag
tttcacecttt
aaggccgcat
tcgtcgatge
ccggactcgt
agcgactgcect
acgaccccea
accactgagg
accactgagg
actgctaccce
tgtgaggtgt
ctgacggacg
ggagtggcag
tga

gaagagttce
gaaggaggag
.cgetgegtge
caccactggc
gagcggcacg
ccgeccacgyg
gcgtgegtceg
cgagcagtgc
cgaacacgct
gggcgggcaa
tacggggaat
acaggcacgt

106

tcgcegetge
ggacgaacga
ggcgtgcgat
ttategtgtg
cgctgccgga
tttcecgaaat
gactgacttc
acttgatgaa
tgccgectga
tgageggtac
aggacacgcc
agetggttet
agatattgca
ggagcgcgat
tgccgectga
tatccggeac
atcttactca
acttctgget
caaagctgeg
gggatcagaa
tggctgctaa
ctaagccgee
cacecggcetga
caccggctga
caacaaacac
gcgaggggyga
agaggacgtg
cagcagctgt

aaacagcaac
gaggaggagyg
cgcegtetga
getgttggeg
agcectceget
acctgetgcece
gctggtgctg
gccggtggceg
ggcggtgctg
cgacttetge
cagtccgacg
cgtgatcaag

ggtggegetg
cttcactgceg
ccctgagett
taatgttata
gatacctgtg
ggggccggag
ccttacgttg
gcggttgaca
gtggagcteg
gttgcctgceg
gatcacaggc
acggaaattg
gtatcttact
ggcatcggtg
gtggatatcg
tctgcegecee
ggtctccgge
ggaatactgc
cggtatcetea
ggectggtett
ggactgcaca
tgccacaacc
acccacgacc
acccacaace
gcecgactcecet
ctccgetgeg
cctggtgtac
tgtgtgegtg

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

1713

gagtatacge
aggggggaga
catgtccgtt
tgtangcaga
ctgcctggta
gcececgetct
gcggcgacge
cgtgctgctg
caggegtttg
tcatgggagt
tatgcecggea
cagctcgact

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



tttccgaaat
gactgactte
acttgatgaa
tgccgectga
tgagcggtac
aggacacgcec
agctggttct
agatattgca
ggagcgegat
tgccgectga
tatecggecac
atcttactca
acttctggcet
caaagctgcg
gggatcagaa
tggctgctaa
ctaagccgece
caccggctga
caccggctga
caacaaacac
gcgaggggga
agaggacgtg
cagcagctgt
gctgctgttg
cgtgcagege
gtggtgcect
getgtgtgtg
ctectctetge
gemgttgege

<210> 104
<211>570
<212> PRT

ggggccgyggyg
ccttacgttg
gcggttgaca
gtggagctcg
gttgeccetgeg
gatcacaggce
acggaaattg
gtatcttact
ggcatcggtyg
gtggatatcyg
tctgcegece
ggtctecgge
ggaatactge
cggtatctca
ggctggtett
ggactgcaca
tgccacaace
acccacgacce
acccacaace
geegactecet
ctccgetgeg
cctggtgtac
tgtgtgegtg
cgcgecaggcea
cgececececetge
cgcteetgece
gggctctcat
tgccctecte
ttgcgattgt

<213> Leishmania major

<400> 104

Met Ala Gln

Ala val

Ala Gly

val Leu

50

Ala
65

Gly
Gly Vval

Glu Ile

Ala
Thr

35
Gln
Asn Asp

Asn Val

Pro

Cys Val

Leu Leu

20 .

Asn Asp

Ala Phe

Phe

Arg
85

Val
100

Asn

ES 2391562 T3

ctgagcggga
tcgggcaaca
tctttggtaa

‘atgcctaatt

gactggagcet
ttgttgccce
aagctgaccg -
ctggatggca
cgaattectta
atgagcagge
gaatggagtt
acgctgecge
gacctgtecg
ctgagcggca
gttgtgggca
acgaccacca
accactgagg
accactgagg
accactgagg
gcaccagaga
aggtgcgcega
tgcgatggeg
gctgtgetgt
gcggecceeg
gttggcgtge
tcteggtgece
geggegetge
tctecgecatge
g

Arg Arg
Leu Cys

Phe Thr

Leu

Thr

ala

cgctgccgga
aagtgagcgg
ttgcagactt
taaacgctgt
ctttgaaatc
cggagtgggce
gcectetece
ctcaggtcte
acctggaggg
tgcaaactet
ctatgagcag
ccgagtggag
gcagtctgece
acaagttctg
tcgaggacaa
caaaaccccce
caccggetga
caccggcetga
caccggcetga
cggagtgcga
ggtgcegtga
gtgttgetgce
tcagegtggg
ctgecgtggceca
gcgtgegtgt
tctgcectetce
tgctececegeg
gggagaggga

Val Leu

10

Ser Ser

25

Gln

40

Arg
55

Gly

Cys Ser

70

Gly Ile

Val Asp

Ala

Trp

Ser

Tyr

Ile Prxo

Glu Phe

Thr
S0

Pro

Arg His

108

107

cagctggagc
tacgctgccc
tgacagtatc
ggagctgaag
actgtcgaac
ctcgctggag
tectcagtgg
cggcacgctyg
tactgaggtc
gaatctgcgy
cctggagtac
tgggatgtcg
gcccgagtgg
cgggtgtgtg
gcacaagggc
caccacgaca
acccacgacc
acccacgacc
acccacgacce
ggtggatggg
ggactactte
tgtgtcgage
gctggcggeg
cacgactgte
ctectgtgage
tcggegtgtt
gtgtcgcten
ggggtggcac

Ala

Ala Pro

Arg Thr

Glu
60

Ile Val

75

Tyr

Val val

Thr

Val

Asn

Leu Gly

Cys

Gly

Ile

aagctggaag
gcctcatgge
accggcagcce
cgactaaaac
gtcgttettg
agaatacagc
agctcaatga
ccgeccccagt
tctggtacge
cgcacgaaag
tttcaccttt
aaggccgceat
tcgtegatge
ccggactegt
agcgactgct
acgaccccca
accactgagg
accactgagg
actgetaccc
tgtgaggtgt
ctgacggacg
ggagtggcag
tgaggacget
tgegtgettg
atggctgcca
gatgctgtgg
tctgceccga
gtgcgegege

Leu Ala
15

Ala Arg
30

Thr Leu
45

Glu Lys

Asn Val

Thr Leu
95

Lys Gln
110

780

840

800

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2421

Ala

Ala

Ala

Irp

Ile

80

Pro

Leu



Asp

Trp

val

145

Ser

" Glu

Lys

Serx

Glu

225

Lys

Gln

Gln

Glu

Gln

305

Glu

Gln

Glu
Lys
385

val

Lys

Phe

Ser

130

Ser

Leu

Trp

Leu

Asn

210

Trp

Leu

Tyr

Trp

Val

290

Thr

Irp

Val

Tyr

Txp

370

Phe

Val

Asp

Ser
115
Lys
Gly
Val
Ser
Ser
195
Val
Ala
Thr
Leu
Ser
275
Ser
Leu
Ser
Ser
Phe

355

Ser

Cys

Gly

Cys

Glu

Leu

Thr

Ile

Ser

180

Gly

Val

Ser

Gly

Thr

260

Gly

Asn

Ser

Gly

340

Trp

Sex

Gly

Ile

Thr

Met

Glu

Leu

Ala

165

Met

Thr

Leu

Leu

Pro

245

Leu

Met

Thr

Leu

Met

325

Thr

Leu

Met

Cys

Glu

405

Thr

Gly

Gly

Pro

150

Asp

Pro

Leu

Glu

Glu

230

Leu

Ala

Leu

Arg

310

Ser

Leu

Glu

Pro

Val

380

Asp

Thr

Pro

Leu

135

Ala

Phe

Asn

Pro

Asp

215

Arg

Pro

Gly

Ser

Pro

295

Arg

Ser

Pro

Tyr

Lys

375

Pro

Lys

Thr

ES 2391562 T3

Gly

120

Thr

Ser

Asp

Leu

Ala

200

Thr

Ile

Pro

Thr

val

280

Pro

Thr

Leu

Pro

Cys

360

Leu

Asp

His

Thx

Leu

Ser

Trp

Ser

Asn

185

Asp

Pro

Gln

Gln

Gln

265

Glu

Lys

Glu

Glu

345

Asp

Arg

Ser

Lys

Lys

Ser

Leu

His

Ile
170

Trp

Ile

Gln

Trp

250

val

Ile

Trp

val

Tyr

330

Trp

Leu

Gly

Trp

Gly

410

Pro

108

Gly

Thr

Leu

155

Thr

Val

Ser

Thr

Leu

235

Ser

Ser

Leu

Ile

Ser

315

Phe

Ser

Ser

Ile

Asp

395

Ser

Pro

Thr

Leu

140

Met

Gly

Glu

Ser

Gly

220

Val

Ser

Gly

Asn

Ser

300

Gly

His

Gly

Gly

Ser

380

Gln

Asp

Thr

Leu

125

Ser

Lys

Ser

Leu

Leu

205

Leu

Leu

Met

Thr

Leu

285

Met

Thr

Leu

Met

Serx

365

Leu

Lys

Cys

Thr

Pro

Gly

Arg

Leu

Lys

150

Lys

Leu

Arg

Lys

Leu

270

Glu

Ser

Leun

Iyr

Ser

350

Leu

Ser

Ala

Leu

Thr

Asp

Asn

Leu

Pro

175

Arg

Ser

Pro

Lys

Ile

255

Pro

Gly

Arg

Pro

Leu

335

Lys

Pro

Gly

Gly

Ala

415

Thr

Ser

Lys

Thr

160

Pro

Leu

Leu

Pro

Leu

240

Leu

Pro

Thr

Leu

Pro

320

Thrx

Ala

Pro

Asn

Leu

400

Ala

Thr



Pro Thr

Lys

420

Pro

435

Thr Thr

450
Pro Ala
465

Thr Thr

Thr

Pro

Val Cys

Thr

Glu

Glu

Thr

Glu

Thr

Pro

Ala

Pro

Glu

Thr

Pro

ES 2391562 T3

Thr

Pro
455

Ala

Thr Thr

470

Glu

485

Pro
500

Gly

515

Phe
530

Tyr

val
545

Ala

Ala Val

<210> 105
<211> 1688
<212> ADN

Leu

Leu

Thr

val

Phe

Ala

Asp

Asp

Ser

Ser

Pro Glu

Ser

Glu Arg

535

Ser
550

Gly

Val Gly

565

<213> Leishmania major

<400> 105

taacgctata
cgggcattgg
gcacgegcac
tgaacgccac
acggcgacga
tggtggtgceg
atgccacaaa
ccgecaaggt
tctcggtcaa
aagagatcgce
gcgecegtcegt
aggcggcgceyg
gteceeggtac
aggtgactcc
accgctgtat
aagcgecaggt
gcgatgcgeg
aaagcgcgaa
tcecgecaacct
ctgtecatcce
ttacggtgcet
cceeggeget

taagtatcag
cgctaccact
gtgaaagagc
ccacccaaaa
ggaggtgcag
ctacaagaag
acctggcgec
caagacaatg
caactgcgta
gatgggtgac
cgcgcacace
cgtcattaca
gaccatctac
ggtagacggc
ccegeagege
gtggacgcta
gcegtgegtyg
ggaggttcag
ggaggccaag
gtaccctatt
catcagcaac
cgagccatac

tttetgtact
tteccteacte
cgecacgecga
aaaatgtcaa
gatgaagaag
gccgecaacgt
aaggtgtgcg
ttcaaaggea
tgccacaaca
gtcgtgcact
attcaggtga
gcggegtaca
caggtgacag
gtcctctcege
agggtcgcegg
gacattgtca
ttcaaggtgg
aaggaaatcg
aaggcecgcee
ctcttegaaa
aagaagattg
acggacgaga

425

Thr
440

Thr
Glu
Thr

Glu

Pro Thr

Thr

Pro

Thr

Glu

Thr

Ala

Thx

430

Pro Ala

445

Thr

460

Pro
475

Thr

480

Glu
505

Thr

Ala
520

Arg
Thr Cys

Vval

Leu

Cys

Cys

Leu

Glu

Als

val

Ala

vVal

Axrg

Tyr

Glu Pro

Thr Pro

Asp Gly

510
Cys Arg
525

Cys Asp

540

Ala
555

Ala

570

ttattgctca
tttatcectt
cagagcagce
agaacgcetga
aggaggacac
ggtgcaatga
acctgtgcceg
cggaaaaagqg
gcectggegt
acgacctggg
cagaggacaa
acatcctgaa
acgtagttga
atatgatgaa
agcacatggt
tgaccteccgg
ctctggactce
actccaagta
tcggtctcaa
aggaaggcga
agecgattac
tgctgcecttge

109

tcactgecegt
cagcattgtt
gttccggact
ccaggaggag
caccatcaac
aacgttgcge
cctecggtgat
catcgettte
gtcggacgag
catccacgtg
tgagcttggce
cacggcgcetg
gaaggctgcg
gcgectacatc
gcacgactac
caagggcaaq
caactactct
tgccacctte
cgagatggcg
ggtcgtegec
cggcctgaag
gacgaacaag

Ala

Val val

ttgactgceg
tcgtacacac
ctecegataac
tgggaggatt
aactccgacg
gtgettatcg
gacaccatca
ccgacetgea
acgacgcagc
gacggctact
aaggacgaga
cgccagatge
gagcactaca
atagacggat
gatctcgaga
ctgaaggage
gtgaaaatgg
ccetttgeea
aagcacggtg
catttcaaga
ccgcagaagg
ctetegetgt

Glu Pro

Glu

Thr Thr

480

Thr
495

Aan

Cys Glu

Glu Asp
Gly Gly

val
560

Cys

. 60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320



cgctagagaa
tttcgtagge
cccattctgt
ggagtgtggt
cacggtaggg
tcgatctetg
aaaaaaaa

<210> 106
<211> 380
<212> PRT

ES 2391562 T3

gaaggcggeg aagtagacgg
gtacgectet tgtgaggcegt
tccccttett cgctaatcte
gaggcgegtg ggggagaaac
agcgeggtgt gtgtgtgtgt
cgactctttt ctttetgtaa

<213> Leishmania major

<400> 106

Met Ser
1
Glu Val

val val
Val
50

Arg

Arg

Cys
65
Lys Gly

Asn Cys

Gln Glu

Val Asp
130
Asp Asn
145
Ala Tyr

Thr Ile

Lys Val
Ile
210
val

Ile

Met
225
Ile Val

Pro Cys

Glu Ser

Phe Pro
290
Leu Asn
305
Phe Glu

JIle Ser

Lys
Gln
Val
35

Leu
Leu
Thr
Val
Ile
115
Gly
Glu
Asn
Tyr
Thr

195
Asp

Mat
val
Ala
275
Phe
Glu
Lys

Asn

Asn Ala Asp Gln

Asp Glu Glu Glu

Arg Tyr Lys Lys

Ile Ala Thr
55

Thx

Asp

Gly Asp Asp

70

Glu Lys Gly Ile

85

Cys. Bis Asn Ser

100
Ala Met

Gly Asp

Ala Val
135

Asp

Tyr Cys

Leu Gly Lys

150

Ile Leu Asn Thr
165

Gln Val Thr
180

Pro

Asp

Val Asp Gly
Cys
215

Leu

Gly Tyr

Asp Tyr Asp
230
Ser Gly
245

Lys

Thr Lys

Phe Val Ala

260
Lys Glu

Val Gln

Ile Asn
295

His

Ala Arg

Met Lys

310

Glu Gly Glu Val

325

Lys Lys Ile Glu

Glu
Glu
Ala
40

Lys

Ile

Pro
Val
120
Val
Glu
Ala
Val
Val
200
Ile
Glu
Gly
Leu
Lys
280
Len
Gly
val

Pro

cecgtggeate
acacgtgtge
cgegtttecet
ggcccacteg
gggggggcgt
acagggaaca

Glu Trp
10
Asp Thr
25
Ala Thr

Pro Gly

Thr Ala

Phe Pro
90

Gly Vval
105
Val His

Ala His

Lys Ala

Leu Arg
170
Val Glu
185
Leu Ser

Pro Gln

Lys Ala
Leu
250
Ser

Lys

Asp
265
Glu Ile

Glu Ala

Ala Val

Ala His
330

Ile Thr

110

cgtgacgcetg
tgtttgcgga
ctgacgcetgg
catgcctgtg
gttacgagta
taagtaacca

Glu Asp

Thr XIle

Trp Cys

Ala Lys
60
Lys Val
75
Thr

Ser Asp

Tyr Asp

Tyr
Asn
Asn
45

vVal
Lys
Ile
Glu

Leu

tactgcgagce
cgaggaggca
cttectcetgee
catacgcgag
caaaagaggc
aaaaaaasaa

Gly Asp
15
Asn Ser
30
Glu Thr

Cys Asp

Thr Met
val
95

Thr

Ser

Thr
110

Gly Ile

125

Ile
140
Arg

Thr

Ala
155
Gln Met
Lys

His Met

Gln
val
Arg
Ala

Met

val Thr

Ile Thr

Pro Gly
175
Glu His
1%0

Lys Arg

205

Arg Arg
220
Gln Val
238
Lys Glu

Asn Tyr

Asp Ser

val
Trp
Arg
Ser

Lys

Ala Glu

Thr Leu

Ala
255
Lys

Asp

val
270

Tyr Ala

285

Lys Lys
300
Ile Pro
315
Phe Lys

Gly Leu

Ala
Tyr
Ile

Lys

Arg Leu

Pro Ile

Thr Val
335

Pro Gln

Glu
Asp
Leu
Leu
Phe
80

Asn
Gln
His
Glu
Ala
160
Thr
Tyr
Tyr
His
Asp
240
Arg
Met
Thr
Gly
Leu
320

Leu

Lys

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1688
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15

340
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345

350

Ala Pro Ala Leu Glu Pro Tyr Thr Asp Glu Met Leu Leu Ala Thr Asn
3585
Lys Leu Ser Leu Ser Leu Glu Lys Lys Ala Ala Lys

370

<210> 107
<211> 1565
<212> ADN

<213> Leishmania major

<400> 107

taacgctata
aacaccttta
ctgcatccac
ccttgagcac
ggatgacgcg
catcttectg
gctgttcaac
tggcecactac
ggcggacaac
cggctctgge
caagctcgge
caactgegtg
caatgaggcc
gaacgtgaac
tggtgcgetg
ccacttcgtg
gctgtcegte
cgatectege
gaaggatgte
ctggtgeccg
cggtgaccte
tgaggtgttt
gcactggtac
cgctgcgetg
ggaggacgtc
cgtgcgtgtg
accgqg

<210> 108
<211> 451
<212> PRT

taagtatcag
aaccgcectte
atcggccagg
ggcatccage
ttcaacacgt
gacctecgage
cccgagcage
acgatcggca
tgcactggtc
ctcggtgcege
tacaccgtgt
ctgtcgacge
atctacgace
cgcctgatcg
aacgtggacc
ctgacgagcet
gcggacatca
cacggcaagt
aacgecgcga
aceggecttea
gcgaaggtge
gceccgcecatceg
gtgggtgagg
gagaaggact
gaggagtact
ctgcagecgga

<213> Leishmania major

<400> 108

Met Arg Glu Rla

1

Gly Asn Ala

Asp Gly Ser

Cys
290
Met

35

Phe Asn Thr

50

Cys Ile Phe

65

Phe

Leu

Ile
Trp
Pro

Phe

360

375

tttctgtact
caacccctct
ccggctgeca
ctgatggete
tettctegga
ctacggtegt
tggtgtetgg
aggagatcgt
tccagggett
tgctgctgga
acccgagcce
actcgcetgcet
tcactecgtceg
gccaggtagt
tgacagagtt
acgctcecggt
cgaactcggt
acatgtcgtg
ttgcgacgat
agtgcggcat
agcgegeegt
accacaagtt
gcatggagga
acgaggaggt
aaggtagact
gccgccgeeca

Cys Ile

Glu Leu
Ser Asp
Glu

55
Glu

Ser

Leu
70

ttattgctct
ttcttctttt
ggtcggtaac
catgccctct
gaccggtget
ggatgaggtg
caaggaggat
cgaccttgeg
tatggtgttc
gcgcctgtct
gcaggtgtcg
cgagcacacc
ttctctegac
gtcgtctetg
ccagacgaac
ggtgtctgcec

gtttgagect’

ctgectecatg
caagacgaag
caactaccag
gtgcatgatt
cgacctgatg
gggcgagttc
tggcgccgag
cgtgccgege
ccgcgactgt

His 1le

Gly

365

380

tcgetctegt
tcagccatge
gcgtgetggg
gacaagtgca
ggcaagcacg
cgcaccggea
gcggcgaaca
ctggaccgca
cacgctgtgg
gtggactacg
actgccgtcg
gatgttgcga
attgagcgcee
acggcgtcege
cttgtgccgt
gagaaggcgt
gctggcatge
taccgcggtg
cgcacaatte
ccgecgaceqg
gccaactcga
tacagcaage
tecgaggege
tcegeecgacya
gctgatgatg
gtgtgtgtge

Gln Ala

10

Phe Cys
25
Lys Cys
40
Thx

Pro Thr

111

Leu
Ile
Gly Ala

val

Glu His
Gly Val

Gly 1ys

60
val Asp
75

tcttcgaaca
gtgaggctat
agctgttctg
tcggtgttga
ttcegegetg
cgtaccgcececa
actacgctcg
ttecgcaaget
gtggcggcac
gcaagaagtc
tggagccgta
cgatgctcega
cgtcgtacac
tgcgecttega
acccgcgecat
accacgagca
tgacgaagtg
atgtcgtgce
agttegtaga
ttgtgceegg
ccgcgatege
gcgcgtttgt
gcgaggatct
acatgggcga
taggtgcacg
gcgegtgacg

Gly Cys Gln

15

Gly Ile Gln

30

Glu Asp Asp

45

His Val Pro

Glu Val Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140

1200 -

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1565

Val
Pro
Ala
Arg

Thr
80
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Gly
Glu
Glu
Cys
Thr
145
Tyr
val
Ser
Ile
Thr
225
Ser

Thr

Ala

Cys
305
Gly
Thr
Cys
Ala
Rla
385
Lys
Glu
Glu

Glu

Thr
Asp
Ile
Thr
130
Gly
Gly
Ser
Leu
210
Asn
Leu
Asn
Pro
Asp
290
Asp
Asp
Lys
Gly
Lys
370
Glu
Axg
Phe

Glu

Glu
450

<210> 109

<211> 1908
<212> ADN
<213> Leishmania major

<220>
<221> caracteristica_misc

Iyx

Val
115
Gly
Ser
Lys
Thr
Leu
195
Asp
val
Arg
Leu
val
275
Ile
Pro
val
Arg
Ile
355
val
val
Ala
Ser
val

435
Tyr

<222> (1)...(1908)

Arg
Ala
100
Asp
Leu
Gly
Lys
Ala
180
Glu
Leu
Asn
Phe
val
260
Val

Thr

Val
Thr
340
Asn
Gln
Phe
Phe
Glu

420
Gly

Gln
85

Asn
Leu
Gln
Leu
Ser
165
Vval
His
Thr
Arg
Asp
245
Pro
Ser
Asn
His
Pro
325
Ile
Tyr
Arg
Ala
val

405
Ala

Leu
Asn
Ala
Gly
Gly
150
Lys
val
Thr
Arg
Leu
230
Gly

Tyr

Ser
Gly
310
Lys
Gln

Gln

Arg
390
Hls
Arg

Glu

ES 2391562 T3

Phe
Tyxr
Leu
Phe
133
Ala
Leu
Glu
Asp
Arg

215
Ile

Pro
Glu
Val
295
Lys
Asp
Phe
Pro
Val

375
Ile

Trp
Glu

Ser

Asn
Ala
AsSp
120
Met
Leu
Gly
Pro
val
200
Ser
Gly
Leu
Arg
Lys
280
Phe
Tyr
val
val
Pro
360
Cys
Asp
Tyr
Asp

Ala
440

Pro
Arg
105
Arg
Val
Leu
Tyr
Tyr
185
Ala
Leu
Gln
Asn
Ile
265
Ala
Glu
Met
Asn
Asp
345
Thr
Met
His
Val
Leu

425
Asp

112

Glu
90

Gly
Ile
Phe
Leu
Thr
170
Asn
Thr
Asp
Vval
val
250
His
Tyr
Pro

Ser

Ala
330

Trp
val
Ile
Lys
Gly
410
Ala

Asp

Gln
His
Arg
His
Glu
155
Val
Cys
Met
Ile
Val
235
Asp
Phe

His

Cys
315
Ala
Cys
Val
Ala
Phe
395
Glu
Ala

Met

Leu
Tyr
Lys
Ala
140
Arg
Tyxr
val
Leu
Glu
220
Ser
Leu
Val
Glu
Gly
300
Cys
Ile
Pro
Pro
Asn
380
Asp
Gly

Leu

Gly

Val
Thr
Leu
125
val
Leu
Pro
Leu
Asp
205
Arg
Ser
Thr
Leu
Gln
285
Met
Leu
Ala
Thr
Gly
365
Ser
Leu
Met
Glu

Glu
445

Ser
Ile
110
Ala
Gly
Ser
Ser
Ser
190
Asn
Pro
Leu
Glu
Thr
270
Leu
Leu
Met
Thr
Gly
350
Gly
Thx
Met
Glu
Lys

430
Glu

Gly
95
Gly

Asp

Gly

Val
Pro
175
Glu
Ser
Thr
Phe
258
Ser
Ser

Thr

Tyr

Ile

335
Phe

Asp

Tyr
Glu
415
Asp

Asgp

Lys
Lys

Asn

Asp
160
Gln
His
Ala
Tyr
Ala
240
Gln
Tyr
Val
Lys
Arg
320
Lys
Lys
Leu
Ile
Ser
400
Gly
Tyr

Val
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<223>n=AT,C0G

<400> 109

taacgctata
taacaaaatg
gatccggaac
tctcgttggt
tacacgcgeg
ctaccacgtg
caacctgatc
tgtgacggac
gacggtgctg
ggaccgegee
gacgctgcag
gcaggtgtce
ctcgcetgace
gcgcgagcgce
ggagacgaac
catctaccag
caagtcgctg
gaagacggtg
gcacctgecy
ggcgtegecg
catgctgtac
ccgecatcttce
cgtctacggc
gatgggcecge
gggcgtggac
cccgetgege
gaacccgtcc
gctggtggtg
-tcaccttgag
gatctccgag
cctgtcgaag
gganctggcg

taagtatcag

gtgaacttta
atgtcecgtga
gctgecggea
gatgagatcg
ccgaaggaga
gactccceceg
ggcgegetgg
cgccaggcge
atccttgage
aacgtgaacg
cccgagaagy

cgctttgega

ctgtggggeg
gecgatggeg
atcttcgacg
cacgtgacge
atgatgaagt
tegececaaga
gaggacaagt
atcagcaaga
tcecggtaagg
aagaagcagg
taccaggagqg
aagtacatcg
gacatgaagt
gacctgceccga
tgcagcattg
atttgcctga
ccggtggtgt
tctgcgaaca
ctggcgatng

tttctgtact
ccgtcgatceca
ttgctcacgt
tcatcaagat
cgcgtggtat
tgatcggcga
gacacgtcga
tegtggtygga
tgacggagcg
tcecaactgga
tggtggttge
gcactgtggc
acatgtatgc
acaacttctt
agcgcgtgceg
ctgtgatgaa
tgacggctga
tcctgeegge
aggcgcagyge
acttcatggg
tggtgccgac
tgegeagegy
acctgtacga
cegtggagga
tgaagtcege
actctgtgte
agcttgtgga
aggagtctgg
aggatctcca
cgttccgcega
agcacaaccg
angaaggcac

<210> 110
<211> 845
<212> PRT
<213> Leishmania major

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(845)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 110

Met Val Asn Phe Thr Val Agp
1 5
Asp Gln Ile Arg Asn Met Ser
20 .
Ser Thr Leu Ser Asp Ser Leu
35
Glu Ala
50

Arg

Glu Gly Asp Lys Arg
55
Ile Thr Ile Lys

70

‘Ala
65

Gly

ttattgtaag
ggtccgcegag
cgaccacgge
ggaggaggct
cacgatcaag
tctggatgac
cttcagectce
ctgecgtggag
catcecgecct
cccecgaggag
cacgtacaat
gatcggctet
ggcgaagttce
tgacgcgaag
ccgegegtte
cgagaagaag
ggagcgcgag
tgctgagacyg
gtaccgtgcyg
tatcaagaac
ggccgaccgce
ccagaaggtg
ggacaagcct
catgccgtge
gacgatcacg
gcecegtegtg
gggcctgaag
cgagcacatt
ggaggacttc
gacggtgacg
tctcttetge
cgetggtecce

cgcaatcgag
ctgatggact
aagtcgacgce
ggcgataage
tccaccgecea
gacaagcgceg
gaggtgactg
ggcgtgtgeg
gttgtgttca
gegtaccagg
gaccccagea
ggcctgcagg
ggcgtggacyg
aacaagaagt
tgccagttcet
gacaaggtgg
caggtgccga
ctgctacaga
gagatgctgt
tgcgaccceeg
ggccgcttcet
cgcatcatgg
gtgcagcgcect
ggtaacgtgg
gacgatggeg
cgtgtggeeg
cgecttgeca
gttgccggeg
atgaacgqgcg
gatgtgtcgt
cgeggtgege
gangcgga

tttcaacagce
atccggacca
tgtccgacte
ggatcatgga
tctccecatgea
acttcctgat
ccgctcttcg
tgcagacgga
tcaacaaggt
gcttcgtgaa
tgggegacgat
cgtgggegtt
agctgaagat
ggatcaagca
gcctagacce
acaagatgct
agaagcttct
tgatcgtgge
actctggega
ctgcgecget
tcgecetttgg
gtaacaacta
ccgtgctgat
tgggecttgt
agagcccgea
tggaggcgaa
agtcegacec
ctggcgaget
cgccgctnaa
cgcagcagtg
cgctnacaga

Gln Val Arg Glu Leu Met Asp
10

Val Ile Ala His

25

Val Asp His

30

Val Gly Ala Ala Gly Ile Ile

40

45

Ile Met Asp Thr Arg Ala Asp

Ser Thr Ala Ile

113

60

75

Ser Met His

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1908

Tyr Pro
15

Gly Lys
Lys Met
Glu Ile

Tyr His
80



val
Leu
Val
Cys
Leu
145
Ala
" val
. Pro
Ile
Asn
225
Arg
Lys
Gln
Glu
Leu
305
val
Val
Met
Ile
Met
385
Phe
Asn
Gln
Mat
val
465
Arg
Ala

Leu

Glu

Pro
Ile
Thr
Val
130
Thr
Ile
Lys
Ser
Gly
210
Met
Leu
Gln
Phe
Lys
290
Thr

Met

Leu
Lys
370
Val
Ser
Tyr
Arg
Pro
450
Lys
Asp
Lys
Ala

His
530

Lys
Asn
Ala
115
Glu
Glu
Leu
Thr
Met
195
Ser

Tyx

Trp

-G1lu

Cys
275
Lys
Ala

Met

Tyr
355
Asn
Pro
Gly
val
Ser
435
Cys
Ser
Met
Asn
Lys

515
Ile

Glu
Leu
100
Ala
Gly
Arg
Glu

Leu
180

Asp
Glu
Xaa
Leu
340
Ser
Cys
Thr
Lys
Tyr
420
vVal

Gly

Lys
pPro
500
Ser

Val

Met
B85

Ile
Leu
val
Yle
Leu
165
Gln
Asp

Leu

Ala

Ile
Asp
Arg
Cys
Arg
150
Gln
Asn
Val

Gln

Lys

- 230

Asp
245
Asn
Asp
Lys
Glu
Phe
325
Pro
Gly
Asp
Ala
Val
405
Cly
Leu
Asn
Thr
Tyr
485
Ser

Asp

Ala

Asn
Ala
Pro
Val
Arg
310
Leu
Ser
Glu
Pro
Asp
390
Arg
Lys
Met
vVal
Ile
470
Ser
Asp

Pro

Gly
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Gly
Ser
Val
val
135
Bro
Leu
Val
Gln
Ala
215
Phe
Phe
Asp
Ile
Asp
295
Glu
Pro
Pro
Ala
Ala
375
Arg
Ser
Lys
Met
val
455
Thr
val
Leu

Leu

Ala
535

Asp
Pro
Thr
120
Gin
Val
Asp

Asn

vVal
200

Irp
Gly
Phe
Gly
TyTr
280
Lys

Gln

Lys
Ser
3640
Ala
Gly
Gly
Gln
Gly
440
Gly
Asp
Ser
Pro
Val

520
Gly

Leu
Gly
10%
Asp
Thr
Val
Pro
Val

185
Ser

val
Asp
Glu
265
Gln
Met

val

Lys
345
Pro
Pro
Arg
Gln
Asp
425
Arg
Leu
Asp
Pro
Lys
505
Val

Glu

Asp
90

His
Gly
Glu
Phe
Glu
170
Val
Pro
Phe
Asp
Ala
250
Arg
Ile
Leu
Pro
Glu
330
Ala
Glu
Leu
Phe
Lys
410
Leu
Tyr
Val
Gly
Val
490
Leu

Cys

Leu

114

Asp
Val
Ala
Thr
Ile
155
Glu
Val
Glu
Ser
Glu
235
Lys
val
Phe
Lys
Xaa
315
Thr
Gln
Asp
Met
Phe
395
Val
Tyr
Gln
Gly
Glu
475
Val
Val

Ser

His

Asp
Asp
Leu
Val
140
Asn
Ala
Ala
Lys
Leu
2290
Leu
Asn
Arg
Asp
Sex
300
Lys
Leu
Ala
Lys
Leu
380
Ala
Arg
Glu
Glu
Val
460
Ser
Arg
Glu
Ile

Leu
540

Lys
Phe
Val
125
Leu
Lys
Tyr
Thr
Gly
205
Thr
Lys

Lys

Ala
285
Leu
Leu
Leu
Tyx
Tyz
365
Tyr
Phe
Ile
Asp
Ala
445
Asp
Pro
Val
Gly
Glu

525
Glu

Axg
Ser
110
val
Arg
val
Gln
Tyr
190
Thr
Arg
Met
Lys
Ala
270
val
Eis
Leu
Gln
Axrg
350
Phe
Ile
Gly
Met
Lys
430
Val
Lys
His
Ala
Leu
510
Glu

Ile

Asp
95

Ser
val
Gln
Asp
Gly
175
Asn
val
Phe
Arg
Trp
255
Phe
Met
Val
Lys
Met
335
Ala
Met
Ser
Arg
Gly
415
Pro
Glu
Tyr
Pro
val
495
Lys

Ser

Cys

Phe
Glu
Asp
Ala
Arg
160
Phe
Asp
Ala
Ala
Glu
240
Ile
Cys
Asn
Thr
Thr
320
Ile
Glu
Gly
Lys
Ile
400
Asn
val
Asp
Ile
Leu
480
Glu
Arg
Gly

Leu



Lys
545
Glu

Asp
Pro
Gln Cys

Gly Ala

Leu

val

Leu

Pro

Gln Glu

Val Ser
565
Ser Lys
580

Leu Thr

585

Ala Gly
610
Asn Tyr
625
Pro Asp
Gln

Ala Thr

Pro
Glu
Asn
Met

Arxg

Glu Ala

Trp RAsp

Arg Gly
645
Ala Glu
660

Glu Gly

675

val Asn
€90
Gly val
705
Leu Thr

Gln Thr

Arg Arg

val
Gln
Ala
Val

Gly

Glu Asp

Ile Ile
Pro
725
Bis

Ser

Glu
740

Val Ile

755

Asn
770
Asp

Tyzr

Ala
785
Phe Asp

Leu Ala

Pro Asp

Val

Leu

His

Asn

Ile

Arg
Ala
Gln

805
Thr

Trp

Thr
820

Pro Gly

835

<210> 111
<211> 997
<212> ADN

<213> Leishmania major

<400> 111

ggatccgccg
tcgetgtege
gttgtgggcyg
gtgaagtttyg
aagggcgtgg
gacgaccttt
tcgagtccaa
gcggceagagyg
ctgctggacg
tcgcaggtac
ctaccggggce

ccaccatggt
tgctgttggt
ctgcaggcgt
cggagggcaa
atgtgtttgt
tcaaaatcaa
aggcggtgtt
cgctgaagag
ggctgcgege
cagttgttgg
cgttgcegga
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Asp Phe
550
Phe Arg

Ser Ala

Glu Glu

Met

Glu

Asn

Leu

Asn Gly
Thr Val
570
Lys His
585

2la Leu

600

Pro
615
Gln

Asp

Val
630
Pro Asn

Met Lys

Val Leu

Lys
Glu
val
Asp

Cys

Val Arg

Arg
val

650
Phe

Val

Ser
665

Asp Glu

680

Thr
695
Thr

Val

Pro
710
Arg Leu
Met

Ile Gly

Met
Ala
Met
Gly

Glu

Bis Ala

Arg Arg

Glu Pro
730
Gly Ile
745
Glu

760

Leu
775
Thr

Tyz

Gly
790
Glu Tyr

Thr Leu

Leu Asp

Pro
‘Gly
Pro
Gly

Gln

Val

Gly Gln

Gly Asp
810
Ile Arg
825

Phe Met

840

gaacgtgtgc
gcgccagcetg
cgcagcagac
gatcggccat
aatggtgget
cgecggaatc
ctgcattgtg
ccttggegta
gacgtgcttc
cgggcacage
gcaggcgacg

gttgttggty
ccgtacggga
ctgtegecatg
aagcgcgace
ggcgttccac
atcctggace
acgaaccctg
tacgaccgaa
atcaacgagg
gacacaacga
ctggacaaga

115

Ala
555
Thr

Pro
Asp
Asn

Ala Met

Leu

val

Leu

Glu

Lys Ile

Ser Ser
575
Phe Cys
590
Glu

605

Ala Arg
620
Lys 1le
635
Asp Val
Val

Asn Met

Phe
Trp
Thr
Ala

Arg

Leu Ala

Cys Tyr

Lys Gly
655
Trp Gln
670

Gly Vval

685

Ala
700
Phe

Asp

Val
715
Met Phe

Tyr Gly

Arg Pro

Ile
Tyr
val
val

Gly

Arg
Ala Cys

Val Aasp

735

Leu Thr
750

Thr Pro

765

Ser
780
Phe

Glu

Ala
795
Pro Leu

Thr Arg

Asp Lys

Phe
Pro
Glu

Lys

Gly Phe

Gln Cys

Pro Lys
815
Gly Leu

830

Leu

845

ctgceggegg
gcacgttgtc
tggacaacgc
ctgcgetgge
gcaagccggyg
ttgtgctgac
tgaacagcac
accggctget
cgcgcaagce
ttgtgcegtt
tcgtgaageg

cattggccag
gctgttegac
cggtgtgcag
agagcttgeg
catgacgcge
gtgcgcgtcg
ggtcgcgatc
tggcagtgtceg
cttagtcgtyg
gttctaccag
cgtgcaggtc

Ser
560
Gln

Arg
Thr
Asp

Gly
640
Val

Irp
Arg
Gly

Cys
720
Ile

Arg .

Ile

Val
800
Ser

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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gcaggcacag
gaggctggeg
ctggtgtacg
gtggtgcttg
gaggaaacgc
gagttecgege

<210> 112
<211> 322
<212> PRT
<213> Leishmania major

<400> 112

Met
1

Leu
Leu
val
His
65

Phe
Asp
Cys
val
val
145
Arg
Gln
Phe
1le
Ala
225
Phe

Val

Ile

Pro
305
His

Val
Ser
Phe
Asp
50

Lys
val
Leu

Ala

Asn
130

Iyz

Ala
Val
Tyr
val
210
Gly
Ala
Tyr
Ile
Gly
2590
val

Leu

aagtggtgaa
cgecgattege
catatgtaga
gcatgaatgg
tgctgaagge
gctcacacct

Asn
Leu
Asp
35

Asn
Arg
Met
Phe
Ser
115
Ser
Asp
Thr
Pro
Gln
195
Lys
Arg

Leu

Ala

Pro
275
Pro

Ile

Val
Leu
20

Val
Ala
Asp
Val
Lys
100,
Ser
Thr
Arg
Cys
Val
180
Len
Arg
Gly
Lys
Tyr
260
val

Leu

Lys

Cys
Leu
val
Gly
Pro
Ala
85

Ile
Ser
Val
Asn
Phe
165
Val
Pro
Val
Ser
Val
245
Val
Val
His

Lys

val

‘Val

Gly
Val
Ala
70

Gly
RAsn

Pro

Arg
150
Ile
Gly
Gly

Gln

"Ala

230
val

Asp
Leu
Ser

Asn
310
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ggcgaaggcce
gttgaaggtt
cacagacggg
aatcgagaag
ggcactgeccg
gtageacctc

Val
Arg
Ala
Gln
55

Leu
val
Ala
Lys
Ile
135
Leu
Asn
Gly
Pro
val
215
Thr
Glu
Thr
Gly
Thy

295
Ile

gggegegagt
gtggagggte
cagcacgaga
cgectgeecga
gtgatcaaga

agaattc

Gly
Gln
Ala
40

val
Ala
Pro
Gly
Ala
120
Ala
Leu
Glu
His
Leu
200
Ala
Leu
Gly
Asp
Met
280
Glu

Val

Ala
Leu
Gly
Lya
Glu
Arg
Ile

105
Val

Gly
Ala
Ser
185
Pro
Gly
Ser
Leu
Gly
265
Glu

Lys

Ala
10

Pro
Val
Phe
Leu
Lys
80

Ile
Phe
Glu
Val
Arg
170
Asp

Glu

Met

250
Gln

Gly
Thr

Gly

116

Gly
Tyr
Ala
Ala
Ala
75

Pro
Leu
Cys
Ala
Ser
155
Lys
Thr
Gln
Glu
Rla
235
Gly
Bis
Ile

Leu

Ser
315

Gly
Gly
Ala
Glu
60

Lys
Gly
Asp
Ile
Leu
140
Leu
Pro
Thr
Ala
Val
220
Glu
Thr
Glu
Glu
Leu

300
Glu

Ile
Ser
aAsp
Gly
Gly
Met
Leu
Val
125
Lys
Leu
Leu
Ile
Thr
205
val
Ala
Gly
Thr
Lys
245
Lys

Phe

Gly
Thr
30

Leu
Lys

Val

Val
110

Thr

Ser
Asp
Val
Val
190
Leu
Lys
Gly
Asn
270
Arg
Ala

Ala

ctgcgacgct gtcgatggeg
tgaccggcac gggtaaceccg
cgacgttecct cgegatceet
ttggtcecget gcactcgacg
agaatatcgt gaagggcagc

Gln
15

Leu
Ser
Ile
Asp
Arg
95

Leu
Asn
Leu
Gly
val
175
Pro
Asp
Ala
Ala
Pro
255
Phe
Leu

Ala

Arg

Ser
Ser
His
Gly
val
80

Asp
Thr
Pro
Gly
Leu
160
Ser
Leu
Lys
Lys
Axg
240
Leu
Leu
Pro

Leu

Ser
320

720
780
840
900
960
997
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusion que comprende:

(i) un polipéptido que comprende un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ
ID NO: 2, una porcién inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada
por dicho antigeno en un modelo de secrecién de interferén gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa
o interleuquina 12, o una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 2;

y

(i) un polipéptido que comprende un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ
ID NO: 24, una porcién inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada
por dicho antigeno en un modelo de secrecion de interferon gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa
o interleuquina 12, o una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO:
24.

2. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende:

(i) una porcién inmunogénica de un antigeno de Leishmania que consiste en el SEQ ID NO: 2, capaz de generar al
menos 50% de la respuesta generada por dicho antigeno en un modelo de secrecién de interferon gamma,
interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o interleuquina 12; y

(i) una porcién inmunogénica de un antigeno de Leishmania que consiste en el SEQ ID NO: 24, capaz de generar al
menos 50% de la respuesta generada por dicho antigeno en un modelo de secrecion de interferon gamma,
interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o interleuquina 12.

3. Una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoéacidos codificada por el SEQ ID NO: 101.

4. Una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 3, que consiste en una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con la secuencia de aminoéacidos codificada por el SEQ ID NO: 101.

5. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende el polipéptido codificado por el SEQ ID
NO: 101.

6. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 5, que consiste en el polipéptido codificado por el SEQ ID
NO: 101.

7. Una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 95.

8. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 7, que consiste en una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 95.

9. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 96.

10. Una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 9, que consiste en una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 96.

11. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 97.

12. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 11, que consiste en una secuencia de polipéptidos que
tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 97.

13. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente un polipéptido que
comprende un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 6, una porcion
inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada por dicho antigeno en
un modelo de secrecion de interferbn gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o interleuquina 12, o
una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 6.

14. Una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende una porcién inmunogénica de un
antigeno de Leishmania que consiste en el SEQ ID NO: 6 capaz de generar al menos 50% de la respuesta generada
por dicho antigeno en un modelo de secrecion de interfer6n gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa
o interleuquina 12.

15. Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, 13 o 14, que comprende adicionalmente un
polipéptido que comprende un antigeno de Leishmania que consiste en la secuencia de aminoacidos del SEQ ID
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NO: 10, una porcién inmunogénica de dicho antigeno capaz de generar al menos 25% de la respuesta generada por
dicho antigeno en un modelo de secrecion de interferon gamma, interleuquina 2, factor de necrosis tumoral alfa o
interleuquina 12, o una variante de dicho antigeno que tiene una identidad de al menos 90% con el SEQ ID NO: 10.

16. Una proteina de fusién de acuerdo con la reivindicaciéon 15, que comprende una porcién inmunogénica de un
antigeno de Leishmania que consiste en el SEQ ID NO: 10 capaz de generar al menos 50% de la respuesta
generada por dicho antigeno en un modelo de secrecidn de interferon gamma, interleuquina 2, factor de necrosis
tumoral alfa o interleuquina 12.

17. Un polinucleétido que codifica una proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16.

18. Un vector de expresién recombinante que comprende un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 17.

19. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16, y un portador fisiolégicamente aceptable.

20. Una composicion farmacéutica que comprende un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 17, y un
portador fisiologicamente aceptable.

21. Una composicién inmunogénica que comprende la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 16 y un inmunoestimulador.

22. Una composicién inmunogénica que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 17 y un inmunoestimulador.

23. La composicién de la reivindicacion 21 o 22, donde el inmunoestimulador se selecciona del grupo que consiste
en: aminoalquilglucosaminido-4-fosfatos; monofosforil lipido A; y monofosforil lipido A 3-des-O-acilado.

24. Una composicidn inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, que comprende
adicionalmente un vehiculo de liberacion.

25. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 24, donde el vehiculo de liberacion es una microesfera
biodegradable.

26. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 19 o 20, para su uso en un método para inducir inmunidad
protectora contra la leishmaniasis en un paciente.

27. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25, para su uso en un método para
inducir inmunidad protectora contra la leishmaniasis en un paciente.

28. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 19 o 20, para su uso en un método para detectar la infeccion
por Leishmania en un paciente, comprendiendo el método las etapas de:

a) poner en contacto células dérmicas del paciente con la composicion farmacéutica; y

b) detectar una respuesta inmunitaria en la piel del paciente.
29. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 28, donde la respuesta inmunitaria es el endurecimiento.
30. Un kit de diagnéstico que comprende:

a) una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 19; y

b) un aparato suficiente para poner en contacto las células dérmicas de un paciente con la composicion
farmacéutica.

31. Una vacuna que comprende:
a) una proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16; o
b) el polinucleétido de la reivindicacién 17; o
¢) un vector de expresion recombinante de acuerdo con la reivindicacion 18; y
d) un coadyuvante.

32. La vacuna de la reivindicacion 31, para su uso en la inducciéon de inmunidad protectora contra la leishmaniasis
en un paciente.
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Respuestas Proliferativas de BALB infectados con L. major
(20 dias después de la infeccion) a proteina MAPS recombinante
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Andlisis ELISA de suero de pacientes humanos de leishmaniasis con titulo de

anticuerpos especificos de MAPS (8/27/96)
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Respuesta de Anticuerpos de Ratones
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Proteccion Frente a la infeccion con L. major en ratones
‘BALB/c inmunizados con antigenos de Leishmania
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Proliferacion Antigenos rLcgSP
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