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DESCRIPCION
Polipéptidos de Lutzomyia longipalpis y métodos de uso
Campo de la invencion

La divulgacion se refiere a proteinas sustancialmente purificadas de las glandulas salivales del flebétomo Lutzomyia
longipalpis (Lu. longipalpis), o vectores recombinantes que expresan estas proteinas, asi como a una respuesta
inmune que producen estas proteinas. Esta divulgacion se refiere también a la produccion de una respuesta inmune
que afecta a la supervivencia de la Leishmania.

Antecedentes

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades causadas por protozoos del género Leishmania y que afecta a
muchos millones de personas en todo el mundo. En el ser humano, la infecciéon por el parasito se manifiesta en
forma de una enfermedad cutanea, causada principalmente por L. major, L. tropica, y L. mexicana; de una
enfermedad mucocutanea causada principalmente por L. brasiliensis; o de una enfermedad visceral causada
principalmente por L. donovani y L. chagasi. En canidos, las infecciones por Leishmania se manifiestan como una
enfermedad visceral que puede provocar unos elevados indices de mortalidad.

Todas las enfermedades por Leishmania se transmiten a sus huéspedes vertebrados a través de flebétomos, que
adquieren el patdgeno al alimentarse de huéspedes infectados y lo transmiten regurgitando el parasito en el lugar en
el que se alimentan de sangre posteriormente (Killick-Kendrick, Biology of Leishmania in phlebotomine sand flies. En
Biology of the Kinetoplastida. W. Lumsden y D. Evans, compiladores. Academic Press, New York. 395, 1979).

Mientras se alimenta de sangre, el flebétomo saliva en la piel del huésped. La saliva contiene compuestos
anticoagulantes, antiplaquetarios y vasodilatadores que incrementan el foco hemorragico en el que se alimentan los
flebotomos (Ribeiro et al., Comp. Biochem. Physiol 4:683, 1986; Charlab et al., Proc. Natl Acad. Sci. EE.UU.
26:15155, 1999). Algunos de estos componentes son también inmunomoduladores. Por ejemplo, el flebétomo del
Nuevo Mundo Lutzomyia longipalpis contiene el péptido 6.5kDa, maxadilano, que es el vasodilatador mas potente
conocido (Lerner et al., J. Biol. Chem. 17:11234, 1991). Por otra parte, el propio maxadilano tiene actividades
inmunosupresoras (Qureshi et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. 6:665, 1996), al igual que muchos vasodilatadores
persistentes, tales como la prostaglandina E> (Makoul et al., J. Immunol. 134:2645, 1985; Santoli y Zurier, J. Immunol
143:1303, 1989; Stockman y Mumford, Exp. Hematol 2:65, 1974) y el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (Nong et al., J. Immunol. 1 :45, 1989). Los flebétomos del Viejo Mundo no tienen maxadilano, pero en su
lugar utilizan AMP y adenosina como vasodilatadores (Ribeiro et al., J. Exp. Biol 11:1551, 1999). La adenosina es
también un componente inmunomodulador que promueve la produccion de IL-10 y suprime el TNF-a. y la IL-12 en
ratones (Hasko et al., J. Immunol. 10:4634, 1996; Webster, Asian Pac. J. Allergy Immunol. 2:311, 1984; Hasko et al.,
FASEB J. 14:2065, 2000). A pesar de lo que se sabe acerca del papel de la saliva del flebétomo y la transmisién de
la enfermedad, queda mucho por saber y no existe una vacuna efectiva. Por tanto, existe una necesidad de agentes
que se puedan utilizar para inducir una respuesta inmune a los organismos que causan la leishmaniasis.

Resumen

La presente divulgacion se refiere a proteinas salivales de vectores flebétomos Lutzomyia longipalpis (Lu.
longipalpis) y a los acidos nucleicos que codifican estas proteinas. Se divulgan, asimismo, métodos para producir
una respuesta inmune en un sujeto.

El presente proporciona polipéptidos salivales de Lu. longipalpis sustancialmente purificados. También se divulgan
polinucleétidos que codifican los polipéptidos de Lu. longipalpis.

Se proporcionan métodos para inducir una respuesta inmune utilizando una cantidad terapéuticamente efectiva de
un polipéptido salival de Lu. longipalpis sustancialmente purificado divulgado en el presente, o bien el polinucleétido
que codifica los polipéptidos de Lu. longipalpis divulgados en el presente.

En otra realizacion del presente, se divulgan métodos para inhibir los sintomas de una infecciéon por Leishmania o
para prevenir la infeccion por Leishmania en un sujeto. Los métodos incluyen la administracion al sujeto de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de Lu. longipalpis, o bien de un polinucleétido que codifica un
polipéptido de Lu. longipalpis. En dos ejemplos, sin caracter limitador, se puede administrar mas de un polipéptido
de Lu. longipalpis, o al menos un polipéptido de Lu. longipalpis conjuntamente con un polipéptido de P. ariasi o P.
perniciosus.

En el presente se divulgan asimismo métodos para diagnosticar la infeccion por Leishmania en un sujeto. Los
métodos incluyen poner en contacto un sustrato sélido que contiene al menos tres, seis o diez polipéptidos de Lu.
longipalpis, o bien un fragmento inmunogénico de los mismos, con una muestra obtenida del sujeto y detectar la
unién de un componente de la muestra con al menos un polipéptido del sustrato sélido. La deteccién de la unién del
componente con el sustrato indica que el sujeto esta infectado por Leishmania.
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Se divulgan composiciones farmacéuticas que incluyen un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un polipéptido
de Lu. longipalpis.

Lo anterior y otras caracteristicas y ventajas se pondran de manifiesto mas claramente en la siguiente descripcion
detallada de diversas realizaciones, que se ofrecen con referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

FIG. 1 es un conjunto de graficos de barras que muestran los niveles de anticuerpos contra la saliva de Lutzomyia
longipalpis (Lu. longipalpis) en el suero de los individuos. Los sueros humanos se obtuvieron en el momento 0
(serologia anti-Leishmania negativa (S) o DTH negativa (DTH")) y 6 meses mas tarde (serologia anti-Leishmania
positiva (S*) o DTH anti-Leishmania positiva (DTH")). Se realizé un ensayo de inmunosorcién enzimatica (ELISA)
con estos sueros utilizando la sonicacion de las glandulas salivales del flebétomo Lu. longipalpis. La FIG. 1A es un
grafico de barras de los niveles de IgG anti-saliva en individuos que pasaron de S — S" y los que pasaron de DTH-
aDTH'. La FIG. 1B es un grafico de barras de los niveles de IgE anti-saliva en los individuos descritos en la FIG. 1A.
La FIG. 1C es un grafico de barras de los niveles de IgGl anti-saliva en los individuos descritos en la FIG. 1A. La
FIG. 1D es un grafico de barras de los niveles de IgG4 anti-saliva en los individuos descritos en la FIG. 1A. Se
empled la prueba comparativa de Wilcoxon no paramétrica para comparar los niveles de anticuerpos contra saliva
de Lu. longipalpis en el momento 0 y después de 6 meses. El valor P < 0,05 se estableci6 como nivel de
significacion.

La FIG. 2 es un conjunto de dos imagenes digitales y un grafico de barras que muestra proteinas salivales
reconocidas mediante anadlisis Western blot. Las FIG. 2A y 2B son imagenes digitales de un Western blot de
proteinas salivales de Lu. longipalpis que reaccionan con sueros humanos de los individuos que pasaron de S'—
S’ en Leishmania (bandas 1-6) o de DTH'—DTH" en Leishmania (bandas 7—14). Simbolos:— , momento 0; +, 6
meses. La FIG. 2C es un grafico de barras de la frecuencia de proteinas salivales reconocidas por sueros de 13
individuos que pasaron de DTB— DTH" en Leishmania. El eje X muestra las diferentes proteinas salivales de Lu.
longipapis (etiquetadas por el peso molecular aproximado) reconocido por analisis Western blot, mientras que el eje
Y indica el nimero de sueros humanos que reconocen una proteina salival concreta.

Listado de secuencias

Las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos que se recogen en el siguiente listado de secuencias se
muestran utilizando las abreviaturas de letras estandar para las bases de nucleétidos y un cédigo de tres letras para
los aminoacidos, tal como se define en 37 C.F.R. 1.822. Solamente se muestra una cadena de cada secuencia de
acidos nucleicos, pero se entiende que la cadena complementaria esta incluida por referencia a la cadena mostrada.
En el listado de secuencias adjunto:

SEC. ID. N° 1 es la secuencia de aminoacidos de LJL34.

SEC. ID. N° 2 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL34.
SEC. ID. N° 3 es la secuencia de aminoacidos de LJL18.

SEC. ID. N° 4 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL18.
SEC. ID. N° 5 es la secuencia de aminoacidos de LJS193.
SEC. ID. N°: 6 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS193.
SEC. ID. N°: 7 es la secuencia de aminoacidos de LJS201.
SEC. ID. N°: 8 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS201.
SEC. ID. N° 9 es la secuencia de aminoacidos de LJL13.

SEC. ID. N° 10 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL13.
SEC. ID. N° 11 es la secuencia de aminoéacidos de LJL23.
SEC. ID. N° 12 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL23.
SEC. ID. N° 13 es la secuencia de aminoacidos de LJM10.
SEC. ID. N°: 14 es la secuencia de acidos nucleicos de LJM10.
SEC. ID. N° 15 es la secuencia de aminoacidos de LJL143.
SEC. ID. N° 16 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL143.
SEC. ID. N° 17 es la secuencia de aminoacidos de LJS142.
SEC. ID. N° 18 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS142.
SEC. ID. N° 19 es la secuencia de aminoécidos de LJL17.
SEC. ID. N° 20 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL17.
SEC. ID. N° 21 es la secuencia de aminoacidos de LJIMO6.
SEC. ID. N° 22 es la secuencia de acidos nucleicos de LJMO06.
SEC. ID. N° 23 es la secuencia de aminoacidos de LIM17.
SEC. ID. N° 24 es la secuencia de acidos nucleicos de LIM17.
SEC. ID. N° 25 es la secuencia de aminoacidos de LJL04.
SEC. ID. N° 26 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL04.
SEC. ID. N° 27 es la secuencia de aminoacidos de LJMI 14.
SEC. ID. N° 28 es la secuencia de acidos nucleicos de LJMI 14.
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29 es la secuencia de aminoacidos de LJMI 11.

30 es la secuencia de acidos nucleicos de LJMI 11.
31 es la secuencia de aminoacidos de LIM78.

32 es la secuencia de acidos nucleicos de LIM78.
33 es la secuencia de aminoacidos de LJS238.

34 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS238.
35 es la secuencia de aminoacidos de LJS169.

36 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS169.
37 es la secuencia de aminoacidos de LJL11.

38 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL11.
39 es la secuencia de aminoacidos de LJLOS.

40 es la secuencia de acidos nucleicos de LJLO8.
41 es la secuencia de aminoacidos de LJS105.

42 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS105.
43 es la secuencia de aminodacidos de LJL09.

44 es |la secuencia de acidos nucleicos de LJL09.
45 es la secuencia de aminodacidos de LJL38.

46 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL38.
47 es la secuencia de aminoacidos de LJM04.

48 es la secuencia de acidos nucleicos de LIM04.
49 es la secuencia de aminoacidos de LJIM26.

50 es la secuencia de acidos nucleicos de LIM26.
51 es la secuencia de aminoacidos de LJS03.

52 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS03.
53 es la secuencia de aminoacidos de LJS192.

54 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS192.
55 es la secuencia de aminoacidos de LJIM19.

56 es la secuencia de acidos nucleicos de LIM19.
57 es la secuencia de aminoacidos de LJL138.

58 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL138.
59 es la secuencia de aminoacidos de LJL15.

60 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL15.
61 es la secuencia de aminoacidos de LJL91.

62 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL91.
63 es la secuencia de aminoacidos de LUIM11.

64 es la secuencia de acidos nucleicos de LIM11.
65 es la secuencia de aminoacidos de LJS138.

66 es la secuencia de acidos nucleicos de LJS138.
67 es la secuencia de aminoacidos de LJL124.

68 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL124.
69 es la secuencia de aminoacidos de LJL35.

70 es la secuencia de acidos nucleicos de LJL35.
71 es un oligonucledtido cebador.

72 es un oligonucledtido cebador.

: 73 es un oligonucledtido cebador.

Descripcion detallada

|. Abreviaturas

AAV
AcNPV
BCG
BLAST
BSA
CAV
CDR
CHV
CMV
CTL
DMRIE
DOPE
DTH
fMLP
GM-CSF
H

virus adenoasociados

Virus de la polihedrosis nuclear Autographa California alum fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio

Bacilo de Calmette-Guérin

Herramienta de busqueda de alineamientos locales basicos

albumina de suero bovino

adenovirus canino

region determinante de la complementariedad
herpesvirus canino

citomegalovirus

linfocitos T citotoxicos

N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2,3-bis(tetradeciloxi)-I- propanamonio

dioleoil-fosfatidil-etanolamina
hipersensibilidad tardia
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina

factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos

cadenas pesadas
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HLB balance hidrofilico-lipofilico

ID intradérmico

IM intramuscular

ISS secuencia inmunoestimulante

KLH hemocianina de lapa californiana

L cadenas ligeras

LB caldo Luria

Lu. longipalpis Lutzomyia logipalpis

MVA Virus Vaccinia modificado de Ankara
OFR marco abierto de lectura

P. ariasi Phlebotomus ariasi

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
polyA sefal de poliadenilacion

P. papatasi Phlebotomus papatasi

PVDF fluoruro de polivinilideno

SC subcutaneo

SCA anticuerpo de cadena sencilla

sFv proteinas de unién a antigeno de cadena sencilla
SGH homogeneizado de las glandulas salivales
SPGA (sacarosa, fosfato, glutamato y albumina)
tPA activador tisular del plasminégeno

VH region variable de la cadena pesada

Vi region variable de la cadena ligera

VL leishmaniasis visceral

Il. Términos

A menos que se indique lo contrario, los términos técnicos se usan con arreglo al uso convencional. Las definiciones
de términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V, publicado por Oxford
University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (comp.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (comp.), Molecular Biology
and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-
569-8).

A fin de facilitar la revision de las diversas realizaciones de la divulgacion, se facilitan las siguientes explicaciones de
términos concretos:

Amplificacion de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, una molécula de ADN o ARN): Una técnica que
incrementa el nimero de copias de una molécula de acido nucleico en una muestra. Un ejemplo de amplificacion es
la reaccion en cadena de la polimerasa, en la que la muestra bioldgica recogida de un sujeto se pone en contacto
con un par de cebadores oligonucledtidos en unas condiciones que permiten la hibridacion de los cebadores con un
acido nucleico molde en la muestra. Los cebadores se elongan en condiciones adecuadas, se disocian del molde y
se renaturalizan, se elongan y disocian para amplificar el nimero de copias de acido nucleico. El producto de la
amplificacion se puede caracterizar mediante electroforesis, patrones de clivaje de endonucleasas de restriccion,
union o hibridacion de oligonucleétidos y/o secuenciacion de acido nucleico utilizando técnicas estandar. Otros
ejemplos de amplificacion incluyen la amplificacion por desplazamiento de la cadena, tal como se divulga en la
Patente estadounidense n° 5.744.311; la amplificacion isotérmica sin transcripcion, tal como se divulga en la Patente
estadounidense n° 6.033.881; amplificacion por reaccion en cadena de amplificacion, tal como se divulga en WO
90/01069; amplificacion por reacciéon en cadena de ligasa, tal como se divulga en EP 0320308; amplificacion por
reaccion en cadena de ligasa con relleno de huecos, tal como se divulga en la Patente estadounidense n°® 5.427.930;
y amplificacion sin transcripcion de ARN NASBA™, tal como se divulga en la Patente estadounidense n° 6.025.134.

Anticuerpo: Moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de moléculas de
inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de union a antigeno que se une especificamente a
(inmunorreacciona con) un antigeno.

Un anticuerpo naturalmente presente (por ejemplo, IgG, IgM, IgD) incluye cuatro cadenas de polipéptidos, dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. Sin embargo, se ha
demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo se puede realizar con fragmentos de un anticuerpo
naturalmente presente. De este modo, estos fragmentos de unidn a antigeno también se designaran por el término
"anticuerpo”. Algunos ejemplos concretos, a titulo meramente enunciativo, de fragmentos de unién incluidos en el
término anticuerpo son (i) un fragmento Fab que se compone de los dominios V|, Vu. CL, y CH1; (ii) un fragmento Fd
que se compone de los dominios Vyy CH1; (iii) un fragmento Fv que se compone de los dominios V. y V4 de un
anticuerpo, (iv) un fragmento dAb (Ward et al., Nature 341:544-546, 1989) que se compone de un dominio V4 ; (v)
una region determinante de la complementariedad (CDR) aislada; y (vi) un fragmento F(ab'),, un fragmento
bivalente que se compone de dos fragmentos Fab unidos por un puente de disulfuro en la regién bisagra.
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Las inmunoglobulinas y ciertas variantes de las mismas son conocidas; muchas han sido preparadas en cultivo de
células recombinantes (véase, por ejemplo, la Patente estadounidense n°® 4.745.055; la Patente estadounidense n°
4.444.487; WO 88/03565; EP 0256654; EP 0120694; EP 0125023; Faoulkner et al., Nature 298:286, 1982; Morrison,
J. Immunol. 123:793, 1979; Morrison et al., Ann Rev. Immunol 2:239, 1984).

Animal: Organismos vertebrados multicelulares vivos. Una categoria que incluye, por ejemplo, mamiferos y aves. El
término mamifero incluye tanto humanos como mamiferos no humanos. De forma similar, el término "sujeto" incluye
tanto humanos como sujetos veterinarios, tales como perros.

Variantes conservadoras: Las sustituciones conservadoras de aminoacidos son aquellas que no afectan
sustancialmente ni disminuyen la actividad o antigenicidad del polipéptido de Lu. longipalpis. Algunos ejemplos
concretos, sin caracter limitador, de una sustitucién conservadora incluyen los siguientes:

Residuo original ~ Sustituciones conservadoras

Ala Ser

Arg Lys

Asn GIn, His

Asp Glu

Lys Ser

GIn Asn

Glu Asp

His Asn; GIn

lle Leu, Val

Leu lle; Val

Lys Arg; GIn; Glu
Met Leu; lle

Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Phe

Val lle ; Leu

El término variacion conservadora incluye también el uso de un aminoacido sustituido en lugar de un aminoacido
matriz no sustituido, siempre que los anticuerpos obtenidos para el polipéptido no sustituido también
inmunorreaccionen esencialmente con el polipéptido sustituido, o que se pueda generar una respuesta inmune
contra el polipéptido sustituido que sea similar a la respuesta inmune contra el polipéptido no sustituido. Por tanto,
en una realizacion, las sustituciones no conservadoras son aquellas que reducen una actividad o antigenicidad.

ADNc (ADN complementario): Un fragmento de ADN que carece de segmentos internos no codificantes (intrones)
y secuencias de control de la expresion. EI ADNc se sintetiza en el laboratorio mediante transcripcion inversa a partir
de ARN mensajero extraido de células.

Variante degenerada: Un polinucledtido que codifica un polipéptido de Lu. longipalpis que incluye una secuencia
que esta degenerada como resultado del cédigo genético Existen 20 aminoacidos naturales, la mayoria de los
cuales estan especificados por mas de un codén. Por lo tanto, todas las secuencias de nucleétidos degeneradas
estan incluidas en la divulgacion siempre que la secuencia de aminoacidos del polipéptido de Lu. longipalpis
codificado por la secuencia de nucleétidos se mantenga sin cambios.

Hipersensibilidad tardia (DTH): Una reacciéon inmune en la que la activacion de macrofagos dependiente de
linfocitos T y la inflamacion causan dafos en los tejidos. A menudo se utiliza una reaccién por DTH a la inyeccion
subcutanea de antigeno como un ensayo de la inmunidad mediada por células.

Epitopo: Un determinante antigénico. Se trata de grupos quimicos o secuencias peptidicas concretas de una
molécula que son antigénicos, es decir, que producen una respuesta inmune especifica. Un anticuerpo se une
especificamente a un epitopo antigénico concreto de un polipéptido. Algunos ejemplos concretos, a titulo meramente
enunciativo, de un epitopo incluyen una secuencia de tetra a pentapéptidos de un polipéptido, una secuencia de tri-
a-pentaglucosidos de un polisacarido. En el animal, la mayoria de los antigenos presentaran varios o incluso
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numerosos determinantes antigénicos simultaneamente. Este polipéptido también puede ser cualificado como un
polipéptido inmunogénico y el epitopo puede ser identificado como se define en el presente.

Secuencias de control de la expresién: Secuencias de acido nucleico que controlan y regulan la expresion de una
secuencia de acido nucleico, como una secuencia de acido nucleico heterdloga, a la que estan operativamente
unidas. Las secuencias de control de la expresién estan operativamente unidas a una secuencia de acido nucleico
cuando las secuencias de control de la expresion controlan y regulan la transcripcion y, cuando corresponde, la
traduccioén de la secuencia de acido nucleico. Por tanto, las secuencias de control de la expresion pueden incluir
promotores, potenciadores, terminadores de la transcripcion, sefales de polyA, un codén de inicio (por ejemplo,
ATG) delante de una secuencia de polinucledtidos que codifica proteina, la sefial de union para los intrones, el
mantenimiento del marco de lectura correcto de ese gen que permita la correcta traducciéon de ARNm y codones de
parada apropiados.

Para los fines del presente, el término "secuencias de control" incluye, como minimo, componentes cuya presencia
puede influir en la expresion y también puede incluir componentes adicionales cuya presencia es beneficiosa, por
ejemplo, secuencias lider y secuencias del componente de fusion. Las secuencias de control de la expresién pueden
incluir un promotor.

Un promotor es una secuencia minima suficiente para dirigir la transcripcion de un acido nucleico. Los promotores
pueden ser especificos de un tipo de célula o especificos de un tejido. Un promotor incluye secuencias de acido
nucleico necesarias cerca del sitio de inicio de la transcripcién, como, en el caso de un promotor de la polimerasa
tipo Il, un elemento TATA. Un promotor también incluye opcionalmente un potenciador distal o elementos represores
que pueden estar ubicados a varios miles de pares de bases del sitio de inicio de la transcripcion. Se incluyen tanto
promotores constitutivos como inducibles (véase, por ejemplo, Bitter et al., Methods in Enzymology 153:516-544,
1987).

Por ejemplo, cuando se clonan sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como pL del
bacteriéfago lambda, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido ptrp-lac) y similares. En una realizacion, cuando se clonan
sistemas celulares de mamifero, pueden usarse promotores obtenidos del genoma de células de mamifero (tales
como el promotor de la metalotioneina) o de virus de mamifero (tales como la repeticion terminal larga de retrovirus;
el promotor tardio de adenovirus; el promotor 7.5K del virus vaccinia). También pueden usarse promotores
producidos por ADN recombinante o técnicas sintéticas para proporcionar la transcripcion de las secuencias de
acido nucleico. Se puede insertar un polinucleétido en un vector de expresion que contiene una secuencia promotora
que facilita la transcripcion eficiente de la secuencia genética insertada del huésped. Tipicamente el vector de
expresion contiene un origen de la replicacion, un promotor, asi como secuencias de acido nucleico especificas que
permiten la selecciéon fenotipica de las células transformadas. En una realizacién, el promotor es un promotor de
citomegalovirus.

Células huésped: Células en las que puede propagarse un vector y expresarse su ADN. La célula puede ser
procariota o eucariota. El término también incluye cualquier descendencia de la célula huésped del sujeto. Se
entiende que toda la descendencia puede no ser idéntica a la célula precursora ya que puede haber mutaciones que
suceden durante la replicacion. Sin embargo, dicha descendencia se incluye cuando se usa la expresion "célula
huésped". También se incluyen las células del sujeto.

Respuesta inmune: Una respuesta de una célula del sistema inmunitario, como un linfocito B, linfocito T o
monocito, a un estimulo. En una realizacion, la respuesta es especifica para un antigeno concreto (una "respuesta
especifica de antigeno"). La respuesta también puede ser no especifica (no dirigida especificamente a los
polipéptidos salivales), como la produccion de linfocinas. En una realizaciéon, una respuesta inmune es una
respuesta de linfocitos T, como una respuesta de CD4+ o una respuesta de CD8+. En otra realizacion, la respuesta
es una respuesta de Th1 (un subconjunto de linfocitos T colaboradores). En otra respuesta mas, la respuesta es una
respuesta de linfocitos B y provoca la produccion de anticuerpos especificos.

Polipéptido inmunogénico: Un polipéptido que comprende un motivo especifico de alelo, un epitopo u otra
secuencia de modo que el polipéptido se una a una molécula MHC e induzca una respuesta de linfocitos T
citotdxicos ("CTL"), y/o una respuesta de linfocitos B (por ejemplo, produccion de anticuerpos), y/o una respuesta de
linfocitos T coadyuvantes, y/o una respuesta de hipersensibilidad tardia (DTH) contra el antigeno del que se obtiene
el polipéptido inmunogeénico.

En una realizacion, los polipéptidos inmunogénicos se identifican utilizando motivos de secuencias u otros métodos
conocidos en el campo. Tipicamente se utilizan algoritmos para determinar el "umbral de unidon" de los polipéptidos,
a fin de seleccionar aquellos con las puntuaciones que hacen que tengan una mayor probabilidad de unirse a una
determinada afinidad y que seran inmunogénicos. Los algoritmos se basan en los efectos sobre la unién a MHC de
un aminoacido concreto en una posicién concreta, los efectos sobre la unién al anticuerpo de un aminoacido
concreto en una posicién concreta, o los efectos sobre la unién de una sustituciéon concreta en un polipéptido que
contiene un motivo En el contexto de un polipéptido inmunogénico, un "residuo conservado" es aquel que aparece
con una frecuencia notablemente superior a la que cabria esperar de una distribucién aleatoria en una posicion
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concreta de un polipéptido. En una realizacion, un residuo conservado es aquel en el que la estructura del MHC
puede proporcionar un punto de contacto con el polipéptido inmunogénico.

Composicion inmunogénica: Una composicion que, cuando se administra a un sujeto, induce una respuesta
inmune a un polipéptido salival de Lu. longipalpis. En una realizacion, en particular una respuesta DTH positiva.

Aislado: Un componente biolégico "aislado" (como un acido nucleico o proteina u organulo) ha sido sustancialmente
separado o purificado de otros componentes biolégicos de la célula del organismo en la que el componente esta
naturalmente presente, como, por ejemplo, otro ADN o ARN cromosémico y extracromosémico, proteinas y
organulos. Los acidos nucleicos y proteinas que han sido "aislados" incluyen acidos nucleicos y proteinas purificados
mediante métodos de purificacion estandar. El término también comprende los acidos nucleicos y proteinas
preparados mediante tecnologia recombinante y sintesis quimica.

Etiqueta: Un compuesto o composicion detectable que se conjuga directa o indirectamente con otra molécula para
facilitar la deteccion de dicha molécula. Algunos ejemplos de etiquetas, a titulo meramente enunciativo, incluyen
etiquetas fluorescentes, enlaces enzimaticos e isétopos radiactivos.

Leishmaniasis: Una enfermedad parasitaria que se propaga por la picadura de fleb6tomos infectados. El parasito
tripanosoma del género Leishmania es el agente etiolégico de diversas manifestaciones patoldgicas, conocidas
colectivamente como leishmaniasis. La leishmaniasis es prevalente en todas las regiones tropicales y subtropicales
de Africa, Asia, el Mediterraneo, el sur de Europa (Viejo Mundo), y el sur y el centro de América (Nuevo Mundo). Las
especies del viejo Mundo se transmiten a través del vector flebétomo Phlebofomus sp. Los seres humanos, animales
salvajes y animales domésticos (como los perros) son objetivos conocidos de estos flebotomos, que actian como
huéspedes de depdsito o desarrollan la leishmaniasis.

La leishmaniasis cutanea comienza con la aparicién de un Unico o multiples nédulos, que se convierten en Ulceras
en la piel en el lugar de la picadura. La Ulcera de los chicleros tipicamente se presenta como una pérdida de tejido
similar a un corte en el I6bulo de la oreja. El periodo de incubacion se prolonga entre unos dias y varios meses, o
incluso afios en algunos casos. Por lo general, las heridas persisten durante varios meses o algunos afios y en la
mayoria de los casos cicatrizan por si solas. El tipo mucocutaneo puede provocar lesiones erosivas en nariz, boca o
garganta, pudiendo provocar graves desfiguraciones. La leishmaniasis visceral normalmente provoca la apariciéon de
fiebre en un patrén diario tipico, aumento de tamafio del abdomen acompafado de dolor, debilidad, hinchazén
generalizada de los ndédulos linfaticos y pérdidas de peso, ademas de infecciones sobreimpuestas como
consecuencia de la debilitacién del sistema inmunitario. La leishmaniasis visceral (VL) puede provocar tasas de
mortalidad elevadas. La aparicion de los sintomas puede ser repentina, aunque por lo general tiende a ser insidiosa.

Lutzomyia longipalpis (Lu. longipalpis): Una especie de flebétomo enddgena del Nuevo Mundo (América del Sur
y Centroamérica). Este flebotomo es el principal vector de la leishmaniasis visceral americana, una enfermedad
potencialmente mortal que afecta principalmente a los nifios en varios paises de Sudamérica y América Central.
Linfocitos: Un tipo de leucocito que participa en la defensa inmunitaria del organismo. Existen dos tipos de linfocitos:
los linfocitos By T.

Mamifero: Este término incluye tanto a los seres humanos como a los mamiferos no humanos. De forma similar, el
término "sujeto” incluye tanto a seres humanos como a sujetos veterinarios.

Oligonucleétido: Una secuencia lineal de polinucleétidos de hasta unas 100 bases de nucleétidos de longitud.

Marco abierto de lectura (ORF): Una secuencia de acido nucleico que cuenta con una serie de tripletes de
nucledtidos (codones), que comienza por un codon de inicio y termina por un codén de parada, que codifica
aminoacidos sin ningun codon de terminacion interno. Habitualmente estas secuencias se pueden convertir en un
polipéptido.

Operativamente unido: Una primera secuencia de acido nucleico esta operativamente unida con una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de acido nucleico esta dispuesta en una relacién funcional
con la segunda secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor estd operativamente unido con una
secuencia de codificacion si el promotor influye en la transcripcion o expresion de la secuencia de codificacion. Por
lo general, las secuencias de ADN operativamente unidas son contiguas y, cuando es necesario unir dos regiones
de codificacion de proteinas, en el mismo marco de lectura.

Modificaciones de polipéptidos: Los polipéptidos de Lu. longipalpis incluyen realizaciones sintéticas de los
polipéptidos descritos en el presente. Por otra parte, se pueden utilizar analogos (moléculas organicas no
peptidicas), derivados (moléculas peptidicas quimicamente funcionalizadas obtenidas a partir de las secuencias de
polipéptidos divulgadas) y variantes (homologos) de estas proteinas en los métodos descritos en el presente. Cada
polipéptido de la divulgacion se compone de una secuencia de aminoacidos, que pueden ser L-aminoacidos y/o D-
aminoacidos, naturalmente presentes y de otro modo.
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Los polipéptidos se pueden modificar mediante diversas técnicas quimicas para producir derivados que tienen
basicamente la misma actividad que los polipéptidos sin modificar y, opcionalmente, otras propiedades deseables.
Por ejemplo, los grupos de acido carboxilico de la proteina, sean de cadena carboxi-terminal o lateral, se pueden
proporcionar en forma de una sal de un catién farmacéuticamente aceptable o esterificarse para formar un éster C+-
Ci16, 0 convertirse en una amida de formula NR/Rz en la que R1 y Rz cada una independientemente H o alquilo C-
C16 , 0 combinarse para formar un anillo heterociclico, tal como un anillo de 5 6 6 elementos. Los grupos amino del
péptido, ya sean de cadena amino-terminal o lateral, pueden ser en forma de una sal de adiciéon de acido
farmacéuticamente aceptable, como HC1, HBr, acético, benzoico, toluensulfénico, maleico, tartatico y otras sales
organicas, o pueden modificarse a alquilo C1-C+¢ 0 dialquilamino o transformarse mas hasta una amida.

Los grupos hidroxilo de las cadenas peptidicas laterales pueden convertirse en alcohoxi C1-Cis 0 en éster Ci-
C16 utilizando técnicas bien reconocidas. Los anillos fenilos y fendlicos de las cadenas laterales del péptido pueden
estar sustituidas con uno o mas atomos de haldégeno, tales como fluor, cloro, bromo o iodo, o con alquilo C4-Cys,
alcoxi C4-C+e, acidos carboxilicos y ésteres de los mismos o amidas de dichos acidos carboxilicos. Los grupos
metileno de las cadenas laterales del péptido pueden prolongarse a alquilenos C,-C4 homologos. Los tioles pueden
protegerse con uno cualquiera de varios grupos de proteccion bien reconocidos, tales como grupos acetamida. Los
expertos en el campo también reconoceran métodos para introducir estructuras ciclicas en los péptidos de esta
divulgaciéon para seleccionar y proporcionar restricciones conformacionales a la estructura que produzcan una
estabilidad potenciada.

Se prevén realizaciones peptidomiméticas y organomiméticas, por las cuales la disposicion tridimensional de los
constituyentes quimicos de dichos peptidomiméticos y organomiméticos imitan la disposicion tridimensional de la
estructura peptidica y las cadenas laterales de los aminoacidos componentes, produciendo dichos peptidomiméticos
y organomiméticos de un polipéptido de L. longipalpis que tienen capacidad medible o potenciada de generar una
respuesta inmune. Para aplicaciones de modelizaciéon por ordenador, un farmacoforo es una definicion
tridimensional idealizada de los requisitos estructurales para la actividad biologica. Los peptidomiméticos y
organomiméticos pueden disefiarse de forma que se adapten a cada farmacoéforo con el software de modelizacion
por ordenador actual (usando disefio de farmacos asistido por ordenador o CADD). Véase Walters, "Computer-
Assisted Modeling of Drugs," Klegerman & Groves (comp.), 1993, Pharmaceutical Biotechnology, Interpharm Press:
Buffalo Grove, IL, pp. 165-174 y Principles of Pharmacology Munson (comp.) 1995, Ch. 102, para consultar una
descripcion de las técnicas utilizadas en el CADD. También se incluyen miméticos preparados usando dichas
técnicas.

Vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables: Los vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables
utilizado son los convencionales. Remington's Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin, Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 152 edicion (1975), describe composiciones y formulaciones adecuadas para la administracion
farmacéutica de los polipéptidos, plasmidos y vectores virales divulgados en el presente.

En general, la naturaleza del vehiculo o excipiente dependera del modo de administracion concreto que se vaya a
emplear. Por ejemplo, las formulaciones parenterales habitualmente comprenden fluidos inyectables que incluyen
como vehiculo fluidos farmacéutica y fisiolégicamente aceptables, tales como agua, suero fisioldgico, soluciones
salinas equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol o similares. Para composiciones sélidas (por ejemplo, comprimidos
secados por congelacion, polvos, pildoras, tabletas o capsulas), los vehiculos o excipientes soélidos no toxicos
convencionales pueden incluir, por ejemplo, manitol, lactosa, almidon o estearato de magnesio de grado
farmacéutico. Ademas de vehiculos o excipientes biolégicamente neutros, las composiciones farmacéuticas a
administrar pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes tampoén del pH y similares, por ejemplo, acetato sédico o
monolaurato de sorbitan.

Phlebotomus ariasi (P. ariasi): Una especie del género fleb6tomo (mosca de la arena) endégena del Viejo Mundo,
en particular del sur de Europa y los paises del Mediterraneo, mas concretamente de Espafa y Francia. Este
flebotomo es un vector de la leishmaniasis visceral demostrado. P. ariasi es un miembro del subgénero Phlebotomus
Larroussius.

Phlebotomus perniciosus (P. perniciosus): Una especie de flebétomo (mosca de la arena) endoégena del Viejo
Mundo, en particular del sur de Europa y los paises del Mediterraneo, mas concretamente de Francia, Italia, Grecia,
Marruecos y Esparia. Este fleb6tomo es un vector de la leishmaniasis visceral demostrado. P. perniciosus es un
miembro del subgénero Phlebotomus Larroussius.

Polinucleétido: El término polinucleétido o secuencia de acido nucleico se refiere a una forma polimérica de
nucledtido de al menos 10 bases de longitud, que incluye, por tanto, oligonucleétidos y genes. Un polinucleétido
recombinante incluye un polinucleétido que no se encuentra inmediatamente contiguo a las dos secuencias
codificantes inmediatamente contiguas (una en el extremo 5' y una en el extremo 3') en el genoma de origen natural
del organismo del que se obtiene. Por tanto, el término incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que esta
incorporado en un vector; en un virus o un plasmido de replicacion autonoma; o en el ADN gendémico de una célula
procariota o eucariota, o que existe en forma de una molécula separada (por ejemplo, un ADNc) independiente de
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otras secuencias. Los polinucleétidos pueden ser ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos, o formas modificadas de
cualquier nucleoétido. El término incluye formas monocatenarias y bicatenarias de ADN.

Polipéptido: Cualquier cadena de aminoacidos, independientemente de la longitud (incluyendo, por tanto,
oligopéptidos, péptidos y proteinas) o modificacion posterior a la traduccion (por ejemplo, glucosilacion, fosforilacion
o acilacion). Un polipéptido incluye también el precursor, asi como la proteina madura. En una realizacion, el
polipéptido es un polipéptido aislado de Lu. longipalpis o codificado por un acido nucleico aislado de Lu. longipalpis,
como los polipéptidos de Lu. longipalpis divulgados en el presente.

Sondas y cebadores: Una sonda comprende un polinucleétido aislado unido a una etiqueta detectable o molécula
informadora. Los cebadores son polinucleétidos cortos. En una realizacion, los polinucleétidos tienen 15 nucleétidos
o0 mas de longitud. Los cebadores pueden hibridarse con una cadena de ADN diana complementaria por hibridacién
de acido nucleico para formar un hibrido entre el cebador y la cadena de ADN diana, y después extenderse a lo
largo de la cadena de ADN diana por una enzima ADN polimerasa. Pueden usarse pares de cebadores para la
amplificacion de una secuencia de acido nucleico, por ejemplo, por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) u
otros métodos de amplificacion de acidos nucleicos conocidos en el campo. Un experto en el campo apreciara que la
especificidad de una sonda o cebador concreto aumenta con su longitud Asi, por ejemplo, un cebador que
comprende 20 nucleétidos consecutivos se hibridara con una diana con una especificidad mayor que un cebador
correspondiente de solamente 15 nucledtidos. Por tanto, para obtener mayor especificidad, pueden seleccionarse
sondas y cebadores que comprenden al menos 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 o mas nucledtidos consecutivos.

Purificacion de proteinas: Los polipéptidos de Lu. longipalpis divulgados en el presente se pueden purificar por
cualquiera de los medios conocidos en el campo. Véase, por ejemplo, Guide to Protein Purification, Deutscher
(comp.), Meth. Enzymol 185, Academic Press, San Diego, 1990; y Scopes, Protein Purification: Principles and
Practice, Springer Verlag, New York, 1982. Purificacion sustancial se refiere a la purificacion a partir de otras
proteinas o componentes celulares. Una proteina sustancialmente purificada tiene una pureza minima del 60%,
70%, 80%, 90%, 95% o 98%. Asi, en un ejemplo concreto, a titulo meramente enunciativo, una proteina
sustancialmente purificada esta un 90% libre de otras proteinas o componentes celulares.

Purificado: El término purificado no requiere pureza absoluta, sino que se entiende como un término relativo. Asi,
por ejemplo, una preparacion de polipéptido purificada es una en la que el polipéptido esta mas enriquecido que el
polipéptido en su entorno natural. Por ejemplo, una preparacion de polipéptido se encuentra sustancialmente
purificada cuando el polipéptido representa al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%,
al menos el 95%, o al menos el 98% del contenido total de polipéptido de la preparacion Lo mismo se aplica a los
polinucledtidos. Los polipéptidos divulgados en el presente se pueden purificar por cualquiera de los medios
conocidos en el campo (véase, por ejemplo, Guide to Protein Purification, Deutscher (comp.), Meth. Enzymol. 185,
Academic Press, San Diego, 1990; and Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer Verlag, New
York, 1982).

Recombinante: Un polinucleétido recombinante es aquel que tiene una secuencia que no se encuentra
naturalmente presente o tiene una secuencia que se compone de una combinacion artificial de dos segmentos de
secuencia que de otro modo estarian separados. Por lo general, esta combinacion artificial se realiza mediante
sintesis quimica o, mas frecuentemente, mediante la manipulacion artificial de segmentos aislados de acidos
nucleicos, por ejemplo mediante técnicas de ingenieria genética. En una realizacion, un polinucleotido recombinante
codifica una proteina de fusion.

Hibridacion selectiva: Hibridacion en condiciones de rigurosidad moderada o elevada que excluye secuencias de
nucleoétidos no relacionadas.

En reacciones de hibridacion de acidos nucleicos, las condiciones usadas para conseguir un nivel concreto de
rigurosidad variaran dependiendo de la naturaleza de los acidos nucleicos que se estan hibridando. Por ejemplo, la
longitud, el grado de complementariedad, la composicién de la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, contenido de
GC frente a AT), y el tipo de acido nucleico (por ejemplo, ARN frente a ADN) de las regiones de hibridacion de los
acidos nucleicos pueden considerarse a la hora de seleccionar las condiciones de hibridaciéon. Una consideracion
adicional es si uno de los acidos nucleicos esta inmovilizado, por ejemplo, en un filtro.

Un ejemplo especifico, a titulo meramente enunciativo, de condiciones de rigurosidad progresivamente mas
elevadas es el siguiente: 2 x SSC/SDS al 0,1% aproximadamente a temperatura ambiente (condiciones de
hibridacién); 0,2 x SSC/SDS al 0,1% aproximadamente a temperatura ambiente (condiciones de baja rigurosidad);
0,2 x SSC/SDS al 0,1% aproximadamente a 42°C (condiciones de rigurosidad moderada); y 0,1 x SSC
aproximadamente a 68°C (condiciones de elevada rigurosidad). Un experto en el campo puede determinar
facilmente variaciones de estas condiciones (por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3,
comp. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Las condiciones de
hibridaciéon se pueden mantener durante 2 a 16 horas. El lavado puede realizarse usando solamente una de estas
condiciones, por ejemplo, condiciones de elevada rigurosidad, o puede usarse cada una de las condiciones, por
ejemplo, durante 10-15 minutos cada una, en el orden enumerado anteriormente, repitiendo todos y cada uno de los

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2447 843 T3

pasos indicados. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, las condiciones Ooptimas variaran,
dependiendo de la reaccién de hibridacion particular implicada, y pueden determinarse empiricamente.

Identidad de secuencia: La similitud entre secuencias de aminoacidos se expresa en términos del porcentaje de
identidad entre las mismas. Cuanto mayor es el porcentaje, mas similares son las dos secuencias. Los homélogos o
variantes de un polipéptido de Lu. longipalpis tendran un grado relativamente elevado de identidad de secuencia
cuando se alinean usando métodos convencionales.

Los métodos de alineacion de secuencias para la comparacién son bien conocidos en el campo. Se describen
diversos programas y algoritmos de alineacion en: Smith y Waterman, Adv. Appl Math. 2:482, 1981; Needleman y
Wunsch, J. Mol Biol. 48:443, 1970; Pearson y Lipman, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; Higgins y Sharp,
Gene 73:237, 1988; Higgins y Sharp, CABIOS 5:151, 1989; Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881, 1988; y
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. , 85:2444, 1988. Altschul et al., Nature Genet. 6:119, 1994
presenta un andlisis detallado de los métodos de alineacion de secuencias y los calculos de identidad.

La herramienta de busqueda de alineamientos locales basicos (BLAST) del NCBI (Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403, 1990) esta disponible de varias fuentes, incluyendo el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica
(NCBI, Bethesda, MD) y en Internet, para su uso en relacion con los programas de analisis de secuencias blastp,
blastn, blastx, tblastn y tblastx. En el sitio web del NCBI se encuentra disponible una descripcion de como determinar
la identidad de secuencia usando este programa.

Los homdlogos y variantes de un polipéptido de Lu. longipalpis tipicamente se caracterizan por tener al menos un
75%, por ejemplo al menos un 80%, de identidad de secuencia contada sobre la alineacion de longitud completa con
la secuencia del polipéptido de Lu. longipalpis usando NCBI Blast 2.0, blastp de huecos ajustado a los parametros
por defecto. La comparacion entre las secuencias se realiza sobre la alineacion de longitud completa con la
secuencia de aminoacidos proporcionada en la presente divulgacion, empleando la funcion de secuencias Blast 2
con la matriz BLOSUMG62 por defecto ajustada a los 10 parametros por defecto, (la existencia de un hueco tiene un
valor de 11, y un hueco por residuo tiene un valor de 1).

Cuando se alinean péptidos cortos (menos de aproximadamente 30 aminoacidos), la alineacion debe realizarse
usando la funcion de secuencias Blast 2, con la matriz PAM30 ajustada a los parametros por defecto (penalizaciones
de abertura de hueco 9, extension de hueco 1). Las proteinas con una similitud incluso mayor a las secuencias de
referencia mostraran porcentajes de identidad crecientes cuando se evallian por este método, tales como al menos
el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 98%, o al menos el 99% de identidad de
secuencia Cuando se esta comparando menos de la secuencia completa para la identidad de secuencia, los
homdlogos y variantes tipicamente tendran al menos un 80% de identidad de secuencia sobre ventanas cortas de
10-20 aminoacidos, y pueden tener identidades de secuencia de al menos el 85% o al menos el 90% o el 95%
dependiendo de su similitud con la secuencia de referencia. Los métodos para determinar la identidad de secuencia
sobre estas ventanas cortas estan disponibles en el sitio web del NCBI en Internet. Un experto en el campo
apreciara que estos intervalos de identidad de secuencia se proporcionan solamente como a titulo orientativo; es
completamente posible que se puedan obtener homdlogos muy significativos fuera de los intervalos proporcionados.

Agente de union especifica: Un agente que se une sustancialmente solo a una diana definida. Por tanto, un agente
de unidn especifica a Lu. longipalpis es un agente que se une sustancialmente a un polipéptido de Lu. longipalpis.

En una realizacion, el agente de union especifica es un anticuerpo monoclonal o policlonal que se une
especificamente a al polipéptido de Lu. longipalpis.

Sujeto: Organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye tanto sujetos humanos como
veterinarios, incluyendo mamiferos humanos y no humanos. En una realizacién, el sujeto es un miembro de la
familia de los canidos, como un perro. En ofra realizacion, el sujeto es un ser humano.

Linfocito T: Una célula sanguinea de color blanco critica para la respuesta inmune. Los linfocitos T incluyen, a titulo
meramente enunciativo, linfocitos T CD4" y linfocitos T CD8". Un linfocito T CD4+ es una célula inmune que lleva un
marcador sobre su superficie conocido como "grupo de diferenciacion 4" (CD4). Estas células, también conocidas
como linfocitos T coadyuvantes, ayudan a organizar la respuesta inmune, incluyendo respuestas de anticuerpos asi
como respuestas de linfocitos T citotéxicos. Los linfocitos T CD8" llevan el marcador del "grupo de diferenciacién 8"
(CD8). En una realizacion, un linfocito T CD8 es un linfocito T citotdxico En otra realizacion, un linfocito T CD8 es un
linfocito T supresor.

Polipéptido terapéuticamente activo: Un agente, como un polipéptido de Lu. longipalpis, que induce una
respuesta inmune, medida por la respuesta clinica (por ejemplo, el aumento en una poblacién de células inmunes,
produccion de anticuerpo que se une especificamente al polipéptido de Lu. longipalpis, una reduccién mensurable
de los sintomas resultantes de la exposicion a Leishmania o proteccion frente a la infeccion por Leishmania). Las
moléculas terapéuticamente activas también pueden prepararse a partir de acidos nucleicos. Ejemplos de una
molécula terapéuticamente activada basada en acido nucleico es una secuencia de acido nucleico que codifica un
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polipéptido de Lu. longipalpis, donde la secuencia de acido nucleico esta operativamente unida a un elemento de
control como un promotor Los agentes terapéuticamente activos también pueden incluir compuestos organicos u
otros compuestos quimicos que imitan los efectos del polipéptido de Lu. longipalpis.

El término "fragmento terapéuticamente efectivo de un polipéptido de Lu. longipalpis" incluye cualquier fragmento del
polipéptido de Lu. longipalpis, o variante del polipéptido de Lu. longipalpis, o proteina de fusién de un polipéptido de
Lu. longipalpis, que conserva una funcién del polipéptido de Lu. longipalpis (como la inmunogenicidad) o conserva la
capacidad para reducir los sintomas de la exposicion a la Leishmania y para proteger frente a la infeccion por
Leishmania.

Asi, en una realizacién, una cantidad terapéuticamente efectiva de un fragmento de polipéptido de Lu. longipalpis es
una cantidad utilizada para generar una respuesta inmune al polipéptido. En otra realizacion, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un fragmento de un polipéptido de Lu. longipalpis es una cantidad de uso para prevenir
o tratar una infeccion por Leishmania en un sujeto. Tratamiento se refiere a una intervencion terapéutica que
confiere resistencia a la infeccién por Leishmania o una reduccién de los sintomas asociados con la exposicion a la
Leishmania. Algunos ejemplos concretos, de caracter no limitador, de un fragmento de polipéptido son la mitad N-
terminal o la mitad C-terminal de un polipéptido de Lu. longipalpis divulgado en el presente. Cabe sefialar que se
incluyen las proteinas de fusién, como una fusion con seis residuos de histidina, una etiqueta c-myc o cualquier otra
etiqueta del polipéptido. Estas fusiones son conocidas para un experto en el campo y se utilizan a menudo en la
purificacién de proteinas.

Transducida: Una célula transducida es una célula en la que se ha introducido una molécula de acido nucleico por
técnicas de biologia molecular. Para los fines del presente, el término transduccion abarca todas las técnicas por las
cuales puede introducirse una molécula de acido nucleico en dicha célula, incluyendo transfeccidon con vectores
virales, transformacion con vectores plasmidicos, e introduccién de ADN desnudo por electroporacion, lipofeccion, y
aceleracion por pistola de particulas.

Vector: Una molécula de acido nucleico que introducida en una célula huésped produce una célula huésped
transducida. Un vector puede incluir secuencias de acido nucleico que le permiten replicarse en una célula huésped,
como un origen de replicacion. Un vector también puede incluir uno o mas genes marcadores seleccionables y otros
elementos genéticos conocidos en el campo.

Vacuna: Una composicidon que, cuando se administra a un sujeto, induce una reduccion de la gravedad de los
sintomas de un trastorno o una enfermedad. En una realizacién, una vacuna reduce la gravedad de los sintomas de
la leishmaniasis y/o reduce la carga parasitaria.

A menos que se explique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos empleados en el presente tienen los
mismos significados que normalmente entiende un experto en el campo al que corresponde la divulgacion. Los
términos singulares "un", "una" y "el", "la" incluyen los plurales, salvo que el contexto indique claramente lo contrario.
Asimismo, se entiende que la palabra "0" incluye "y", salvo que el contexto indique claramente lo contrario El término
"comprende” significa "incluye" y una composicion que comprende un polipéptido incluye ese polipéptido. Debe
entenderse también que todos los tamafios de bases o tamafios de aminoacidos y todos los valores de peso
molecular o masa molecular dados para los polinucleétidos o polipéptidos son aproximados y se proporcionan con
fines descriptivos. Aunque en la practica o el ensayo de la presente divulgacion pueden usarse métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en el presente, a continuacion se describen métodos y materiales adecuados
Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas en el presente se
incorporan como referencia en su totalidad. En caso de conflicto, predominara la presente especificacion, incluyendo
las explicaciones de términos. Por ofra parte, los materiales, métodos y ejemplos se ofrecen Unicamente a titulo

ilustrativo y no tienen un caracter limitador.
Polinucleétidos y polipéptidos de Lu. Longipalpis

En el presente se divulgan los polipéptidos salivales del flebétomo Lu. longipalpis.
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LJL34 (SEC. ID. N°: 1)
MLOQIKHLLIFVGLLVVVNAQSNYCKQESCSSGGVERPHIGCKNSGDFSETCSGDAEIVEMDK

EKONLLVEMHNELRDRFARGAVPGFAPAAKMPMLEKWNDELAKLAEYNVRTCKFAHDKC
RAIDVCPY AGONLAQMMSYPTHRDLNY VLENLTREWFWEYRWAKQSQLDNYVGGPGED
NEQIGHFTAFVHEK TDEVGCATARFTMNEHNFEETLLACNY CY TNMMEERIY TQGEKPCEQC0
SKECGPVYENLCDPSEKVDPTPDVLEQWEHGEK

LJL34 (SEC ID N°: 3
MLLRSLFVLFLIFLTFCNAEEELIERELTGKTIYISTIKLPWFQALMHCVENGY TMVSIKTFEE

WEKELLKELKERVIRTEDTOVWIGGLEHHOFANFRWVSDGSHY ATASGY TNWAPGEPADSEY
YDOFCMAMLFRKDGAPWDDLNCWVKNLFVCEKRDD

LJS193 (SEC ID N°: 5
MELLQIFSLFLVFFPTSNGALTGNESAANAAPLPVVLWHGMGDSCCFPFSLGSIKELIEQOP

GIHVVSLEIGKSLIED YESGFFVHPDEQIQEVCESLONDLTLANGFNAIGFSQGSQFLRGLVOR
CSSIQVRNLISIGGQHQGVFGLPYCPSLSRKTCEYFRELINYAAYEEWVQELLVQATYWHD
FLNEDAYRTGSTFLADINNERQINND YINNIRKLNRFVMVEFLNDSMVQPIESSFFGFYAPGT
DTEVLPLKQSKIYLEDRLGLQSVPIDYLECGGDHLQFTKEWFIEFIIPYLKQ

LJS201 (SEC ID N°: 7)
MRNFAVVSLAVAVLLFCAWPINAEDNEEVGEAREKROLEDAMEHFENGFEELTKDFELPS

LPSLPGFGKEPESGESEDSGDETEDTSGSKDDQSKDNTVEES

LHL13 (SEC ID N°: 9)
MNFLLEIFSLLCLOGLGY SWODVENADQTLWAYRSCOENPEDEKDHVPQWREFELPDDEET
HCYVECVWTRLGAYNENENVFEKIDVITEQFNERGLEVEAGLDOQELGOSTDGTCEAVYDES
MEFFESHFMDFRNAY Y ATYDGSDEWFSENPDVEPEGTEVSEY CENEDDGDCEHSCSMYY
YRLIDEDNLVIPFSNLPDYPEDELEECRNEAKSANECESSVIVQCLENADKSALDASLNIL
DEFEGRY

LJL23 (SEC ID N°: 11
MELEWVVCAFATVELY GVEQAAPPOVEWYHF GLIADMDE K STASDE TTFNEYVLEIDELRHN

TETDOYTYVRERVEK PVETRYGFEGRGAELSEIVVFNNEL Y TVDDESGITFRITEDGELFPFW
VILADADGQRPDGFEGEWATIKDDITY VGS TGMLEF TSSLWVEEITKDGVVTSHDWTDEY
REILEALNMPNGFVWHEA VTWSFFREQWVFMPRECSRHPFSQELEERTGCNEIVTADENFN
DIQVIHIQDOPYNLASGFSSFRFIPGTENERLLALRTVEQEDQVETWAVVMDMEGTVLMYE
KELYDEEFEGLAFFGGIEKN

LJM10 (SEC ID N°: 13)
MALKFLPVLLLSCFAMSTALQVTEKELSDGKKIFISKVELNWFEALDFCIHRGLTLLSIESAK

ENVDVTEAIRAELNFDSERLAHVWTGGIRESQDEYFRWINDGTEVVERVY TNWFTGEPNN
GYWEDEFCLEIYYKTEEGEWNDDECHVEHHFVCQEKE
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LJL143 (SEC ID N° 15)
MNSINFLSTVGLISFGIIVAVECDGDEYFIGEYEERDETLFFASYGLERDPCQIVLGYKCSNN

QTHFVLNFETNEESCISAIKLTSYPEMNQNSDLTENLY CQTGGIGTDNCELVEKERERQIAAN
IETY GIPAR K. CSFEDRYIGADPLHVDSYGLPY QFDQEHGWNVER YNIFEDTRFSTEVFYHEN
GLFNTOITY LAEEDSFSEAREITAKDKEKFEILPNEEYK RISFLDV Y WFQETMRERPEYPYIH
YNGECSNENKTCELVFDTDELMTYALVEVFTNPESDGSRLEEEDLGRG

LJS142 (SEC ID N°: 17)
MAFSNTLFVLFVEFLTFCGADOTLIEKELTGRTYYISEIKLNWNDAFDY CIRNGLTFAETKSA

EENTELSEELKTVIRTEEFQVWIGGIEHHQDSSFRWVSDSQPITNKLGYEYTNWNTGEPTNY
QMNNEY CLEILFRKEDGEWRNDFPCSARHHFVCEKRTE

LJL17 (SEC ID N°: 19)
MONFLLVSLALAALMLCAEARPYDFPLY QDLIQGVIQRESQAERERRSPNEDYEKQFGDIVD
QIEEIRFNVMEMPHFGSSDDNEDDGEY VDHHY GDEDDRDYDITY

LJMO6 (SEC ID N°: 21)
MEFYIFGVFLVSFLALCNAEDYDEVELTGRTVYISRSKAPWFTALDNCNR

RFTFAMIKSQEENEELTNALLSVIKSDEENVWIGGLEHDLDDYFRWISFGTALSETSYTNWA
PEEFTGRFHRTQNDEFCMOMSFEDGGEWSDNTCWEEFRLY VCEERD

LJM17 (SEC ID N°: 23)
MRFFFVTFLAIVLFQGIHGAYVEIGY SLENITFDGLD TDD Y NPEFNIF TGLAVDPEGYRLFIAIFR.
REFEVPYTVAELMMVMMNPGFPVERAPSFEEFEKFNGEGHEDLVN VY QPVIDDCRELWVLDI
GEVEYTGGDADQYPEGEPTLIAYDLEKDHTPEIHRFEIPDDLYS3QVEFGGFAVDVVNTEG
DCTESFVYLTNFEDNSLIVYDETQKEAWKFTDETFEADEESTFSYSGEEQMK YK VGLFGIAL
GDRDEMGHRPACYIAGSSTEVY SVNTEELE TENGOLNPQLHGDREGEYTDAIALAYDPEHE
VLYFAESDSRQVSCWNVNMELEPDNIDVIFSSARFTFGTDILVDSK GMLWIMANGHPPVED
QEKIWEMRFVNEEIRIME VD TERVFKYSRCNPNYEPPK

EIEV

LJLO4 (SEC ID N: 25)
MIKEVFSLALLVALAQCANEIPINRQGKDYPVPIDPNESSSDDYFDDRFYPDIDDEGIABAPK
DNRGESRGGGAAGAREGRLGTNGAKPGQGOTRPGQGGTRPGQGGTRPGQGGTRPGQGGT
RPGOGRTRPAQGTTRPAQGTRINPGSVGTEEAQDASK QGOGKRRPGOVGGERPGOANAFNA
GTREQQEGSRGVGRPDLSRYKDAPAKFVFESPDFSGEGKTPTVNYFRTEKK EHIVTRGSPN
DEFVLEILDGDPTGLGLE SETIGKDTRELVLENPNGNSIVARVEIYENGYSG

LJM114 (SEC ID N°. 27)

MNSVNTLILTLLFATFLLVKRSQAFL PADPSICVENLVLDTGR TCEESEYFPDIENVENGERVY
VCTDEDAY DY EFYICFDMNRELSGPFY FEEEILRES TV TY AQIVELMTTET TETEEPEEEFEN
SETDDPPAIRPOFEFRNSISY
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LJM111 (SEC ID N°: 29)
MKLFFFLY TFGLVQTIFGVEIK QGFEWNKIL YEGDTSENFNFDNNILTAFA YDPESQELFLTV

PREYPETMY TLAEVDTEENSFESGDTSPLLGEFSGHETGEEL TS VY QFVIDECHRLWVVDVG

SVERNSDGTEGOPFEHNPTLVAYDLKEANYPEVIRYTFPDNSIEEPTEFLGGFAVDVVEPDECSE

TFV?TINFLTHMHKHIDSWT‘H’QDSTFGFDKKSKFDEUJG QOYEYEAGIFGITLGERDN

EGMRQAYYLVASSTKLHSINTEELKQEGSKVNANYLGDRGESTDAIGLVYDPETE TIFFVES

NSKRVSCWRTQETLNEDEIDVIYHNADFSFGTDISIDSQDNLWFLANGLPPLENSDKFVFTEP

RYQIFE VNIQEATAGTECEKNL

LJM78 (SEC ID N°. 31)
MTFLILGAFLL.VQITASALGLPEQFKGLEDLPEKPLAETY YHEGLNDGKTDEMVDIFKSLSD
EFKFSDENLDVGEEKNYKERDITQNSYARNFLENVE GIPSMPSLPSMPSMPSIPSLWSSQTQA
APNTALALPESDYSLLDMPNIVENTLEETRDLYNDVGAFLE AITEALTNRSSSSQLLSSPMVS
TNKTKEFIRNEIQE VRK VRNFVOQETLQEIRDISAAIAKE VESSECLSNLTDIKGLVSDGINCLE
EEFNDGERILQLYNNLLEGLEIPNDLMVELEE CDTNQNNTLGRICYFLTPLQLEEEQILLEV
EFIKRILELTHYFSTMEEDLINCGITTIASIT

LJL238 (SEC ID N°: 33)
MLEIWVLFLSVLAVLVICVAAMPGENVYPWHISREELEKLREARKNHKALEKAIDELIDKYL

LJS169 (SEC ID N° 35)
MEFSCPVFVAIFLLCGFYRYVEGSSQCEEDLEEEABAFFRDCNEAK ANPGEYENLTEEEMFEE

LEEYGVADTDMETVYKLVEECWNELTTTDCKRFLEEAECFEEENICK YFPDEVELKEE
LJL11 (SEC ID N°: 37)
MI FFL NFFVLVFSIELALLTASA AARDGSYENIT HTNDMHARFDQTNAGSNK CQERDKIASE
CYGGPARVSTMVEKPREENGSSVLFLNAGDTYTCTPWETLYKETIATEMMNILREDAASLG
MHEFDEGYEGLYVPEFLNGY TFFILTANLDTEQEP TMTNAENLERSMIFTVSGHRVGVIGYLTP
DTEFLSDVGEVNFIPEVEAINTEAQRLEEEEN AEINVVGHSGLIKDREIAEK CPLVDIOVGGHS
HTFLYTGSQPDREVPVDVYPVVVTQSSGKKVPIVQAYCFTK YLGYFRVTINGKGNVVGWIG
QPILLNNNIPQDQEVLTALEK YRERVENYGNRVIGVSRVILNGGHTECR FHECNMGNLITDA
FVYANVISTPMSTNAWTDASVVLYQSGGIRAPIDPRTAAGSITRLELDNVLPFGNALYVVEV
PGNVLRKALEHSVHRYSNTSGWGEFPQVSGLKIRFNVNEEIGKRVESVKVLCSNCSQPEYQP
LRNEETYNVIMDSEMEDGGDGYSMFK PLENKTLPLGDIETVEAYIEKMGPIFPAVEGRITV
LGGLOESDEDWH '

LJLO8 (SEC ID N°: 39)
MEQILLISLVVILAVLAFNVAEGCDATCOFREKAIEDCKKE ADNSDVLQTSVOTTATFTSMDT

SQLPGNNVFEACMEEEAKEFRAGE

LJL105 (SEC ID N°:41)
MNVLFVSFTLTILLLCVEARPEDFVALODQANFQRCLEQYPEPNQSGEVLACLEKREGAKD

FRERRSLDDIEGTFQESGHN
LWGA
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LJL 09 (SEC ID N°: 43)
MEITVILFTGFTIALVSSAVLEENGETIEEEEVEAEQRLREEINEELDREENINT V AA W AT ASMI

TEVNLENMNDVSVETAK Y YKELASELKGFNAKEYKSEDLKRQIKKLSKLGYSALPSEKYKE
LLEAITWMESNYAKVEVCSYKDPKKCDLALEPEITEILIKSRDPEELE Y Y WEQWYDKAGTP
TRESFNEYVQLNREAARKLDGFYSOAESWLDEYEDETFEEQLEDIFAQIRPLYEQLHAYVRFE
LREKYGNDVVSEKGPIPMHLLGNMWGQTWSEVAPILVFYPEKKL L DVIDEMVEQGYTPLS
MFEKGDEFFQSLNMTRKLPR TFWEYSILEKPQDGRELICHASAWDFYTKDDVRKQCTRVTMD
QFF TAHHELGHIQYYLOYQHLPSVYREGANPGFHEAVGDVLELSVSSPEHLEK VGLLEDFEF
DEESQINQLLNLALDEMAFLFFAY TIDKYRWGVFRGEISPSEYNCEFWEMRSYY GGIEFPIAR
SESDFDPPAKYHISSDVEYLRYLVSFIIQFQFHQAVCQKTGQFVPNDPERTLLNCDIYQSAEA
MWMETGQRKMDAMTFRPLSEWIQKM LOAYVGWDE

STECVENYS
LJL38 (SEC ID N°: 45)
MEKTFALIFLALAVFVLCIDGAPTFVNLLDDVQEEVEVNTYERP

LJMO4 (SEC ID N°: 47)
MNHILCFIIALFFLVQQSLAEHPEEK CIRELARTDENCILHCTY SYYGFVDENFRIARKHVOKF

EKILVTFGAVFEEEEE
KLLEHIEACADSANADQPOTEDEE CTEINEY YRCV VDGEILPWINSYADATKFDEKTLNY

LJM26 (SEC ID N°: 49)
MENFLAAFLLADGIWAAFREPSVEIVTPQSVRRHATPE AQDARVGSESATTAPRPSESMDY W

ENDDFVPFEGPFKDIGEFDWNLSKIVFEENK GNAILSPLSVKLLMSLLFEASASGTLTQHQLR
QATPTIVTHYQSREFYKNIFDGLEEKESND Y TVAFG TRIYVDOQFVTPRORY AAILEKHYLTDL
K VEDFSKAKETTQAINSWVSNITNEHIK DLVKEEDVONSVMLMLNAVYFRGLWREPFFNRTL
PLFFHVSADESKTTDFML TDGLY YFYEAKELDAKILRIPYEGEQY AMTVILPNSESGIDSF VR
QINTVLLHRIKWIMDEVECRVILPKFHF DMTNELKESLVELGISQIFTSEASLPSLARGQGVQ
NRLQVSNVIQEAGIVDEK GSTAYAASEVSLVNKFGDDEFVMFNANEFFLFTIEDETTGAILF
TGEVVDPTQ

LJS03 (SEC ID N°: 51)
MRFLLLAFSVALVLSPTFAKPGLWDIVIGINDMVENTANALENRLT TSVILFTNTITEAIKNA
NSSVSELLQQVNETLTDIINGVGQVQSAFVNSAGNVVVQIVDAAGNVLEVVVDEAGNIVEV
AGTALETIPLPGVVIQKTIDALQGNAGTTSDSASSTVPQQS

LJS192 (SEC ID N°: 53)
MVEYSCLVLVAIFLLAGPY GVVGECANDLTEAAE YLODECNAGEIADEFLPFSEEEVGEALS

DEFENVQEVTNIVRGCFEAEQAKEHGE CERFSALSQCYIEENLCQFF

LJM19 (SEC ID N°: 55)
MEFFYLIFSAITFLADPALVRCSEDCENIFADNAYLLELDCEAGRY DPVEYDDISDEEIYETTY

DVGVSSEDQEKVAKIRECIAQVSTODCTEFSEIYDCY MKEKICNY YPENM
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LJL138 (SEC ID N°: 57)
MHLQLNLCATLLSVLNGIQGAPESINSKESCAISFPENVTAKKEPVYLEKPSNDGSLSTPLOPSGP

FVSLEIGESLATIFCE GDGKIWETIIHHNFDLASYSEHKSTSTDTETEEVCGGSGKWGFP
LPSGNFHSTYQTCFDKKNLTPLYSIHILNGQA

YVEOYHLEHTRGSFRTHNGTY GEVNIDE LYETQIEEFNE LFGPEKQTFFRRPLNFLSE GHLSFEVDF
TFRREQHATEMYINTAPQYQSINQGNWLEVENHVEDLAEVLQEDITVVTGILGILRLESEE]

EKEIYLGDDVIAVPAMFWEAVFPPQKQEAIVFVSSNNPHVEK TFNFNCEDVCAQAGFGNDNL
EYFSNYSIGLTICCKLEEFVKRNENLPEEVNNENY TEKLLKFPK TRNKEGDEK VVRKRAKG

A

LJL15 (SEC ID N°: 59)
MNLHLAMEFVSYFTLITATDLIEE ELSDCEEIFISKAEL TWFQALDFCTEQNLTLLSIKSAREN

nzvmmrmusummDWMGmmﬁmﬁk
YQREFCMEL YFRTPAGQWNDDICTAKHHFICQERK

LJL91 (SEC ID N°: 61)
MNLPLAILFYVSYFTLITAADL TEE ELSDGEEIFISKAELSWFDALDACTEEDLTLLTIESAREN

EEVTKAVRAEVHL PDTEESHIWLGGIRYDODEDFRWISDGTTVIETVYINWYQGEPNGGRY
QEEFCMELYFETPAGQWNDDICTAKHHFICQEEK

LJM11 (SEC ID N°: 63)

MEVEFSIFTLVLEQGTLGAD TQGYEWKQLLYNNVTPGSYNFDNMISTAFAYDAEGEKLFLA
VPRKLPRVPYTLAEVDTENSLGVKGKHSPLLNKFSGHE TGKELTSIY QPVIDDCRRLWVVDI
GSVEYRSRGAEDYPSHRPAIVAYDLEQPNYPEVVRYYFPTRLVEKPTYFGGFAVDVANPKG

DCSETFVYTTNFLRGALFIYDHEKEQDSWNV THPTFK AERPTKFDY GGKEYEFKAGIFGITLGD

RDSEGNRPAYYLAGSAIKVYSVNTKELKQKGGKLNPELLGNRGKYNDAIALAYDPK TR VIF

FAEANTKQVSCWNTOKMPLRMKNTDVVYTSSRFVEGTDISVDSKGGLWFMSNGFPPIRKSE
KFEYDFPRY RLMRIMDTOQEALAGTACDMMNA

LJS138 (SEC ID N°: 65)
MQSKILSFVLFTLSLGYVLGETCSNAKVKGATSYSTTDATIVSQIAFVTEFSLECSNPGSEKISL

FAEVDGKITPY AMIGDTTY QVSWNEEVNEARSGDY SVELYDEEGYGAVREAQRSGEENKY
KPLATVVVRHPGTY TGPWFNSEILAAGLIAVVAYFAFSTRSKILS

LJL124 (SEC ID N°: 67)
MVSILLISLILNLLVFY AKARPLEDISSDLSPDYYITEGY DGVKEKREIELVPVTEGIFNIHTTPA

PRITFEW

LJL35 (SEC ID N° 69)
MEKLFCLIFVVFVALEVCIETVKAMEATEEISVKLODDANEPDDSLDLDEGLPDAFDEDYNNGQ

AEYKPNPRGDYRRR

De acuerdo con la invencion, se proporciona un polipéptido que incluye la SEC. ID. N°: 15, y polipéptidos homologos
que tienen una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a la secuencia de aminoacidos presentada
como SEC. ID. N°: 15. En el presente se divulgan asimismo proteinas de fusion, que incluyen la SEC. ID. N°: 3,
SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21,
SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°:
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41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID.
Ne°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N° 67.

Los fragmentos y variantes de los polipéptidos de Lu. longipalpis anteriormente identificados se divulgan en el
presente y un experto en el campo podra prepararlos facilmente empleando técnicas de biologia molecular. En una
realizacion, un fragmento de un polipéptido de Lu. longipalpis incluye al menos 8, 10, 15 o 20 aminoacidos
consecutivos de un polipéptido de Lu. longipalpis. En otra realizacion, un fragmento de un polipéptido de Lu.
longipalpis incluye un epitopo antigénico especifico que se encuentra en un polipéptido de Lu. longipalpis de longitud
completa.

En una realizacién, un fragmento tiene al menos 19 aminoacidos, al menos 23 aminoacidos, al menos 25
aminoacidos o al menos 30 aminoacidos de longitud de cualquier polipéptido (incluyendo los polipéptidos
presentados en la SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17,
SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N° 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°:
33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID.
N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC.
ID. N° 67, variantes conservadoras u homologos de los mismos) o cualquier fragmento que conserva al menos un
epitopo.

También se pueden producir proteinas de fusion que incluyen un polipéptido de Lu. longipalpis, utilizando métodos
conocidos por un experto en el campo. En una realizaciéon, una proteina de fusion incluye una secuencia de
aminoacidos presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 1, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 15, SEC.
ID. N°: 17, SEC. ID. N° 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31,
SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N° 35, SEC. ID. N° 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°:
49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N° 63, SEC. ID.
N°: 65 o SEC. ID. N° 67, o variantes conservadoras de la misma y un polipéptido marcador. Los polipéptidos
marcadores incluyen, a titulo meramente enunciativo, etiquetas polipeptidicas, tales como un polipéptido que
colabora en la purificacion de proteina (por ejemplo, seis residuos de histidina o polipéptido c-myc) o un marcador
enzimatico (por ejemplo, fosfatasa alcalina) o un marcador fluorescente (por ejemplo, proteina fluorescente verde).

Dada la presente divulgacion, un experto en el campo podra purificar un polipéptido de Lu. longipalpis empleando
técnicas estandar para la purificacion de proteinas. El polipéptido sustancialmente puro producira una Unica banda
principal en un gel de poliacrilamida no reductor. La pureza del polipéptido de Lu. longipalpis también se puede
determinar mediante el analisis de la secuencia de aminoacidos amino-terminal.

Las modificaciones menores de las secuencias de aminoacidos primarias del polipéptido de Lu. longipalpis pueden
producir péptidos con una actividad sustancialmente equivalente en comparaciéon con la contraparte del péptido sin
modificar descrito en el presente. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como por mutagénesis de sitio
dirigido, o pueden ser espontaneas. Todos los polipéptidos producidos mediante estas modificaciones se incluyen en
el presente.

En el presente se divulgan los polinucleétidos que codifican polipéptidos salivales del flebétomo Lu. longipalpis ,
tales como los polinucleétidos que codifican la SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC.
ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N° 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29,
SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°:
47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID.
N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N° 67.

Algunos ejemplos concretos, de caracter no limitador, de secuencias de acido nucleico de Lu. longipalpis incluyen la
SEC. ID N°: 4, SEC. ID N°: 6, SEC. ID N°: 8, SEC. ID N°: 10, SEC. ID N°: 16, SEC. ID N°: 18, SEC. ID N°: 20, SEC.
ID N°: 22, SEC. ID N°: 26, SEC. ID N°: 28, SEC. ID N°: 30, SEC. ID N°: 32, SEC. ID N°: 34, SEC. ID N°: 36, SEC. ID
N°: 42, SEC. ID N°: 44, SEC. ID N°: 46, o SEC. ID N°: 48, SEC. ID N°: 50, SEC. ID N°: 52, SEC. ID N° 54, SEC. ID
N°: 56, SEC. ID N°: 58, SEC. ID N°: 60, SEC. ID N°: 62, SEC. ID N°: 64, SEC. ID N°: 66, SEC. ID N°: 68, y variantes
degeneradas de las mismas. Estos polinucledtidos incluyen secuencias de ADN, ADNc y ARN que codifican un
polipéptido de Lu. longipalpis. Se entiende que todos los polinucledtidos que codifican un polipéptido de Lu.
longipalpis estan también incluidos en el presente, siempre que codifiquen un polipéptido con la actividad
reconocida, como la unién a un anticuerpo que reconoce el polipéptido, la induccién de una respuesta inmune al
polipéptido, o un efecto sobre la supervivencia de la Leishmania cuando se administra a un sujeto que padece
leishmaniasis 0 que experimenta una reduccion de un signo o un sintoma de la infecciéon por Leishmania.

Los polinucledtidos de la divulgacion incluyen secuencias que estan degeneradas como consecuencia del cédigo
genético. Hay 20 aminoacidos naturales, la mayoria de ellos especificados por mas de un codon. Por tanto, todas las
secuencias de nucleotidos degeneradas se incluyen en la divulgacion en la medida en que la secuencia de
aminoacidos del polipéptido de Lu. longipalpis codificado por la secuencia de nucleétidos se mantenga
funcionalmente sin cambios.
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A continuacién se presentan ejemplos concretos, de caracter no limitador, de un polinucleétido que codifica un
polipéptido de P. ariasi:

LJL34 (SEC ID N°: 2)
AGTTGTGGAGCTTTTGGTCATTTTACGTGATGTTGCAAATTAAACATCTTCTGATTTTTGT

GGGATTGCTCGTGGTTGTTAATGCACAGAGCAATTACTGCAAACAGGAATCGTGCTCAT
CGGGAGGTGTTGAGAGACCCCATATTGGGTGCAAAAACTCTGGAGATTTITCCGAAACT
TGCTCCGGAGATGCAGAAATTGTTAAGATGGACAAGAAGAAGCAGAACCTCCTTGTGAA
AATGCACAATCGCCTGAGAGATAGATTTGCTCGTGGTGCAGTGCCAGGTTTTGCACCAG
CTGCGAAAATGCCAATGCTTAAATGGAACGATGAACTGGCCAAATTGGCAGAGTACAAC
GTGAGAACGTGCAAATTTGCCCACGATAAATGCCGCGCAATTGATGTCTGCCCCTATGCT
GGACAGAATCTAGCTCAAATGATGTCCTATCCT. ACCCATCGAGATCTAAACTATGTTCTT
AAGAATCTCACAAGGGAATGGTTCTGGGAGTACAGATGGGCTAAGCAATCTCAGCTTGA
TAATTACGTGGGTGGTCCT GGGAAAGACAACAAACAAA’I‘TGGACATITCACAGCTTITG
TGCATGAGAAAACAGACAAAGTTGGATGCGCTATAGCTCGATTTACAAATGAGCACAAT
TTTAAGGAGACCCTCCTAGCTTGCAACTACTGCTACACGAATATGATGAAGGAGAGGAT
CTACACGCAGGGAAAACCTTGTTCACAGTGTCAGAGCAAAAAGTGTAGGGCCAGTCTACA
AGAACCTGTGTGATCCTTCGGAGAAGGTTGATCCAACTCCTGATGTCCTTAAGCAATGG
AAGCATGGAAAATGA'ITA'I'I‘AAGCT CACTTCAAATGTTTCCAATCCAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAANAAA

LJL18 (SEC ID N°: 4)
TTTTGAGAAAAACATTTCCTTGTGAGTTAAATAGTTGGTAAATTAAATCAAGAGAATGTT

GCTTCGTTCCTTGTITGTICTTTTTCTAATTTTCTTAACATTCTGCAACGCT:! GAGGAAGAA

CTTATTGAGAGAAAGTTAACAGGAAAAACGATCTATATCTCAACAATAAAGCTTCCGTG
GTTCCAAGCTCTTAATCATTGTGTTAAAAATGGCTACACAATGGTGTCAATTAAGACATT
TGAAGAGAATAAAGAACTCCTTAAAGAACTCAAAAGGGTGATTAGGACAGAAGATACA
CAAGTTTGGATTGGAGGCCTCAAACATCATCAATTTIGCAAACTTTCGTTGGGTAAGCGAT
GGAAGCCACGTAGCAACAGCTTCAGGGTACACCAATTGGGCCCCAGGGGAGCCAGCTG
ATTCCTTCTATTACGATCAATTTTGCATGGCGATGTTGTTCAGAAAAGACGGCGCTCCGT
GGGATGATTTGAATTGTTGGGTTAAGAATCTITTITGTTTGTGAGAAACGAGATGATTGAG
AGGCTATTTTTGTTATCTCACCGTTTTGTTGAATAAAAAAGAAGAAGAAAGACAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAMAAAAAA

LJS193(SEC ID N°: 6)
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TACTTCGTACTCTCAGAATTTCITACAAGTTCCITITICTCTTAACTTITAAAGTTITATTIT
AACAAAATTGCTCCATTTTITCGTTTTCTGAATATTCTGTTGAAATTITGATTAATCTATT
TTATGTGCAGTITTTACTAAAAATCCCTTATCAGCAACCCGGTGTCTACAGTITTGTCAC
GCTCAGTAGCATCTITCAAGGTGGTAAGAAAAAATGAAACTCCTGCAAATCATCTTCTCTIC
TCTTCCTGGTCTITITCCCGACCTCAAATGGGGCCCTGACCGGAAATGAAAGTGCAGCAA
ATGCAGCTCCCTTGCCTGTCGTCCTGTGGCACGGGATGGGCGATTCTTGCTGCTTICCCIT
CAGTTTGGGAAGCATAAAAAAATTAATTGAACAACAAATTCCTGGGATTCATGTTGTTA
GCCTGAAAATTGGAAAGTCTCTCATTGAGGACTATGAAAGTGGATTTTITTIGTTCATCCAG
ACAAGCAAATTCAGGAAGTTTGTGAGTCACTTCAGAACGATCTAACACTCGCAAATGGA
TTCAATGCAATTGGATTTTCTCAGGGTAGTCAGTTCCTGCGAGGTCTTGTGCAACGATGT
TCTTCTATACAAGTAAGGAATCTCATTTCCATTGGAGGACAGCATCAAGGGGTTTTTGGT
CTGCCCTATTGTCCTTCGTTGAGCAGAAAGACTTGCGAATACTTTAGAAAGCTCCT GAAT
TATGCAGCTTATGAAAAATGGGTACAGAAACTCCTAGTTCAAGCCACCTACTGGCATGA
TCCTCTAAATGAGGATGCATATCGGACTGGAAGCACTTTCCTTGCTGATATAAATAATGA
GAGACAAATCAATAATGACTATATTAATAATATTCGGAAGCTAAATCGTTITGTGATGGT
AAAGTTCCTCAACGACAGCATGGTTCAGCCAATTGAATCTAGTTTCTITGGATTCTACGC
TCCAGGAACTGATACAGAAGTTCTCCCATTAAAACAAAGCAAGATTTATTTGGAAGATC
GTTTGGGACTTCAATCAGTACCGATAGATTATCTAGAATGCGGAGGAGATCATTTGCAA
TTTACAAAAGAATGGTTCATAAAGTTTATCATACCCTATCTGAAGCAATAAGAGCTGCA
ATGTAATTGATTAAAAAATGTTAACCATTTCAGGATGATTGGGTGACCCCTTAAAAATAT
AAATGAAAAAATATACAAALA GAAATAAATTTTTATATTGATCCCACAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAANAAAAAAA

LJS201 (SEC ID N°: 8)
GGATCGGCCATTATGGCCGGGGCAGTTAATCGCCACAATTTAATAAAATGAGGAACTTT

GCTGTAGTCAGTTTAGCCGTTGCTGTCCIGCTCTTCTGTGCATGGCCTATAAATGCGGAA
GATAATGAAGAAGTTGGAAAGGCGAGAGAAAAAAGAGGCTTAAAAGACGCAATGGAA

CACTTCAAAAATGGATTITAAGGAGCTGACAAAGGACTTTAAACTTCCAAGCCTTCCAAG
TCITCCTGGATTTGGTAAAAAGCCTGAATCTGGAAGTTCTGAAGATTCTGGAGATAAAA

CTGAGGATACCAGTGGATCTAAGGACGACCAATCAAAGGATAATACGGTCGAAGAATCT
TAAGAAAGGCGCAAATAGCTATTTTCAAAGTGGCGAATGTTTCTTTCTITATCTGAAATA
AATATTTTTAAACCTTITCGAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJL13(SEC ID N°: 10)
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ACTTAAAGATTTTTGTTTAAGCAAAATGAACTTCTTGTTGAAAATTTTCTCTTTGCTCTGT
CTCTGTGGACTGGGGTATTCATGGCAGGATGTGAGAAATGCCGATCAAACCCTCTIGGGC
GTATAGATOGTGCCAAAAGAATCCTGAAGATAAGGATCACGTACCTCAATGGAGGAAGT
TCGAATTACCCGACGATGAAAAGACTCATTGCTACGTCAAGTGCGTATGGACGCGTTTG
GGAGCTTACAATGAAAATGAAAATGTTTTCAAAATTGATGTCATTACTAAGCAATTTAAT
GAACGTGGCCTAGAAGTTCCGGCTGGACTTGATCAAGAATTGGGTGGTTCTACAGATGG
AACTTGCAAAGCAGTTTACGATAAATCCATGAAGTTCTTCAAATCTCATITTATGGACTT
TAGGAATGCTTACTACGCAACTTATGACGGTTCTGATGAATGGTTTAGCAAGAACCCTG
ATGTAAAACCGAAAGGAACAAAAGTTTCCGAATACTGCAAAAATAAAGATGATGGAGA
TTGCAAACATTCCTGCAGTATGTACTACTACCGCTTAATCGATGAAGACAACTTAGTTAT
TCCGTTCAGCAACTTACCTGACTATCCCGAAGATAAGCTCGAGGAATGCAGGAATGAAG
CCAAGTCCGCAAATGAGTGCAAATCATCTGTTATCTATCAGTGTTTGGAAAATGCGGAT
AAGTCAGCTTTAGACGCGTCTTTGAATATACTCGATGAGTTTTCTGGAAGATATTAAAAC
AAACTGGATAAAAAACTTAGGCCAACCTATGATTCGAACTTACGATTTTGAACTTGAAA
TTCATGTGCTTTAACCTATTGTCCCACTAGGAAGAAAAATCCATATTTGGTGATGTTAAA
CTATTTTTGAACCTCTTCAAAATAAACAATTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAA '
LJL23 (SEC ID N°: 12)
AAAGAGAAGTAGTGAGAATGTTITCTTAAGTGGGTTGTTTGTGCTTTTGCGACTGTCTTCC
TTGTTGGGGTGAGTCAGGCAGCCCCACCGGGGGTTGAATGGTATCACTITGGTCTGATTG
CTGATATGGACAAAAAATCCATCGCGAGTGACAAAACCACCTTTAACAGCGTCCTAAAG
ATCGATGAATTGCGCCACAACACAAAAACGGATCAATACATTTATGTGCGTAGTCGAGT
GAAGAAGCCCGTTTCCACGAGGTATGGGTTCAAAGGACGCGGTGCGGAATTGTCGGAAA
TTGTTGTCTTCAACAATAAACTTTACACAGTTGATGATAAATCTGGAATTACGTTCCGCA:
TAACGAAAGACGGAAAACTCTTCCCGTGGGTTATICTCGCAGATGCCGATGGACAGCGA
CCCGATGGCTTTAAGGGTGAATGGGCTACAATTAAGGATGATACAATCTATGTTGGATC
TACGGGGATGCTCAAGTTCACTTCATCCCTITGGGTGAAGAAGATCACGAAAGATGGCG
TTGTTACGAGTCACGATTGGACTGATAAATACCGAAAGATTCTCAAAGCTCTAAACATG
CCAAATGGTTTTGTCTGGCATGAGGCTGTTACGTGGTCTCCATTCAGGAAGCAATGGGTC
TTCATGCCGAGAAAGTGCTCAAGGCATCCCTTCTCACAGGAACTCGAAGAACGCACAGG
GTGCAATAAAATAGTGACGGCAGATGAGAATTTCAACGACATTCAAGTTATTCACATTC
AAGATCAGCCATATAATTTAGCTTCTGGTTTCTCTTCCTTCCGCTTTATTCCTGGTACGAA
AAATGAAAGACTTCTCGCCTTGAGGACAGTAGAGCAGGAAGATCAGGTTAAAACTTGGG
CTGTGGTCATGGATATGAAAGGAACAGTTCTGATGTACGAAAAGGAACTTTATGACGAA
AAATTCGAAGGTTTAGCATTCTTTGGTGGTATTAAAAAGAATTAATTTGTTCCAGAAGCT
TTTAGATGAAATAATAAATTTTATTTCATITTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AA

LJM10 (SEC ID N°: 14)
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CGCGGCCGCGTCGACCGACAGAAGGGGTAGTTTGTAGAGAACTTTGAGTTCTAAAGGAA
ATTCT CAAGAAGAAAATA’ITCAAAAGTAAAGAATGGCG’ITGAAGTITCTT CCGGTTCTCC
TTCTAAGCTGCTTCGCAATGAGCACGGCACTACAAGTTACTGAGAAGGAACTTTCTGAT
GGGAAAAAGATCTTCATCT CCAAAG‘ITGAG CTAAACTGGTTCGAAGCTCTTGATTTCTGT
ATCCATCGTGGTCTTACGTTGCTCTCAATTAAATCCGCCAAGGAAAATGTAGACGTAACA
AAAGCAATTCGGGCTGAATTGAATTTITGATTCAAAGAAATTGGCTCATGTGTGGACTGG
AGGTATTCGCCATAGTCAAGATAAGTATTTCCGTTGGATAAATGATGGAACTAAAGTTG
TTAAACGAGTCTACACCAATTGGTTCACTGGAGAACCAAATAATGGTTACTGGAAGGAT
GAATTTTGTCTGGAAATTTACTATAAAACCGAAGAAGGGAAGTGGAATGATGATAAATG
TCACGTGAAGCATCA'I'TI‘TGTATGTCAAGAAAAGAA.ATAAATTGATTGATTTTGTTTGCI‘
GATTTGCAGTTCAGAATTGAAAAGCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJL143(SEC ID N°: 16)
CTTCTTTGGATTTATTGAGTGATTAACAGGAAATTAGCTGAAGAAATGAATTCGATTAAT

TTCCTATCAATAGTTGGTTTAATCAGTITIGGATTCATTGTTGCAGTAAAGTGTGATGGT
GATGAATATTTCATTGGAAAATACAAAGAAAAAGATGAGACACTGTTTITIGCAAGCTA
CGGCCTAAAGAGGGATCCTTGCCAAATTGTCTTAGGCTACAAATGCTCAAACAATCAAA '
CCCACTTTGTGCTTAATTTTAAAACCAATAAGAAATCCTGCATATCAGCAATTAAGCTGA
CTTCTTACCCAAAAATCAATCAAAACTCGGATTTAACTAAAAATCTCTACTGCCAAACTG
GAGGAATAGGAACAGATAACTGCAAACTTGTCTTCAAGAAACGTAAAAGACAAATAGC
AGCTAATATTGAAATCTACGGCATTCCAGCGAAGAAATGTTCCTTCAAGGATCGTTACAT
TGGAGCTGATCCACTCCACGTCGATTCCTATGGGCTTCCGTATCAGTTTGATCAGGAACA
TGGATGGAATGTGGAACGATATAACATTTITCAAAGACACAAGATTTTCCACAGAAGTIT
TCTACCACAAAAATGGTITATTTAACACCCAAATAACTTATITGGCTGAAGAAGATTCCT
TCTCTGAAGCTCGAGAGATTACTGCGAAGGATATTAAGAAGAAGTTTTCAATTATTTTGC
CCAATGAAGAGTATAAGAGGATTAGTTTCTTGGACGTTTATTGGTTCCAGGAGACTATGC
GAAAAAAGCCTAAATATCCCTACATTCACTACAATGGAGAATGCAGCAATGAGAATAAA
ACTTGTGAACTTGTCTTTGACACCGATGAACTAATGACCTACGCCCTTGITAAAGTCTTT
ACTAATCCTGAGAGTGATGGATCTAGGCTCAAAGAAGAGGATTTGGGAAGAGGATAAA
TCTTCTTAATAAAAAAAAGTTCTGTAAGAAAATATTGTTCAATAAATTAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA
LJS142 (SEC ID N°: 18)
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AATAGATCTTCAAAACGTCTAAGAATGGCTTTCAGCAACACTITATTITGTITCTITITGTG
AGTTTTTTAACGTTTTGTGGCGCTGATCAGACACTTATTGAGAAGGAATTAACCGGAAGA
ACTGTTTATATCTCCAAAATTAAGCT. AAATTGGAACGATGCCTTCGATTACTGCATCCGC
AATGGCCTCACCTITGCTAAGATTAAATCAGCTGAAGAAAACACCGAACTGAGTGAGAA
ACTCAAGACAGTCATTCGTACGGAGGAGTTTCAAGTTTGGATTGGAGGCATTGAACATC
ATCAAGACAGTTCCTTCCGCTGGGTAAGCGACTCCCAACCAATAACCAACAAATTGGGC
TACAAATACACAAACTGGAATACCGGAGAGCCCACAAATTACCAAAACAACGAATATT
GCTTGGAAATATTATTCCGGAAGGAAGATGGAAAATGGAATGATTTTCCCTGCAGTGCA
AGACATCATTTTGTTTGTGAAAAAAGAACAAAATAAAATGAAGAAAATGTGATTITTCCT
TTGGTTGAAGAATAAAATTCTGTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJL17 (SEC ID N°: 20)
ATTTAGTTTGTGTTTAACAAAACAAGAATGCAGAACTTCCTTTTAGTTTCCTTGGCTTTAG

CTGCCTTAATGCTATGTGCCGAAGCAAAGCCGTACGATTTTCCGCTTTATCAGGACTTAA
TTCAGGGCGTTATTCAGCGCGAAAGTCAAGCTGAGAGGGAGAAGAGAAGCCCCAATGA
GGACTATGAGAAGCAATTTGGGGATATTGTTGATCAAATTAAGGAAATTAGTTTCAATG
TCATGAAAATGCCCCATITTGGAAGCTCTGATGATAATCGTGATGATGGCGAGTACGTTG
ATCATCATTATGGTGACGAAGATGATCGTGATTATGATCATTACTAAATACTACTTGCTC
CTGCTGAATGACTTGAAGGAATCATTTTTTTGCAAAAATATCCATCAAATTATTGAATTA

ATAAAGTTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
5  LJMO6 (SEC ID N°: 22)
GTTTAAGGAATTTCTTTCATCTCAGTCTTCGATTTTCTITAAACAAATAATGAAGTTITAT
ATTITTGGAGTTTTCCTGGTGAGCTTTCTTGCATTATGCAATGCTGAGGATTATGATAAA
GTAAAACTTACTGGAAGAACTGTTTACATCTCCAGATCAAAGGCTCCGTGGTTCACAGCT
TTAGACAATTGTAATCGTTTACGCTTCACCTTCGCCATGATCAAGTCTCAGAAGGAGAAT
GAAGAGCTAACAAATGCGCTTTTAAGTGTAATTAAATCTGACGAAGAAAATGTTTGGAT
TGGAGGTCTTAGGCACGATCTGGATGACTACTTCCGTTGGATTAGTTTIGGAACTGCATT
GTCAAAGACTTCGTACACCAATTGGGCCCCAAAGGAACCC i
ACAGGAAGGCCCCATAGAACTCAAAATGATGAATTCTGCATGCAAATGTCTTTCAAAGA
TGGTGGCAAATGGAGTGATAACACCTGTTGGCGTAAACGTTTGTACGTTTGTGAAAAGC
GTGATTAAATAAAGGAACACTGCCAATGAATATTGGGCAATTTGAGAGAAATTAAATTA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA '

LJM17 (SEC ID N°: 24)
AGTCAGTGTTAATGAAGAAATTGCAATTATGAGGTTCTTCTTTGTTTTCCTTGCCATCGTC

CTITTITTCAAGGGATCCACGGAGCTTATGTGGAAATAGGATATTCTCTGAGAAATATTACA
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TTCGATGGATTGGATACAGATGACTACAATCCAAAGTTCAACATTCCAACGGGTTTGGC
AGTTGATCCCGAAGGATATAGGCTCTTCATAGCCATCCCAAGGAGAAAGCCAAAGGTTC
CCTACACTGTGGCTGAACTGAATATGGTCATGAATCCCGGATTITCCCGTCGAGAGAGCTC
CGAGCTTTGAGAAATTCAAAAAATTCAATGGCGAGGGCAAAAAGGATCTIGTTAATGTG
TATCAGCCAGTCATTGATGATTGTCGTCGTCTTTGGGTGCTTGACATTGGGAAGGTGGAA
TACACCGGTGGTGATGCTGATCAATATCCCAAAGGAAAGCCTACCCTAATTGCCTACGA
CCTCAAGAAGGATCATACTCCGGAAATTCATCGATTTGAAATTCCAGACGATCTCTATAG
CTCACAAGTTGAATTTG GTGGATTTGCCGTTGATGTTGTTAACACGAAAGGAGACTGTAC
GGAGTCATTTGTCTACCTGACCAATTTCAAGGATAACTCTCTAATTGTCTACGATGAGAC
ACAAAAGAAAGCTTGGAAATTCACAGATAAAACATITGAAGCTGATAAGGAATCCACGT
TCTCCTACTCGGGAGAGGAACAAATGAAGTACAAAGTCGGTCTITITGGGATAGCTCTG
GGT GATAGGGATGAAATGGGGCATCGTCCT GCCTGCTACATCGCTGGGAGTAGCACCAA
AGTCTACAGTGTTAACACTAAAGAACTCAAAACAGAGAATGGTCAGTTAAATCCTCAGC
TTCACGGTGATCGTGGAAAGTACACAGATGCAATTGCCCTAGCCTACGATCCTGAGCAT
AAAGTCCTCTACTTTGCTGAATCCGACAGCAGGCAGGTGTCCTGTITGGAATGTAAATATG
GAGCTAAAACCAGACAATACGGATGTGATCTTCTCTAGTGCCCGTTTTACTTTITGGAACG
GATATTTTGGTTGATAGCAAGGGAATGCTGTGGATAATGGCT. AATGGACATCCACCAGT
AGAGGATCAAGAGAAGATTTGGAAGATGAGATTCGTAAACCGGAAGATCCGTATTATG
AAAGTGGATACGGAACGTGTTTTCAAATATICACGCTGCAATCCAAATTATAAGCCCCC
AAAGGAAATTGAAGTTTGAGACACAGGAAAAAGCTCAATTTTCAACAAGAATTTIGATCT
TAATCTGAATACCCTAAAGTCTGTCAAAGAATTTCATATTATTTGAAAACCAATAAATTG
ATTAATTTTCCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJLO4 (SEC ID N°: 26)
ACTAAAGCGTCTCACCGAAATCAGGGAAAATGATTAAGGAAGTTTTCTCTCTGGCTCTA

CTTGTGGCCTTGGCACAGTGTGCTAATGAAATCCCTATTAATCGTCAGGGGAAAGATTAT
CCAGTTCCGATCATTGATCCAAATAAATCATCTTCGGATGATTATTTCGATGATCGCTTC
TACCCTGATATTGATGATGAGGGCATAGCTGAGGCTCCTAAGGATAATAGGGGAAAATC
CCGTGGTGGTGGTGCGGCTGGCGCAAGAGAAGGTAGGTTAGGTACGAATGGGGCTAAA
CCGGGTCAGGGTGGAACTAGACCAGGACAGGGTGGAACTAGGCCAGGACAGGGTGGAA
CTAGGCCAGGTCAGGGTGGAACTAGGCCAGGTCAGGGTGGAACTAGACCTGGGCAAGG
TAGAACTAAGCCTGCTCAGGGAACTACTAGGCCAGCTCAGGGAACTAGAAATCCAGGAT
CGGTTGGTACGAAAGAAGCCCAGGATGCGTCAAAACAAGGTCAAGGTAAAAGAAGGCC
AGGGCAAGTTGGTGGTAAAAGACCAGGACAAGCAAATGCTCCTAATGCAGGCACTAGA
AAGCAACAGAAAGGCAGTAGAGGCGTTGGAAGGCCTGATCTATCGCGCT. ACAAAGATG
CCCCTGCTAAATTCGTTTTCAAATCTCCCGATTTCAGTGGAGAAGGCAAAACTCCAACTG
TAAATTACTTTAGAACGAAGAAGAAGGAGCACATTGTGACCCGTGGTAGTCCTAATGAT
GAATTTGTTCTGGAGATTCTCGATGGGGATCCAACTGGGCTTGGACTAAAGAGTGAAAC
CATAGGCAAAGATACGCGTTTAGTGCTGGAGAATCCTAATGGAAATTCCATCGTGGCTC
GTGTTAAGATCTACAAGAACGGTTATTCAGGATGAAGAAGAAATCCTTTGATTTCCCCCC
CCCCCTCTTCCTTTAAAATTCAACATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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LJM114 (SEC ID N°: 28)

GTCTTTTCCTGAGTGTTTCATTAACAAAATGAATTCAGTAAACACTTTAATTTITAACTCTT
CTATTTGCAATTTTTTTATTAGTGAAAAGGTCTCAGGCTTTTCTTCCATCTGACCCAAGTA
TCTGTGTTAAAAATTTAGTATTGGATACAGGAAGGACTTGTGAGGAAAGTGAATATTITIC
CGGATATCAAGAACGTTAAAAATGGAAAAAGAGTTTACATTGTCTGCACTGATTCAGAT
GCAGTTGATTATAAATTTTATATTTIGITTCGATATGAATCGTCITTCTGGACCACCGTATC
CTGAGGAAGAAATCCTTCGTGAATCAACGGTAACTTATGCCCAAATTTATGAGCTGATG
ACTACGGAAACCACTGAAACCAAAAAGCCAAAAAAGAAACCAAAGAATTCAAAAACGG
ACCCAGACCCTCCAGCAATTCGTCCAGGATTTTCATTTAGAAATTCAATTTCTGTTTAATT
TTACAATTTATTTTGAAAGAAAAATGATATTTCGAAATATTCTATACAAAAAAACAACA
GTTATAAAACGAAAATTCAATCATTTCAATGAGAAAACTTAGTCTTGAGTAAGGTTTATT
CACCACCCGACGCCACGCTATGGTGAATAATTTTCTTTATTCACCACATCAAAATGACGG
CTTATAAACTTCAACAAATAGTTTGGAAAATACATITCTAACTAATGCAATGTTTACTTA
AAATCACTTTACAAATTCACGCATTTGAGATGCAACAAATATATACAATTCAACGATAT
AAACTTTCCACAAGGAAAACTTTCAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJM111 (SEC ID N°: 30)
ATCATTCAAAAGGCAGCAGCACAATGAAGTTATTTTTCTTTCTTTACACTTITGGTCTAGT

CCAAACGATTTTITGGAGTAGAAATTAAACAAGGATITAAATGGAATAAAATCCTTTATG
AGGGCGATACATCAGAAAACTTCAATCCAGATAACAACATCCTTACGGCITTTGCGTAC
GATCCTGAGAGTCAGAAACTCTTCCTAACTGTCCCGAGGAAATATCCCGAAACTATGTA
CACTTTGGCAGAAGTTGATACTGAGAAAAATTCTTTTIGAATCGGGAGATACTTCCCCGCT -
CCTTGGAAAATTCAGTGGTCATGAAACTGGGAAAGAACTTACATCAGTTTATCAGCCAG
TTATCGATGAATGTCATCGTCTITGGGTTGTTGATGTIGGATCAGTAGAACGTAACTCAG
ACGGCACAGAAGGTCAGCCAGAACATAATCCTACCCTTGTGGCGTACGATCTCAAAGAA
GCCAACTATCCTGAAGTTATTCGTTACACGTTTCCCGATAATTCCATTGAGAAGCCCACA
TTTCTGGGTGGATTTGCCGTTGATGTTGTAAAGCOGGATGAATGCAGTGAAACTTTTGTC
TACATCACAAACTTCCTCACCAACGCCCTCATAGTATACGATCATAAGAATAAGGACTC
CTGGACGGTACAAGATTCAACTTTTGGACCAGATAAAAAGTCAAAGTITGACCACGATG -
GACAACAGTATGAATACGAAGCAGGAATCTTCGGGATTACCCTTGGAGAGAGAGATAA -
CGAAGGAAATCGTCAAGCGTACTATTTAGTAGCAAGTAGTACCAAACTTCACAGCATCA
ACACCAAAGAACTGAAGCAAAAAGGAAGCAAAGTTAATGCAAATTATITGGGAGATCG
TGGTGAATCCACCGATGCCATAGGCTTAGTTTACGATCCAAAAACCAAAACTATCTTCTT
CGTTGAGTCAAATAGCAAAAGAGTATCATGCTGGAATACCCAGGAAACACTAAACAAG
GATAAAATTGATGTAATCTATCACAATGCAGACTTTTCCTITGGAACAGATATATCGATT
GATAGTCAGGATAATTTGTGGTTCCTAGCAAATGGACTTCCACCTCTGGAAAATTCTGAT

AAATTTGTCITTACAAAGCCACGTTATCAAATATTCAAAGTCAACATTCAAGAAGCAATT
GCTGGAACTAAATGTGAAAAGAATCTTTAACAAATGAAACTTTGTAGAAAAATACATAA
TATCTGAATAAAAAGTCATAAATGTACCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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LJM78 (SEC ID N°:_32)
CTTTAAAGCAAAAATTTTGTGGGAAAGGAAGTTACCCGGAGATGACGTTTCTAATTATA

CTTGGTGCATTICTCCTTGTTCAAATTATTACAGCTICAGCTTITAGGATTGCCTGAACAGT
TTAAAGGTTTAGAGGATTTACCTAAAAAACCTTTGGCAGAGACTTATTATCACGAAGGA
TTGAATGATGGAAAAACGGATGAAATGGTGGATATITTTAAAAGTCTTAGCGATGAATT
TAAATTCAGTGATGAAAATTTAGATGTTGGTGAGGAGAAAAATTACAAGAAACGTGATA
TAACCCAAAATTCAGTGGCAAGGAACTTCCTATCAAACGTAAAGGGAATTCCTTCAATG
CCATCACTCCCTTCAATGCCTTCAATGCCATCAATTCCTTCACTTTGGTCAAGTCAGACA
CAGGCGGCACCAAATACCGCACTTGCCCTTCCTGAATCTGATTATTCCCTICTAGATATG
CCGAATATTGTGAAAAATTTCCTAAAGGAAACAAGAGACCTCTATAACGATGTTGGAGC
TTTTCTTAAGGCAATTACAGAAGCTTTAACAAATAGATCTTCATCATCTCAACTTCITTCC
TCCCCAATGGTGAGCACGAATAAAACCAAAGAATTTATTCGGAATGAAATACAAAAAGT
CCGAAAAGTGAGAAATTTCGTCCAGGAAACTCTTCAGAAAATCCGAGACATTTCTGCTG
CTATTGCCAAAAAGGTAAAATCATCAGAATGTCTGTCCAATCIT. ACGGACATCAAAGGA
CTTGTATCAGACGGAATTAATTGTITAAAGGAAAAATTCAATGATGGAAAACGAATTAT
CCTGCAATTGTACAATAATTTACTAAAAGGACTCAAAATTCCAAATGACCTAATGGTTG
AATTGAAGAAATGTGATACAAATCAAAACAATACTTTGGGAAGAATAATCTGTTATTIT
TTGACACCATTGCAACTGGAAAAAGAACAAATTCTTCTACCTGTAGAATTITATAAAGCG
CATTCTTGAATTAACCCACTACTTTTCCACAATGAAAGAAGATCTTATCAACTGTGGCAT
CACAACGATTGCATCCATTACGTAAAAAATGGAAAAATGTGCCGGTGAAATGCTTGAAA
TCACCAAAGAAATTTCATCGCAAATAACAGTTCCAGAATAACCAAATTTTAATGATTACT
TCTCAAGGAAAATACTACCAAAAGGCATTAATTAAAACGATGTTTTITATAAACAATGT

AAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJ238 (SEC ID N°: 34)
AGTTAATCTTCTGTCAAGCTACAAAAATGCTTAAAATCGTTTTATTTICTATCAGTTITGGC

TGTATTAGTGATTTGTGTAGCAGCAATGCCAGGATCCAATGTTCCTITGGCACATTTCACG
AGAAGAGCTTGAGAAGCTTCGTGAAGCTCGAAAGAATCACAAGGCACTCGAGAAGGCA
ATTGATGAATTAATTGACAAATATCTCTGATTTTGAAGAGCAAGGAAGAGGAAATAAAC
GGCCGAGGAAGGATTTTCTTTAGAGATTCTTCTTTTTATTACTTCAAACCTAACITCAAA
ATCAGTCTGATATTTTTTTAATTTGAAAAAAATATTGAAAATTTTAACTATTTGTGAAATT
TAAATAAATAAAGAATGTCAGAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJS169 (SEC ID N°: 36) _
AATTTTCACCATGAAGITTTCTTGCCCAGTTTTCGTTGCAATTTTCCTTTTGTGCGGATTTT

ATCGTGTTGAGGGGTCATCACAATGTGAAGAAGATTTAAAAGAAGAAGCTGAAGCTTIC
TTFAAGGATTGCAATGAAGCAAAAGCCAATCCTGGTGAATACGAGAATCTCACCAAAGA
AGAAATGTTTGAAGAATTGAAAGAATATGGAGTTGCTGACACAGACATGGAGACAGTTT
ACAAACTTGTGGAAGAATGTTGGAATGAATTAACAACAACGGATTGTAAGAGATTTCTC
GAAGAGGCTGAATGCTTCAAGAAGAAGAATATTTGTAAATATITCCCAGATGAAGTGAA
ATTGAAGAAGAAATAAATTTTTAGCITGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAA
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LJL11 (SEC ID N°: 38)
AGTTGCAAGAATTTCTTCATTGCGTTAAGATGTTGTTTTTCCTTAACTTTITIGTGCTGGT

GTTCAGCATAGAACTGGCGTTGTTAACAGCATCAGCAGCAGCAGAAGACGGCAGCTATG
AGATCATAATTCTTCACACCAATGATATGCACGCGCGTTTTGATCAAACCAATGCTGGAA
GCAACAAATGCCAAGAAAAAGACAAGATTGCTTCCAAATGCTACGGAGGATTTGCAAG
AGTTTCAACAATGGTGAAAAAATTCCGAGAAGAAAATGGCAGCAGTGTCTTGTTICTITGA
ATGCTGGTGACACGTATACAGGTACCCCATGGTTITACCCTCTACAAGGAGACCATTGCA
ACGGAGATGATGAACATCCTTCGTCCAGATGCAGCCTCACTGGGAAATCATGAATTCGA
CAAAGGAGTAGAAGGACTCGTGCCATTCCTCAATGGTGTCACCTTCCCTATTTTAACAGC
GAATTTGGACACTTICT! CAAGAGCCAACAATGACCAATGCT AAAAATCTCAAACGCTCAA
TGATTTTTACGGTTTCCGGGCACAGAGTTIGGTGTAATTGGCTACCTAACGCCTGATACAA
AATTCCTCTCGGACGTTGGTAAAGTTAATTTTATTCCGGAAGTTGAAGCCATCAATACGG
AAGCACAGCGTCTGAAGAAAGAGGAAAATGCCGAAATAATCATCGTTGTTGGACATTCA
GGGTTGATAAAAGATCGAGAAATTGCAGAGAAATGCCCACTGGTTGACATAATTGTTGG
AGGACATTCACACACATTCCTCTACACAGGAAGTCAGCCTGATCGTGAGGTTCCTGTAG
ACGTTTATCCTGTTGTTGTGACCCAATCCAGTGGGAAGAAAGTTCCAATTGTTCAAGCCT
ATTGCTTTACAAAGTATTTGGGGTACTTTAAAGTGACGATCAACGGAAAAGGAAATGTT
GTGGGATGGACTGGGCAGCCAATTCTCCTTAATAACAACATTCCCCAAGATCAGGAAGT
TCTCACTGCTCTTGAAAAGTACAGAGAACGCGTGGAAAACTATGGAAATCGCGTAATTG
GAGTTTCCCGTGTAATTCTCAATGGGGGGCATACTGAATGTCGTTTCCATGAATGCAATA
TGGGTAATCTCATCACGGACGCTTTTGTGTATGCCAATGTAATCAGTACACCAATGAGTA
CGAATGCCTGGACAGATGCAAGTGTTGTTCTGTATCAAAGTGGTGGCATTCGTGCCCCA
ATTGATCCTCGTACCGCGGCAGGGAGCATCACACGCCTCGAGTTGGACAATGTTCTACC
ATTTGGGAATGCACTGTACGTCGTAAAAGTTCCTGGGAATGTCTTACGCAAAGCTTTGGA
ACATTCAGTTCATCGATACTCCAACACTTCGGGATGGGGAGAATTTCCACAAGTTITCGGG
GCTAAAGATTCGTTTTAACGTCAATGAAGAAATTGGAAAACGCGTAAAGTCCGTTAAAG
TTCTCTGTAGCAATTGCTCTCAACCTGAATACCAACCACTGAGAAATAAAAAAACTTAC
AACGTTATCATGGACAGTTTTATGAAGGATG GAGGTGATGGGTATAGCATGTTCAAGCC

CTTGAAGATCATCAAGACCCTCCCACTGGGAGATATTIGAAACAGTAGAAGCTTATATTG
AGAAAATEGOOCCCATTT

TOCCAGCAGTOGAGGGAAGGATCACTGTICT IGGGGGACTTCAAAAATCAGATGAGGAT
TGGCATTAGAAACATCCTGGACGTTATGGAAAGAATAAAAGAAGGATCATAGAAAAAA
AAAAAMAAAABATAAAMMARAAANALAAAADARARBOAAAAMS

LJLO8 (SEC ID N°: 40)
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GTCAGTGATCTGATAAGTTATTAAAATGAAGCAAATCCTTCTAATCTCTTITGGTGGTGAT
TCTTGCCGTGCTTGCCTTCAATGTTGCTGAGGGCTGTGATGCAACATGCCAATTTCGCAA
AGCCATAGAAGACTGCAAGAAGAAGGCGGATAATAGCGATGTTTTGCAGACTTCTGTAC
AAACAACTGCAACATTCACATCAATGGATACATCCCAACTACCTGGAAATAATGTCTTC

AAAGCATGCATGAAGGAGAAGGCTAAGGAATTTAGGGCAGGAAAGTAAGAGATTGAGG
AAAATTGTAGCCGAAGAGAGAAGGAAGGAAAGTCCCATATTITGTTTGTTAATTGTAAC
GAATTTTGCGAAAAAAATAAAATATTATGCACTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAA

LJS105 (SEC ID N°: 42) _
TATTTITAATAATTCTGTGTAAAATGAACGTTCTTTTCGTGTCITICACGCTCACAATTCT
TCTTCICTGTGTTAAGGCACGGCCAGAAGATTTCGTAGCTCTTCAGGATCAAGCTAATTT
CCAGAAATGCCTCGAACAATATCCAGAACCAAATCAATCTGGAGAAGTTCTTGCGTGCC
TCAAGAAGCGCGAAGGTGCCAAAGATTTCCGGGAAAAGAGGAGCCTGGATGACATAGA
AGGGACTTTCCAAGAGTCTGGAAATCTCTGGGGTGCATAGGAAGCTCAGAGGACTTCTA
ATCAATCTGTGAGAAGAGAACCCAACGGCTAGAGAAAATTTAAGGAAAATAAAGAAAT
TAATGAAGCATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAA

LJLO9(SEC ID N°: 44)

GTATATCAAGTATCATTCAAGTGAATCATIGGCTCCGTAATTITGTACAAAAGAAAAAAA
AAG’I'TGATAAAATCATGAAAATCACI‘ GTGATTTTATTCACGGGATTTACAATTGCCCTCG
TGAGTAGTGCTGTGCTTAAGAAAAACGGTGAAACTATTGAAGAAGAAGAAGTAAGAGC
TGAGCAACGACTTAGAGAGATCAATGAGGAACTIGATCGTAGGAAGAATATCAATACTG
TAGCCGCTTGGGCTTATGCATCCAATATTACTGAGGTCAATCTCAAGAACATGAATGATG
TGTCGGTTGAAACCGCGAAATACTACAAGGAACTTGCATCTGAATTGAAGGGATTCAAT
GCCAAGGAATACAAGAGTGAGGATCTGAAGAGACAAATTAAGAAGCTAAGCAAGTTGG
GATATAGTGCTTTACCATCTGAGAAGTATAAGGAGCTTTTGGAAGCTATCACATGGATG
GAATCGAATTATGCAAAAGTGAAAGTTTGCTCATACAAGGATCCAAAGAAATGTGATTIT
AGCACTTGAACCTGAAATTACGGAAATCCTTATTAAAAGTCGAGATCCTGAGGAACTTA
AATATTATTGGAAACAATGGTACGACAAAGCTGGCACACCAACTCGAGAGAGTTTTAAT
AAGTATGTACAACTAAATCGTGAAGCAGCGAAATTGGATGGATTTTATTCGGGTGCAGA
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ATCTTGGCTTGATGAATATGAAGATGAGACATTTGAGAAACAACTTGAGGATATCTTCG
CCCAAATTCGCCCACTGTACGAGCAACTCCATGCTTATGTTAGATTCAAGCTGAGGGAA
AAGTATGGAAATGACGTTGTTTCGGAGAAAGGTCCCATTCCAATGCATCTCTTGGGGAA
CATGTGGGGTCAAACGTGGAGTGAAGTTGCCCCAATTTTAGTCCCATACCOCGAAAAGA
AGCTCCTCGATGTTACCGATGAGATGGTTAAGCAGGGATACACACCAATTICTATGTTTG
AAAAAGGAGACGAATTTTTCCAAAGCTTGAATATGACGAAACTTCCAAAAACCITCTGG
GAGTACAGTATTTTGGAAAAACCCCAAGATGGTAGGGAATTGATCTGCCATGCAAGTGC
ATGGGACTTCTATACAAAGGATGATGTAAGGATTAAACAGTGTACCAGAGTTACAATGG
ATCAATTCTTCACGGCTCATCATGAGCTTGGTCACATTCAATATTATTTGCAATATCAAC
ATTTGCCGAGTGTITACAGAGAAGGTGCCAATCCAGGCTTTCACGAGGCTGTTGGGGAT
GTTCTCICTCTTTCGGTATCAAGTCCTAAACATTTGGAAAAAGTTGGTTTGCTTAAAGAC
TTCAAATTTGATGAAGAATCCCAGATAAATCAACTTCTAA ATTTAGCTCTGGATAAAATG
GCATTCCTCCCATTTGCCTATACCATTGATAAATATCGCTGGGGTGTGTTTCGGGGTGAA
| ATTTCGCCGTCTGAGTACAATTGCAAATTTTGGGAAATGCGTTCCTACTATGGTGGFATA
GAACCACCAATTGCACGTTCTGAGAGTGATTTTGATCCACCAGCAAAATATCATATTITCA
TOGGATGTTGAGTACCTCAGGTATTTGGTTTCCTTCATTATTCAGTTCCAATTCCATCAAG
CTGTGTGCCAAAAGACTGGTCAGTTCGTACCGAATGATCCGGAGAAGACTCTTCTAAAT
TGTGACATCTACCAGAGTGCTGAGGCTGGTAATGCCTTCAAAGAAATGCTCAAATTGGG
ATCCTCAAAACCATGGCCAGATGCAATGGAAATTCTTACGGGGCAAAGGAAAATGGATG
CTTCTGCATTAATTGAGTACTTCCGTCCACTCAGTGAGTGGTTGCAGAAGAAGAATAAG
GAACTAGGAGCTTATGTTGGCTGGGACAAATCTACTAAGTGTGTCAAAAACGTCAGITA
ATTTTTTGTGAGCCCTAAAAAATATTCATAACATTTCAATATGACAAAATATATGATTTT
CGTGAAAACTAAGCATGAGTAAGITITITITGTGAATTTTTAGCAGTTTCATITCAGAAT
AAACGTCAAATTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
LJL38 (SEC ID N°:46)
TCAGTTAGTTGACTAACAAACCACAATAGAGACACTAAAATGAAGACATTCGCCTTAAT
CTTCTTGGCTCITGCTGTTITTGTGCTCIGCATTGACGGAGCTCCAACTTTTGTGAATTTA
CTGGACGACGTACAGGAAGAGGTAGAAGTTAATACGTATGAGCCTTAGGAAGAAAATG
TTTGAGGAGTTTCAGGCAGAGGCAGAGCTTTCCCAGAGAGGGAGCTTTTGCCTTGCTGT
AGATTTTTAAAAATGAATCAATTTGATTGGAGCAATTACGCTATATTTIGTGGGAATATTT
TTGAATTAAAAACTAATTATGGAAATTAATATATAATTTTCAGAATTTCAATAAATTCAT
CAAAATTGTATTAATTAAAAAATATTGTATGAAATTCCCAATAAAAGCTTTCAAATTAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
LJMO4 (SEC ID N°:48)
GGCCATTATGGCCGGGGATAGAACTTAATTGTTGITAAAATGAATCACTTGTGCTITATT
ATTATTGCICTATTCTTTTTGGTTCAACAATCTTTGGCTGAACATOCAGAAGAAAAATGT
ATTAGAGAATTGGCGAGAACTGATGAAAACTGCATTCTTCATTGTACGTATTCGTACTAC
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GGATTCGTTGATAAAAATTTCAGGATCGCTAAAAAACATGTTCAAAAATTCAAAAAAAT
CCTAGTTACATTCGGCGCTGTITCCTAAGAAAGAAAAAAAGAAACTTTTAGAGCACATTG
AGGCTTGTGCGGATTCTGCGAATGCTGATCAACCTCAAACTAAAGATGAAAAATGTACA
AAAATAAATAAGTACTATCGTTGTGTTGTGGATGGAAAAATATTACCCTGGAATAGTTA
TGCTGATGCAATCATTAAGTTTGATAAAACCCTTAACGTATGAAGCAAAGATATTCGAA
AAAAAAACATCAAGATTATGCTGGAAAGAAAAAAATAAAAAAAAATTGTGCTAATCAA
ATTGAATTAACGCTTAATGCTATATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJM26 (SEC ID N°: 50)
GTCGGAGATCGTCTGCCTTGATGATCACATCGTGATTGTGAGTTACAAGAGTGAAACTTT

TYAAGTGTGTGTGTCTTAGCAAAGTGATTTCCACAATGAAGATTATTTITITAGCCGCTTT
TCTACTAGCGGATGGTATTTGGGCTGCTGAAGAACCTTCAGTGGAAATTGTAACACCAC
AATCAGTGCGGAGACACGCTACGCCAAAAGCCCAGGACGCGAGGGTAGGAAGTGAATC
CGCAACAACAGCACCAAGACCAAGTGAATCAATGGATTACTGGGAGAATGATGATITCG
TCCCATTTGAGGGTCCATTCAAGGATATTGGAGAATTCGACTGGAACCTTITCGAAGATCG
TTTTTGAGGAAAACAAAGGTAATGCCATCTITGTCGCCACTCTCTGTGAAGCTACTAATGA
GTTTGCTCTTCGAGGCCAGTGCGTCAGGTACCTTGACCCAGCACCAACTCAGACAAGCC
ACTCCCACCATCGTCACCCACTATCAGTCTCGAGAATTTITACAAGAATATCTTTGACGGT
CTCAAGAAAAAGAGTAACGACTACACGGTTCACTTTGGTACGAGAATCTACGTGGATCA
GTITGTGACGCCTCGCCAGAGATATGCTGCCATTTIGGAGAAGCATTATCTGACTGATCT
CAAAGTTGAGGACTTCTCGAAGGCAAAAGAAACAACTCAGGCAATCAATAGTTGGGTGT
CAAACATCACAAATGAGCACATAAAGGATCTCGTGAAGGAGGAAGATGTTCAGAATTIC
AGTTATGCTCATGCTTAATGCAGTCTACTTCCGCGGACTCTGGCGCAAGCCTTTCAATCG
TACACTCCCACTGCCCTTCCACGTGAGCGCTGATGAGTCCAAGACGACTGATTTITATGCT
AACCGATGGGCTCTACTACTTCTACGAGGCAAAGGAATTGGATGCTAAGATCCTCAGAA
TTCCTTACAAAGGTAAACAATACGCAATGACTGTGATCTTACCAAATTCCAAGAGTGGC
ATTGATAGCTITGTGCGTCAGATTAACACGGTCCTCCTGCACAGGATTAAGTGGTTGATG
GATGAAGTGGAGTGCAGGGTTATTCTACCCAAGTTCCACTTTGACATGACGAATGAGCT
GAAGGAATCGCT CGTAAAGTTGGGCATCAG'_I’CAGATTI'I‘CACATCAGAGGCATC'I'I'I‘ GC
CATCATTAGCACGAGGACAGGGCGTACAGAATCGTCTGCAGGTGTCTAATGTGATTCAG
AAGGCGGGAATAATTGTGGATGAGAAGGGCAGCACAGCCTATGCTGCGTCAGAAGTGA
GCCTAGTCAACAAGTTTGGAGATGATGAGTTCGTCATGTTCAACGCTAATCATCCATTCC
TCTTTACAATTGAGGACGAAACCACCGGCGCAATCCTATITACGGGAAAAGTCGTCGAT
CC CACGCAATAGGGAATGAAAAGCATTTCATCGTATACAAC’ITT’ITI'I‘TI‘ AATTAATTAT
TCOCTCATTGAAGGACATTAATAGAGCATCTTCTCAGGAAGGCACTCCTGACTTATTTTTA
CTAAATGTGATCCTTGGACACATAAAAAAAACAGCTGTACTTTCTACTTTITATAATATA
CGACCATATTITGTGAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJSO3(SEC ID N°: 52)
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TCAGTTAAGCAGATTTTCAAGCTAAAGAAACTTAACTAAGATGCGATTCCTICTTTTIGGC
CTTCTCCGTTGCTTTGGTGCTTTCACCAACATTCGCCAAACCAGGTCTTTGGGACATTGTA
ACTGGTATTAATGATATGGTAAAAAATACTGCGAATGCACTCAAAAATCGTCTAACAAC
TTCTGTGACATTATTCACAAATACCATCACCGAAGCTATAAAAAATGCAAATTCTTCTGT
TTCGGAACTCCTTCAGCAAGTCAATGAAACCCTTACGGATATTATTAATGGTGTAGGACA
AGTGCAGAGTGCCTTTGTGAATTCAGCTGGAAATGTTGTTGTGCAAATTGTTGATGCCGC
TGGAAATGTTTTGGAAGTTGTTGTTGATGAGGCTGGAAATATCGTGGAGGTAGCTGGAA
CAGCATTGGAAACTATCATTCCACTGCCCGGTGTAGTGATTCAGAAGATAATTGATGCTC
TCCAAGGAAATGCAGGGACTACATCGGATTCAGCTTCATCAACTGTGCCCCAACAATCT
TAACTACAACCGCAATGATGTTGTCITTAACGGAGAATTITTAAATTTGAATATCAAAAT
CCAAGATGAAATA’ITCAGATI'TTT‘CAATCAATATGATACGAAATTI'I‘GAAATTATTTITC
CGACTAAAGCAATTTGTAAAAGGAAAACCAAATAAATATTTGAAATTGTAAAGAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJS192(SEC ID N°: 54)
ATATCAATTTTATCATCATGGTGAAGTACTCGTGTCTTGTITCTTGTTGCAATTTTTCTTCT

GGCCGGACCCTACGGCGTTGTAGGTTCTTGTGAGAATGACCTGACAGAGGCCGCCAAGT
ATCTTCAAGATGAATGCAATGCAGGTGAAATTGCAGATGAATTTCTACCCTTCTCTGAAG
AAGAAGTGGGTGAAGCATTGAGCGACAAACCAGAAAACGTGCAGGAAGTCACCAACAT
CGTGAGAGGATGCTTTGAAGCTGAACAAGCCAAAGAGCATGGAAAATGTGAAAGATTTT
CCGCTTTGAGTCAATGCTACATTGAAAAGAATTTATGTCAATTCITCTAAAATATTTTGA
AGAAAAGTTATGAATGAAAATTTTCTGAAATTTTGTTGCAAAAATATATAAATTGCCCA

ATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJM19 (SEC ID N°: 56)
AGTTTAATTTTCATCATGAAGTTCTITCTACTTGATTTTCTCTGCAATTTTCTTTCTGGCTGA

TCCTGCTTTGATCAAGTGTTCAGAGGATIGTGAGAATATITTTCATGACAATGCGTACCT

CCTTAAATTGGATTGTGAAGCAGGAAGGGTTGATCCTGTTGAATACGACGATATTITCGG

ATGAAGAAATATATGAAATAACGGTCGATGTTGGAGTTTCATCTGAGGACCAGGAGAAA
GTTGCGAAAATAATAAGGGAGTGCATTGCACAAGTTTCAACGCAAGATTGCACGAAATT
TTCAGAAATITATGATTGTTACATGAAGAAGAAAATCTGTAATTATTATCCTGAAAATAT
GTAAAAAAAAATTATTTATTTATATAAAAAAATATAAGGATTAAAATCTCTTATTGATTG
TAAAAATGGCCTAATATTGAAGCAAAAATTAAAGCATGAAACAAGACCAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJL138 (SEC ID N°: 58)
TCAATCTAACAATGCACCTGCAATTGAATTTGTGCGCTATTCTCCTTTCGGTACTAAATG

10 GAATTCAGGGCGCTCCCAAAAGTATTAATTCAAAATCCTGCGCAATCTCCTTITCCGGAGA
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ATGTAACGGCTAAGAAGGAGCCAGTGTACTTGAAAGCATCAAATGATGGCTCATTGAGT
ACCCCCCTACAGCCAAGTGGGCCATTTGTAAGTCTCAAAATTGGAGAATCTCTTGCAATC
TTCTGTCCAGGTGATGGAAAGGACGTAGAGACAATTACGTGCAATACAAATTTCGATTT
AGCTTCATATTCGTGCAACAAGAGCACATCAACGGATACCATTGAAACGGAAGAAGTTT
GCGGAGGAAGTGGAAAAGTGTACAAAGTTGGTTTTCCGCTGCCCTCTGGGAATTTCCAT
TCAATCTACCAAACGTGTTTTGATAAGAAAAATCTCACACCTCTCTACTCAATTCACATT
CTCAATGGTCAAGCTGTTGGATATCACCTTAA GCACACAAGAGGAAGCTITCGTACCAA
TGGTATCTACGGGAAAGTCAACATTGATAAACTCTACAAGACGCAAATTGAGAAATTCA
ACAAACTTTTCGGCCCTAAACAAACATTTTTCCGTAGACCCCTCAATTTICTATCACGTG
GACACTTAAGCCCCGAAGTGGACTTTACATTCCGTAGGGAACAACATGCAACGGAAATG
TACATTAACACAGCACCACAGTACCAATCAATTAATCAAGGAAATTGGCTACGTGTTGA
AAATCACGTGAGGGATCTCGCAAAAGTTCTGCAGAAGGACATAACAGTCGTTACGGGAA
TTTTGGGGATACTTCGGTTGAAGAGTAAGAAAATAGAGAAAGAAATCTATTTAGGAGAT
GACGTAATTGCCGTACCAGCAATGTTCTGGAAGGCTGTTTTTGACCCTCAAAAACAAGA
AGCAATTGTCTTTGITTCCTCAAATAATCCCCACGTGAAGACCTTTAATCCCAACTGCAA
GGATGTATGCGCTCAAGCTGGATTTGGGAATGATAATCTTGAATATTTCTCCAATTATTC
TATTGGTCTGACTATTTGTTGCAAACTTGAGGAATTTGTTAAAAGAAATAAAATAATTCT
ACCCAAAGAAGTAAATAACAAAAACTACACCAAAAAACTCCTTAAGTTTCCTAAAACAA
GAAACAAGGAGGGAGATAAGAAGGTGGTACGTAAGCGCGCCAAAGGAGCATAAATATT
AAACGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
LJL15 (SEC ID N°: 60)
GTTCTACGATAAAATTITCTTTTCAAACTTITCTTTTAAAGAAAAATCTTCAAAAAGTTA
AAATGAATTTGCACCTTGCGATTATCCTCTTITGTGAGTTACTTCACACTGATCACTGCTAC
GGATCTAATTGAAAAGGAACTTTCTGATTGCAAAAAGATCTTCATCTCCAAGGCTGAGC
TAACTTGGTTCCAAGCTCTCGATTTCTGTACCGAACAAAACCTAACTTTGCTCTCAATTA
AATCCGCCCGGGAAAATGATGAGGTGACTAAAGCAGTTCGAGCTGAGGTTCATCTTCCA
GACACAAAGAAGTCTCACATTTGGCTCGGAGGTATTCGTTATGATCAAGACAAGGATTT
CCGTTGGATAAGCGATGGAACAACTGTTACGAAGACAGTCTACATCAATTGGTACCAAG
GAGAACCAAATGGTGGGAGGTACCAAAAGGAATTTTGTATGGAATTGTACTITAAAACT
CCAGCTGGTCAATGGAATGATGATATTTGTACAGCAAAGCATCATTTTATATGTCAGGA
GAAAAAATAAATTGAATTGTTCATGTGTCTTTGGCGGTGCGAAGGTATAATICAGGTTG
ACGACATAAATTGATTTTTCTTTCATTAAGAAAATAAAGGCTTGAATTTATAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJL91 (SEC ID N°: 62)
GTTCTACGATAAAATTITCTTTTCAAACTTTTCTTTTAAAGAAAAATCTTCAAAAAGTTA

AAATGAATTTGCCCCTTGCGATTATCCTCTITGTGAGTTACTTCACACTGATCACTGCTGC
GGATCTAACTGAAAAGGAACTTTCTGATGGCAAAAAGATCTTCATCTCCAAGGCTGAGC
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TAAGTTGGTTCGATGCTCTCGATGCCTGTACCGAAAAAGACCTAACTTTGCTCACAATTA
AATCCGCCCGGGAAAATGAGGAAGTGACTAAAGCAGTTCGAGCTGAGGTTCATCTTCCA
GACACAAAGAAGTCTCACATTTGGCTCGGAGGTATTCGTTATGATCAAGACAAGGATTT
CCGTTGGATAAGCGATGGAACAACTGTTACGAAGACAGTCTACATCAATTGGTACCAAG
GAGAACCAAATGGTGGGAGGTACCAAAAGGAATTTTGTATGGAATTGTACTTTAAAACT
CCAGCTGGTCAATGGAATGATGATATTTGTACAGCAAAGCATCATTTITATATGTCAGGA
GAAAAAA’I'AA.A’ITGAA’I'I‘GTT CATGTGTCTTTGGCGGTGCGAAGGTATAATTCAGGTTG
ACGACATAAATTGATITITCTITCATTAAGAAAATAAAGGCTTGAATTITAGCAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJM11 (SEC ID N°: 64)
TTGAATTGAAGCAGCAGCAATGAAAGTGTTTTTCTCAATTTTTACGCTCGTCCTCTTCCA

AGGGACCCTITGGAGCGGATACTCAAGGATATAAATGGAAGCAATTGCTCTACAATAATG
TTACACCAGGATCCTACAATCCGGATAATATGATCAGTACGGCTTTTGCCTACGATGCTG
AGGGTGAAAAACTCTTCCTAGCTGTCCCAAGGAAGTTACCCAGAGTTCCGTATACATTG
GCGGAAGTGGATACAAAGAATAGTCTTGGTGTTAAGGGAAAACATTCACCGTTACTTAA
CAAATTCAGTGGGCACAAAACTGGGAAGGAACTAACATCAATCTATCAGCCAGTTATTG
ATGATTGTCGTCGCCITIGGGTGGTTGATATTGGTTCCGTGGAATATCGCTCAAGAGGTG
CCAAAGACTACCCGAGTCATCGTCCTGCAATTGTTGCGTACGACCTAAAGCAACCAAAC
TACCCCGAAGTTGTTCGATACTATTITCCCCACAAGATTAGTGGAGAAGCCAACATATTTC
GGTGGATTTGCCGTTGATGTTGCAAACCCAAAGGGGGATTGTAGTGAAACTTTTGTCTAC
ATTACAAACTTCCTCAGGGGAGCTCTCTTTATATACGATCATAAGAAGCAGGATTCGTGG
AATGTAACTCATCCCACCTTCAAAGCAGAACGACCCACTAAATTTGATTACGGCGGAAA
GGAATATGAATTCAAAGCCGGAATTTTCGGAATTACTCTCGGAGATCGAGACAGTGAAG
GCAATCGTCCAGCTT ACTACTTAGCCGGAAGTGCCATCAAAGTCTACAGCGTCAACACG
AAAGAACTTAAGCAGAAGGGTGGAAAGCTGAATCCGGAGCTTCTTGGAAACCGCGGGA
AGTACAACGATGCCATTGCCCTAGCTTACGATCCCAAAACTAAAGTITATCTTCTTITGCTG
AGGCCAACACAAAGCAAGTATCCTGCTGGAACACACAGAAAATGCCACTGAGGATGAA
GAATACCGACGTAGTCTACACTAGTTCTCGCTTTGTCTTTGGAACGGACATTTCGGTTGA
TAGCAAGGGCGGCCTCTGGTTCATGTCTAACGGCTTTCCGCCT. A’I‘AAGGAAATCAGAAA
AATTCAAATATGACTTCCCACGCT ACCGTCTAATGAGGATCATGGACACACAGGAAGCA
ATTGCCGGAACTGCTTGCGATATGAATGCATAAAAGTTAATTTTCAACCCAAGAAGAAG
ACCTAAAGAGGCTTTTCCAGGCTTTGATGCAGGAGAGGTGGTTATCAACGCAAAATCAG
CTATTGTTGTATGAGGAGGAGAAATTATTGATTCTGAATTCTATAAAAAAAATTTAATIT
GTGAAATATTTGGCAATAATAAATTAATTIGAATTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAANAA
AAAAAAA
LJS138 (SEC ID N°: 66)
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TCTCTTTGGTTAACATTGTGAAGTTATCGGACGTGGCCGGTTTCTATTTCTTITGCAAAAA
TGCAGTCAAAAATTCTTTCTTITCGT CF,'I'TIT CACCTTATCCTTGGGCTATGTITTGGGTGA
AACATGCTCAAATGCTAAGGTTAAGGGAGCTACCTCTTATTCCACAACGGATGCCACAA
TTGTAAGCCAAATTGCCTITGTGACTGAATTCTCCTTGGAATGCTCAAATCCTGGATCCG
AGAAAATCTCCCTATTTGCTGAAGTCGATGGCAAAATTACTCCTGTTGCCATGATCGGGG
ATACCACCTACCAGGTGAGCTGGAATGAAGAGGTTAATAAGGCTAGAAGTGGTGACTAC
AGTGTGAAGCTGTACGATGAAGAAGGATACGGAGCAGTACGCAAAGCTCAGAGATCAG
GTGAAGAGAACAAGGTCAAACCACTAGCAACCGTTGTTGTTCGACATCCAGGAACATAC
ACTGGACCATGGTTCAATTCCGAAATCCTCGCAGCTGGTCTCATTGCTGTTGTIGCCTAC
TTTGCTTTCTCAACGCGAAGCAAAATTCTTTCCTAAAGAGACGCAGCATGAAATTTCACA
AAAAAATAAAAACAAATTCAAGTCATCAACCATGTCTCTTTGGCACTCAGACTGTTTCTG
TGAAATACAAACTATTATTTAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAA

LJL124 (SEC ID N°: 68)
ATTCCCACAAGAAGCTGCTAAAATGGTGTCAATTCTGTTAATCTCCTTGATTCTTAATTT

GTTGGTTTTCTATGCTAAAGCTAGACCACTAGAAGACATCTCGTCAGATCTTTCCCCTGA
TTATTACATCACTGAAGGCTATGACGGTGTGAAGGAGAAGAGAGAGATCGAACTTGTAC
CTGTGACATTTGGAATATTITAATATACATACAACACCTGCTCCCAGAATTACCTTITGAAT
GGTAAAAAATCCAAGAAGAATTTATGATTITATTCTITCCTTCCATTGGGATGGATTGTAA
GTCAGCATAAAACGCCGTTAAAAATGAATTITITAATAAAAAAAAATTATTCCAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

LJL35 (SEC ID N°: 70)
CACTATTCATTGGAAGATTTATTAACTTCAAGATGAAATTATITTGTTTAATTTTTGTTGT

GTITGTTGCTTTAGAAGTCTGTATAGAGACCGTGAAAGCTATGGAAGCAACGGAGGAGA
TATCTGTAAAATTGCAAGATGATGCGAATGAACCTGATGACTCTCTGGATTTAGACGAA
GGTCTTCCTGATGCATTCGATGAGGACTATAATAATCAGGCTGAGTACAAGCCGAATCC
TAGAGGGGACTACAGAAGACGATAATTAATATAAATTCAGGAAAACACTCTAAAAATTT
CCAATTGACTCTACTTTAAACGATTTAATACCTACCTACACTAAATACCATATGCAATAA
TTATGTTTTAATTATTTAGTGCAAGATCTACTAGTTTCAGTTCATATTTTGGGACTTTCCC
GCCTTTCTCTCGATGGAAAAATGATTTTACGGATTCTTAATTTTCATTGTACAGAGTTAAT
AAAACAATTGAAAGCAATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

También se incluyen fragmentos de las secuencias de acido nucleico anteriormente descritas que tienen al menos
33 bases, al menos 36 bases, al menos 42 bases o al menos 48 bases de longitud, lo que es suficiente para permitir
que el fragmento se hibride selectivamente con un polinucledtido que codifica un polipéptido de Lu. longipalpis
divulgado en condiciones especificadas. El término "hibridacion selectiva" se refiere a la hibridacién en condiciones
de una rigurosidad moderada a elevada, lo que excluye las secuencias de nucledtidos no relacionadas.

En el presente también se divulgan marcos abiertos de lectura (ORF) que codifican un polipéptido de Lu. longipalpis.
Estos ORF estan delimitados por un codoén de inicio y un codén de parada. Esto también incluye las variantes
degeneradas de secuencias de nucledtidos que codifican homodlogos y variantes conservadoras.

Algunos ejemplos concretos, sin caracter limitador, de marcos abiertos de lectura son los siguientes:
La proteina sin procesar LJL34 esta codificada por los acidos nucleicos 30-842 de la SEC. ID. N°: 2; y la
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 87-842 de la SEC. ID. N°; 2.

La proteina sin procesar LJL18 esta codificada por los acidos nucleicos 56-532 de la SEC. ID. N°: 4 y la
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 113-532 de la SEC. ID. N°: 4.
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La proteina sin procesar LJS193 esta codificada por los acidos nucleicos 216-502 de la SEC. ID. N°: 6 y la

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 276-502 de la SEC. ID. N°: 6.

La proteina sin procesar LJS201 esta codificada por los acidos nucleicos 48-353 de la SEC. ID. N°: 8 y la

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 117-352 de la SEC. ID. N°: 8.

La proteina sin procesar LJL13 esta codificada por los acidos nucleicos 26-766 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 83-766 de la SEC. ID. N°: 10.

La proteina sin procesar LJL23 esta codificada por los acidos nucleicos 18-992 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 81-992 de la SEC. ID. N°: 12.

La proteina sin procesar LIM10 esta codificada por los acidos nucleicos 92-571 de la SEC. ID. N°:
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 149-571 de la SEC. ID. N°: 14.

La proteina sin procesar LJL143 esta codificada por los acidos nucleicos 46-948 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 115-948 de la SEC. ID. N°: 16.

La proteina sin procesar LJS142 esta codificada por los acidos nucleicos 25-507 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 85-507 de la SEC. ID. N°: 18.

La proteina sin procesar LJL17 esta codificada por los acidos nucleicos 28-342 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 88-342 de la SEC. ID. N°: 20.

La proteina sin procesar LIM06 esta codificada por los acidos nucleicos 50-523 de la SEC. ID. N°:
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 107-523 de la SEC. ID. N°: 22.

La proteina sin procesar LIM17 esta codificada por los acidos nucleicos 24-1264 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 83-1264 de la SEC. ID. N°: 24.
La proteina sin procesar LJL0O4 esta codificada por los acidos nucleicos 30-914 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 81-914 de la SEC. ID. N°: 26.

La proteina sin procesar LIMI 14 esta codificada por los acidos nucleicos 29-475 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 101-475 de la SEC. ID. N°: 28.

La proteina sin procesar LIMI 11 esta codificada por los acidos nucleicos 24-1214 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 78-1214 de la SEC. ID. N°: 30.

La proteina sin procesar LIM78 esta codificada por los acidos nucleicos 42-1091 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 102-11091 de la SEC. ID. N°: 32.

La proteina sin procesar LJS238 esta codificada por los acidos nucleicos 27-206 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 87-206 de la SEC. ID. N°: 34.

La proteina sin procesar LJS169 esta codificada por los acidos nucleicos 11-370 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 77-370 de la SEC. ID. N°: 36.

La proteina sin procesar LJL11 esta codificada por los acidos nucleicos 30-1745 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 105-1745 de la SEC. ID. N°: 38.
La proteina sin procesar LJLO8 esta codificada por los acidos nucleicos 26-238 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 95-238 de la SEC. ID. N°: 40.

La proteina sin procesar LJS105 esta codificada por los acidos nucleicos 24-275 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 81-275 de la SEC. ID. N°: 42,

La proteina sin procesar LJL09 esta codificada por los acidos nucleicos 74-1954 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 128-1954 de la SEC. ID. N°: 44,

La proteina sin procesar LJL38 esta codificada por los acidos nucleicos 40-165 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 100-165 de la SEC. ID. N°: 46.

La proteina sin procesar LIM04 esta codificada por los acidos nucleicos 40-456 de la SEC. ID. N°:
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 100-456 de la SEC. ID. N°: 48.

La proteina sin procesar LIM26 esta codificada por los acidos nucleicos 96-1616 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 147-1616 de la SEC. ID. N°: 50.
La proteina sin procesar LJS03 esta codificada por los acidos nucleicos 41-553 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 98-553 de la SEC. ID. N°: 52.

La proteina sin procesar LJS192 esta codificada por los acidos nucleicos 18-344 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 87-344 de la SEC. ID. N°: 54.
La proteina sin procesar LIM19 esta codificada por los acidos nucleicos 16-360 de la SEC. ID. N°:
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 82-360 de la SEC. ID. N°: 56.

La proteina sin procesar LJL138 esta codificada por los acidos nucleicos 12-1238 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 72-1238 de la SEC. ID. N°: 58.
La proteina sin procesar LJL15 esta codificada por los acidos nucleicos 63-542 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 120-542 de la SEC. ID. N°: 60.
La proteina sin procesar LJL91 esta codificada por los acidos nucleicos 63-542 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 120-542 de la SEC. ID. N°: 62.
La proteina sin procesar LIMI esta codificada por los acidos nucleicos 20-1216 de la SEC. ID. N°
proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 74-1216 de la SEC. ID. N°: 64.

La proteina sin procesar LJS138 esta codificada por los acidos nucleicos 12-1238 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 72-138 de la SEC. ID. N°: 66.

La proteina sin procesar LJL124 esta codificada por los acidos nucleicos 23-241 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 83-241 de la SEC. ID. N°: 68.

La proteina sin procesar LJL35 esta codificada por los acidos nucleicos 12-1238 de la SEC. ID. N°:

proteina madura esta codificada por la secuencia de acido nucleico 72-1238 de la SEC. ID. N°: 70.
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Otro ejemplo concreto, de caracter no limitador, de un polinucleétido que codifica un polipéptido de Lu. longipalpis es
un polinucledtido que tiene una homologia de al menos el 75%, 85%, 90%, 95% o 99% con una de las secuencias
anteriormente presentadas que codifica un polipéptido que tiene una funcién o epitopo antigénico de un polipéptido
de Lu. longipalpis. Otro ejemplo concreto mas, de caracter no limitador, de un polinucleétido que codifica un
polipéptido de Lu. longipalpis es un polinucleétido que codifica un polipéptido al que se ha unido de forma especifica
un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido de Lu. longipalpis.

Los polinucledtidos de Lu. longipalpis incluyen un ADN recombinante que se incorpora a un vector, a un virus o
plasmido que se replica de forma autonoma, al ADN gendmico de una célula procariota o eucariota, o que existe
como una molécula separada (por ejemplo, un ADNc) independiente de otras secuencias. Los nucleétidos pueden
ser ribonucledtidos, desoxinucledtidos o formas modificadas de alguno de estos nucledtidos. El término incluye
formas individuales o dobles de cada nucleétido. El término incluye formas individuales o dobles de ADN.

En el presente se divulgan también vectores recombinantes que incluyen un polinucleétido que codifica un
polipéptido o un fragmento del mismo de acuerdo con la divulgacién. Los vectores recombinantes incluyen
plasmidos y vectores virales y se pueden utilizar para la expresion in vitro o in vivo.

Un plasmido puede incluir una unidad de transcripcion de ADN, por ejemplo una secuencia de acido nucleico que le
permite replicarse en una célula huésped, como un origen de replicacion (procariota o eucariota). Un plasmido
puede incluir también uno o mas genes marcadores seleccionables y otros elementos genéticos conocidos en el
campo. En la presente divulgacion se incluyen formas circulares y lineales de plasmidos.

Para la expresion in vivo, por lo general el promotor es de origen celular o viral. En una realizacion, se puede utilizar
el promotor temprano del citomegalovirus (promotor de CMV-IE), incluyendo el promotor y potenciador. El promotor
de CMV-IE puede ser de origen humano o murino, o proceder de otra fuente, como la rata o la cobaya (véase EP
0260148; EP 0323597; WO 89/01036; Pasleau et al., Gene 38:227-232, 1985; Boshart M. et al., Cell 41:521-530,
1985). También se pueden emplear fragmentos funcionales del promotor de CMV-IE (WO 98/00166). Asimismo, se
puede utilizar el promotor temprano o tardio del virus SV40 y el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous. Otros
promotores incluyen, a titulo meramente enunciativo, un promotor de un gen citoesquelético, como por ejemplo (a
titulo meramente enunciativo), el promotor de la desmina (Kwissa M. et al., Vaccine 18(22):2337-2344, 2000), o el
promotor de la actina (Miyazaki J. et al., Gene 79(2):269-277, 1989). Cuando hay varios genes presentes en el
mismo plasmido, se pueden proporcionar en la misma unidad de transcripcion o en unidades diferentes.

Los plasmidos también pueden comprender otros elementos reguladores de la transcripciéon, como, por ejemplo,
secuencias estabilizadoras de tipo intrén. En diversas realizaciones, los plasmidos incluyen el primer intron de CMV-
IE (Solicitud de PCT publicada n® WO 89/01036), el intrén 1l del gen de la beta-globina de conejo (van Ooyen et al.,
Science 206:337-344, 1979), la secuencia de sefial de la proteina codificada por el activador del plasminégeno
tisular (tPA; Montgomery et al., Cell. Mol Biol. 43:285-292, 1997), y/o una sefial de poliadenilacion (polyA), en
concreto la polyA del gen de la hormona de crecimiento bovino (bGH) (Patente estadounidense n° 5.122.458) o la
polyA del gen de beta-globina de conejo o del virus SV40.

En un ejemplo concreto, de caracter no limitador, se puede utilizar el plasmido pVR1020 (VICAL Inc.; Luke C. et al.,
Journal of Infectious Diseases 175:91-97, 1997; Hartikka J. et al., Human Gene Therapy 7:1205-1217, 1996)) como
vector para la insercion de esta secuencia de polinucleétidos, generando plasmidos recombinantes.

Los plasmidos son evaluados en perros para determinar su eficacia contra la infeccion por Leishmania (Vidor E. et
al., P3.14, XXIV Congreso Internacional de Veterinaria, Rio de Janeiro, Brasil, 18-23 de agosto de 1991).

También se pueden utilizar diversos vectores virales con un polinucleétido que codifica un polipéptido de Lu.
longipalpis. Un ejemplo concreto, de caracter no limitador, incluye poxvirus recombinantes, incluyendo virus avipox,
como el virus de la viruela del canario. Otro ejemplo concreto, de caracter no limitador, incluye poxvirus
recombinantes, incluyendo virus vaccinia (Patente estadounidense n° 4.603.112), como el virus vaccinia atenuado,
como, por ejemplo el NYVAC (véase la Patente estadounidense n° 5.494.807) o el virus vaccinia modificado de
Ankara (MVA, Stickl H. y Hochstein-Mintzel V., Munch. Med. Wschr. 113:1149-1153, 1971; Sutler G. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:10847-10851, 1992; Carroll M. W. et al., Vaccine 15(4):387-394, 1997; Stittelaar K. J. et al.,
J. Virol. 74(9) :4236-4243, 2000; Sutler G. et al., Vaccine 12(11): 1032-1040, 1994). Cuando se emplean virus
avipox, resultan utiles los virus de la viruela del canario (Patente estadounidense n°® 5.756.103.) y los virus de la
viruela aviar (Patente estadounidense n° 5.766.599), tal como virus atenuados. Para los vectores de virus de la
viruela del canario recombinantes, los sitios de insercién pueden estar en particular en las ORF C3, C5 o C6.
Cuando el vector de expresion es un poxvirus, el polinucleétido heterdlogo se puede insertar bajo el control de un
promotor especifico de poxvirus, como el promotor 7.5kDa del virus vaccinia (Cochran et al., J. Virology 54:30-35,
1985), el promotor I3L del virus vaccinia (Riviere et al., J. Virology 66:3424-3434, 1992), el promotor HA del virus
vaccinia (Shida, Virology 150:451-457, 1986), el promotor ATI del virus de la viruela bovina (Funahashi et al., J. Gen.
Virol. 69:35-47, 1988), otro promotor H6 del virus vaccinia (Taylor et al., Vaccine 6:504-508, 1988; Guo et al., J. Virol.
63:4189-4198, 1989; Perkus et al., J. Virol. 63:3829-3836, 1989).
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Otros vectores virales utiles son los vectores del herpesvirus o adenovirus. Algunos ejemplos concretos, de caracter
no limitador, incluyen un vector de herpesvirus canino (CHV) o de adenovirus canino (CAV) (véase, por ejemplo, la
Patente estadounidense n° 5.529.780; la Patente estadounidense n° 5.688.920; la solicitud de PCT publicada n° WO
95/14102). Para el CHV, los sitios de insercion pueden estar en particular en el gen de la timidina quinasa, en la
ORF3, o en la ORF de UL43 (véase la Patente estadounidense n° 6.159.477). Para el CAV, los sitios de insercion
pueden estar en particular en la regidon E3 o en la regién que se encuentra entre la region E4 y la regiéon ITR
izquierda (véase la Patente estadounidense n° 6.090.393; Patente estadounidense n°® 6.156.567). En una realizacion
en vectores de CHV o CAV, la insercion se produce en general bajo el control de un promotor (tal y como se ha
descrito anteriormente para los plasmidos), como el promotor de CMV-IE.

Se pueden realizar multiples inserciones en el mismo vector utilizando sitios de insercién diferentes o utilizando el
mismo sitio de insercién. Cuando se utiliza el mismo sitio de insercién, cada elemento insertado del polinucleétido se
inserta bajo el control de diferentes promotores. La insercion se puede realizar de cola a cola, de cabeza a cabeza,
de cola a cabeza o de cabeza a cola. También se pueden utilizar los elementos del IRES (sitio de entrada del
ribosoma interno, véase la Patente europea EP 0803573) para separar y expresar multiples elementos insertados
operativamente unidos al mismo promotor. También se pueden emplear vectores bacterianos para la expresion in
vivo.

Cualquier polinucledtido de conformidad con la divulgacion se puede expresar in vitro mediante transferencia de
ADN o vectores de expresion en una célula huésped adecuada. La célula huésped puede ser procariota o eucariota.
El término "célula huésped" incluye también cualquier descendencia de la célula huésped del sujeto. Los métodos de
transferencia estable, lo que significa que el polinucleétido extrafio se mantiene continuamente en la célula huésped,
son conocidos en el campo. Las células huésped pueden incluir bacterias (por ejemplo, Escherichia coli), levaduras,
células de insectos y células de vertebrados. Los métodos para expresar secuencias de ADN en células eucariotas
son bien conocidos en el campo.

Como método para la expresion in vitro, los vectores de baculovirus recombinantes (por ejemplo, el virus de la
polihidrosis nuclear de la Autographa californica (AcNPV)) se pueden utilizar con los acidos nucleicos divulgados en
el presente. Por ejemplo, los promotores de polihedrina se pueden utilizar con células de insectos (por ejemplo,
células de Spodopterafrugiperda, como células Sf9 disponibles en la ATCC bajo el nimero de acceso CRL-1711, o
células Sf21) (véase, por ejemplo, Smith et al., Mol. Cell Biol. 3:2156-2165, 1983; Pennock et al., Mol. Cell Biol. 4:
399-406, 1994; Vialard et al.,, J. Virol. 64:37-50, 1990; Verne A., Virology 167:56-71, 1988; O'Reilly et al.,
"Baculovirus expression vectors, A laboratory manual," New York Oxford, Oxford University Press, 1994; Kidd |. M. &
Emery V.C., "The use of baculoviruses as expression vectors," Applied Biochemistry and Biotechnology 42:37-159,
1993; Patente europea n°. EP 0370573; Patente europea n°. EP 0265785; Patente estadounidense n°. 4.745.051).
Para la expresion se puede utilizar el BaculoGold™ Starter Package (Cat # 21001K) de Pharmingen (Becton
Dickinson).

Como método para la expresion in vitro, se puede utilizar E. coli recombinante con un vector. Por ejemplo, cuando
se clonan sistemas bacterianos, se pueden utilizar promotores inducibles como el promotor de arabinosa, pL de
bacteriéfago lambda, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido ptrp-lac) y similares.

La transformaciéon de una célula huésped con ADN recombinante se puede realizar mediante técnicas
convencionales bien conocidas por los expertos en el campo. Cuando la célula huésped es procariota, como E. coli,
se pueden preparar células competentes que son capaces de absorber ADN a partir de células cosechadas tras una
fase de crecimiento exponencial para tratarlas después mediante el método de CaCl, utilizando procedimientos bien
conocidos en el campo. Alternativamente, se puede utilizar MgCl, 0 RbCl. También se puede realizar la
transformacion tras formar un protoplasto de la célula huésped, si se desea, o mediante electroporacion.

Cuando la célula huésped es eucariota, se pueden utilizar métodos de transduccién del ADN como los
coprecipitados de fosfato calcico, procedimientos mecanicos convencionales como microinyeccion, electroporacion,
insercion de un plasmido encapsulado en liposomas o vectores virales. Las células eucariotas también se pueden
transformar conjuntamente con secuencias de polinucleétidos de Lu. longipalpis y una segunda molécula de ADN
extrafia que codifica un fenotipo seleccionable, como el gen timidina quinasa del herpes simple. Otro método
consiste en utilizar un vector viral eucariota (véase arriba), como un herpesvirus o adenovirus (por ejemplo,
adenovirus canino 2), para transducir de forma transitoria células eucariotas y expresar la proteina (véase, por
ejemplo, Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman ed., 1982). Por otra parte, se puede
utilizar un agente de transfeccion, como dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE).

El aislamiento y la purificacion del polipéptido expresado recombinantemente se pueden realizar por medios
convencionales incluyendo cromatografia preparativa (por ejemplo, exclusion por tamafio, intercambio de iones,
afinidad), precipitacion selectiva y ultrafiliracion. Este polipéptido expresado recombinantemente forma parte de la
presente divulgacion. También se incluyen métodos para la produccion de este polipéptido, en particular el uso de
un vector de expresion recombinante que comprende un polinucleétido de conformidad con la divulgacion y de una
célula huésped.
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Anticuerpos

Se puede utilizar un polipéptido de Lu. longipalpis de la divulgacion o un fragmento del mismo de conformidad con la
divulgacién para producir anticuerpos. Se incluyen anticuerpos policlonales, anticuerpos que se componen
basicamente de anticuerpos monoclonales agrupados con diferentes especificidades epitdpicas, asi como
anticuerpos monoclonales distintos. Estos anticuerpos son utiles como marcadores para la exposicion y como
herramientas de inmunodiagnoéstico para seguir la evolucion de la respuesta inmune a las proteinas salivales de Lu.
longipalpis.

La preparaciéon de anticuerpos policlonales es bien conocida por los expertos en el campo. Véase, por ejemplo,
Green et al., "Production of Polyclonal Antisera," Immunochemical Protocols, pp. 1-5, Manson, comp., Humana
Press, 1992; Coligan et al., "Production of Polyclonal Antisera in Rabbits, Rats, Mice and Hamsters," Current
Protocols in Immunology, section 2.4.1, 1992.

Del mismo modo, la preparacién de anticuerpos monoclonales es convencional. Véase, por ejemplo, Kohler &
Milstein, Nature 256:495, 1975; Coligan et al., secciones 2.5.1-2.6.7; y Harlow et al., Antibodies: A Laboratory
Manual., p. 726, Cold Spring Harbor Pub., 1988. En resumen, los anticuerpos monoclonales se pueden obtener
inyectando a ratones una composicién que comprende un antigeno, verificando la presencia de produccion de
anticuerpos mediante la extraccion de una muestra de suero, extirpando el bazo para obtener linfocitos B,
fusionando los linfocitos B con células de mieloma para producir hibridomas, clonando los hibridomas, seleccionando
clones positivos que producen anticuerpos para el antigeno y aislando los anticuerpos de los cultivos de hibridoma.
Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar y purificar a partir de cultivos de hibridoma mediante diversas
técnicas bien establecidas. Estas técnicas de aislamiento incluyen la cromatografia de afinidad con Proteina A-
Sefarosa, cromatografia de exclusion por tamafios y cromatografia de intercambio de iones. Véase, por ejemplo,
Coligan et al., secciones 2.7.1-2.7.12 y secciones 2.9.1-2.9.3; Barnes et al., "Purification of Immunoglobulin G (IgG),"
Methods in Molecular Biology, Vol. 10, pp. 79-104, Humana Press, 1992.

Los métodos de multiplicacion in vitro e in vivo de anticuerpos monoclonales son bien conocidos por los expertos en
el campo. La multiplicacion in vitro se puede realizar en medios de cultivo adecuados, tales como el Modified Eagle
Medium de Dulbecco o medio RPMI 1640, opcionalmente suplementados con un suero de mamifero, como suero
fetal bovino u oligoelementos y suplementos potenciadores del crecimiento, como células de exudado peritoneal,
células de bazo, timocitos o macréfagos de médula espinal de ratones normales. La produccion in vitro proporciona
preparaciones de anticuerpos relativamente puros y permite ampliar para producir grandes cantidades de los
anticuerpos deseados. El cultivo de hibridomas a gran escala se puede realizar mediante cultivo de suspension
homogénea en un reactor por bucle de aire, un reactor de agitacion continua o en cultivo de células atrapadas o
inmovilizadas. La multiplicaciéon in vivo se puede realizar inyectando clones de células a mamiferos histocompatibles
con las células madre, por ejemplo, ratones singénicos, para provocar el crecimiento de tumores que producen
anticuerpos. Opcionalmente, a los animales se les aplica un hidrocarburo, especialmente aceites como pristano
(tetrametilpentadecano), antes de la inyeccion. Después de una a tres semanas, el anticuerpo monoclonal deseado
se recupera del fluido corporal del animal.

Los anticuerpos también se pueden obtener de anticuerpos de primates no humanos. Las técnicas generales para
obtener anticuerpos terapéuticamente utiles en babuinos se pueden encontrar, por ejemplo, en WO 91/11465, 1991,
y Losman et al., Int. J. Cancer 46:310, 1990.

Alternativamente, un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido se puede obtener de un anticuerpo
monoclonal humanizado. Los anticuerpos monoclonales humanizados se producen transfiriendo regiones
determinantes de complementariedad murinas de cadenas variables pesadas y ligeras de la inmunoglobulina murina
a un dominio variable humano y, a continuacion, sustituyendo los residuos humanos de las regiones marco de las
contrapartes murinas. El uso de componentes de anticuerpos obtenidos de anticuerpos monoclonales humanizados
evita posibles problemas asociados con la inmunogenicidad de las regiones constantes murinas. Las técnicas
generales para clonar dominios variables de inmunoglobulina murina se describen, por ejemplo, en Orlandi et al.,
Proc. Nat'lAcad. Sci. EE.UU. , 86:3833, 1989. Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales humanizados se
describen, por ejemplo, en Jones et al., Nature 321:522, 1986; Riechmann et al., Nature 332:323, 1988; Verhoeyen
et al., Science 239:1534, 1988; Carter et al., Proc. Nat'lAcad. Sci. USA 89:4285, 1992; Sandhu, Crit. Rev.
BiotechA2:437, 1992; y Singer et al., J. Immunol. 150:2844, 1993.

Se pueden obtener anticuerpos obtenidos de fragmentos de anticuerpos humanos aislados de una biblioteca de
inmunoglobulina combinatoria. Véase, por ejemplo, Barbas et al., Methods: a Companion to Methods in Enzymology,
Vol. 2, p. 119, 1991; Winter et al., Ann. Rev. Immunol. 12:433, 1994. Los vectores de clonacién y de expresion que
son Utiles para producir una biblioteca de fagos de inmunoglobulina humana se pueden obtener, por ejemplo, de
STRATAGENE Cloning Systemas (La Jolla, CA).

Por otra parte, se pueden obtener anticuerpos de un anticuerpo monoclonal humano. Estos anticuerpos se obtienen

de ratones transgénicos que han sido "modificados genéticamente" para producir anticuerpos humanos especificos
en respuesta a un desafio antigénico. En esta técnica, se introducen elementos de los lugares de la cadena pesada
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y la cadena ligera humanas en cadenas murinas obtenidas de lineas de células madre embridnicas que contienen
alteraciones seleccionadas de los lugares de la cadena pesada y la cadena ligera enddgenas. Los ratones
transgénicos pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos para antigenos humanos y los ratones se pueden
utilizar para producir hibridomas que secretan anticuerpos humanos. Los métodos para obtener anticuerpos
humanos de ratones transgénicos se describen en Green et al., Nature Genet. 7:13, 1994; Lonberg et al., Nature
368:856, 1994; y Taylor et al., Int. Immunol. 6:579, 1994.

Los anticuerpos incluyen moléculas intactas, asi como fragmentos de las mismas, tales como Fab, F(ab'),, y Fv, que
son capaces de unirse al determinante epitépico. Estos fragmentos de anticuerpo conservan cierta capacidad para
unirse selectivamente con su antigeno o receptor y se definen como sigue:

(1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento monovalente de unién a antigeno de una molécula de
anticuerpo se produce por digestion del anticuerpo entero con la enzima papaina para obtener una cadena
ligera (L) intacta y una porcion de una cadena pesada (H).

(2) Fab’, el fragmento de una molécula de anticuerpo se puede obtener tratando el anticuerpo entero con
pepsina, seguido por reduccion, para producir una cadena ligera intacta y una porcion de la cadena pesada; se
obtienen dos fragmentos Fab’ por molécula de anticuerpo;

(3) (Fab')z, el fragmento del anticuerpo se puede obtener tratando todo el anticuerpo con la enzima pepsina que
puede obtenerse sin reduccion subsiguiente; F(ab'). es un dimero de dos fragmentos de Fab mantenidos juntos
por dos enlaces de disulfuro;

(4) Fv, definido como un fragmento modificado genéticamente que contiene la region variable de la cadena
ligera (VL) y la region variable de la cadena pesada (V4) expresadas como dos cadenas; y

(5) Anticuerpo de una sola cadena (“SCA”), definido como una molécula modificada genéticamente que
contiene la regién variable de la cadena ligera, la region variable de la cadena pesada, ligadas por un conector
polipeptidico adecuado como una molécula de una sola cadena genéticamente fusionada.

Los métodos de preparacion de estos fragmentos son conocidos en el campo. (Véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual., Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1988).

Por ejemplo, se pueden preparar fragmentos de anticuerpos mediante hidrolisis proteolitica del anticuerpo o
mediante expresion en E. coli del ADN que codifica el fragmento. Se pueden obtener fragmentos de anticuerpos
mediante digestién con pepsina o papaina de anticuerpos enteros por métodos convencionales Por ejemplo, se
pueden producir fragmentos de anticuerpos mediante clivaje enzimatico de anticuerpos con pepsina para
proporcionar un fragmento de 5S denominado F(ab')2. Este fragmento se puede clivar adicionalmente usando un
agente reductor de tiol, y opcionalmente un grupo bloqueante para los grupos sulfhidrilo resultantes del clivaje de los
enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes Fab' de 3,5S. De forma alternativa, un clivaje enzimatico
usando pepsina produce dos fragmentos monovalentes Fab' y un fragmento Fc directamente (véase la Patente
estadounidense n° 4.036.945 y la Patente estadounidense n°® 4.331.647, y referencias contenidas en las mismas;
Isonhoff et al., Arch. Biochem. Biophys. 89:230, 1960; Porter, Biochem. J 73:119, 1959; Edelman et al., Methods in
Enzymology, Vol. 1, pagina 422, Academic Press, 1967; y Coligan et al. en las secciones 2.8.1-2.8.10 y 2.10.1-
2.10.4).

También se pueden usar otros métodos de clivaje de anticuerpos, tales como separacion de cadenas pesadas para
formar fragmentos monovalentes de cadena ligera-pesada, clivaje adicional de fragmentos, u otras técnicas
enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno que reconoce el anticuerpo
intacto.

Por ejemplo, los fragmentos Fv comprenden una asociacién de cadenas Vuy V. . Esta asociacion puede ser no
covalente (Inbar et al., Proc. Nat'lAcad. Sci. USA 69:2659, 1972). De forma alternativa, las cadenas variables se
pueden unir por un enlace disulfuro intermolecular o entrecruzar mediante agentes quimicos como glutaraldehido
Véase, por ejemplo, Sandhu, supra. En una realizacion, los fragmentos Fv comprenden cadenas Vy y Vi conectadas
por un conector peptidico. Estas proteinas de union al antigeno de cadena Unica (sFv) se preparan construyendo un
gen estructural que comprende secuencias de ADN que codifican los dominios de Vyy VL unidos por un
oligonucledtido. El gen estructural se inserta en un vector de expresion, que se introduce posteriormente en una
célula huésped como E. coli. Las células huésped recombinantes sintetizan una Unica cadena polipeptidica con un
conector peptidico que une los dos dominios V. Los métodos para producir sFv son conocidos en el campo (véase
Whitlow et al., Methods: a Companion to Methods in Enzymology, Vol. 2, pagina 97, 1991; Bird et al., Science
242:423, 1988; Patente estadounidense n° 4.946.778; Pack et al., Bio/Technology 11:1271, 1993; y Sandhu, supra).

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica regién determinante de la
complementariedad (CDR). Se pueden obtener péptidos CDR (unidades minimas de reconocimiento) construyendo
genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Estos genes se preparan, por ejemplo, mediante el uso de
la reaccion en cadena de la polimerasa para sintetizar la region variable a partir del ARN de células productoras de
anticuerpos (Larrick et al., Methods: a Companion to Methods in Enzymology, Vol. 2, pagina 106, 1991).
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Los anticuerpos se pueden preparar usando como antigeno de inmunizacién un polipéptido intacto o fragmentos que
contienen pequefios péptidos de interés. El polipéptido o el péptido usado para inmunizar a un animal se puede
obtener de un polipéptido sustancialmente purificado producido en células huésped, ADNc transducido in vitro o
mediante sintesis quimica, que se puede conjugar con una proteina portadora si se desea. Estos portadores
comunmente utilizados y que son acoplados quimicamente al péptido incluyen hemocianina de lapa (KLH),
tiroglobulina, albumina de suero bovino (BSA) y toxoide de tétano. El péptido acoplado se emplea entonces para
inmunizar el animal (por ejemplo, un ratén, una rata o un conejo).

Los anticuerpos policlonales o monoclonales pueden ser purificados adicionalmente, por ejemplo, por unién y
elucioén a partir de una matriz a la que se une el polipéptido o péptido para el cual se promovieron los anticuerpos.
Los expertos en el campo conoceran diversas técnicas comunes en materia de inmunologia para la purificacién y/o
concentracion de anticuerpos policlonales, asi como anticuerpos monoclonales (véase, por ejemplo, Coligan et al.,
Unidad 9, Current Protocols in Immunology, Wiley Interscience, 1991).

También es posible utilizar la tecnologia del anti-idiotipo para producir anticuerpos monoclonales que imitan a un
epitopo. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-idiotipico preparado conforme a un primer anticuerpo
monoclonal tendra un dominio de unién en la region hipervariable que es la “imagen” del epitopo al que se une el
primer anticuerpo monoclonal.

En vista del gran numero de métodos que se ha documentado para unir diversos compuestos de radiodiagnéstico,
compuestos radioterapéuticos, farmacos marcadores (como enzimas o moléculas fluorescentes), toxinas y otros
agentes a los anticuerpos, un experto en el campo sera capaz de determinar un método apropiado para unir un
determinado agente a un anticuerpo u otro polipéptido.

En una realizacion, se puede utilizar un anticuerpo que se une a un polipéptido de Lu. longipalpis para valorar si un
sujeto ha sido picado por un flebétomo. En un ejemplo concreto, de caracter no limitador, se obtiene una muestra de
un sujeto de interés, como un ser humano o un perro. La muestra puede ser un fluido corporal (como sangre, suero,
orina, saliva, etc.) o una biopsia de tejido. La muestra o una fraccion de ella se pone en contacto con el anticuerpo y
se valora la capacidad del anticuerpo para formar un complejo de antigeno-anticuerpo. Un experto en el campo
podra detectar facilmente la formacién de un complejo de antigeno-anticuerpo. Por ejemplo se puede utilizar un
ensayo ELISA, Western blot o radioinmunoldgico.

Composiciones inmunogénicas, vacunas y métodos de uso

En el presente se divulgan composiciones inmunogénicas y vacunas. En una realizacién, las composiciones
inmunogénicas y vacunas incluyen un polipéptido. En una realizacioén, las composiciones inmunogénicas y vacunas
incluyen un vector recombinante, como un vector viral o un plasmido. Cuando se administra a un sujeto, esta
composicion inmunogénica o vacuna genera una respuesta inmune a la proteina o proteinas salivales del fleb6tomo
y, sorprendentemente, se produce una reduccion de los sintomas de la leishmaniasis y una reduccién de la carga
parasitaria de Leishmania. De este modo, sin pretender vincularse a una teoria, una respuesta celular, como una
respuesta de Th1, producida en contra de la proteina salival puede matar indirectamente a un parasito Leishmania.
Por ejemplo, la respuesta de tipo Th1 puede permitir que los macréfagos absorban antigenos de Leishmania y los
presenten a los linfocitos T en un contexto de Th1. La induccién de la respuesta de Th1 puede producir una
respuesta inmune contra la Leishmania, o puede preparar el sistema inmunitario del huésped mamifero para la
inmunidad frente a la Leishmania en respuesta a una infeccién posterior.

En una realizacién, la composicién inmunogénica o la vacuna incluye una cantidad efectiva de al menos un
polipéptido de Lu. longipalpis divulgado en el presente. La composicion inmunogénica y la vacuna pueden incluir un
excipiente y/o un adyuvante farmacéuticamente aceptables. En una realizacion, la composicién inmunogénica o
vacuna incluye un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como la que se presenta como SEC. ID. N°: 3,
SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N° 13, SEC. ID. N° 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19,
SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°:
35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N° 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID.
N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N° 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N° 67, un
polipéptido al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 99% homologo a uno de estos
polipéptidos, una variante conservadora, un homologo o un fragmento inmunogénico que comprende al menos ocho
o al menos diez aminoacidos consecutivos de uno de estos polipéptidos, o una combinacién de estos polipéptidos.
En un ejemplo concreto, de caracter no limitador, la composicién inmunogénica o vacuna incluye un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacido como la que se presenta como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7,
SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N° 21, SEC. ID. N°: 25,
SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N° 29, SEC. ID. N° 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°:
43, SEC. ID. N° 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N° 49, SEC. ID. N° 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID.
N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N° 67. En ejemplos concretos, de caracter no
limitador, la composicion inmunogénica incluye un polipéptido que tiene una secuencia que se presenta como una
de las SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 11, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 55 o0 SEC. ID. N° 59.

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2447 843 T3

En una realizacion, la composicion inmunogénica incluye mas de un polipéptido de Lu. longipalpis, como dos, tres,
cuatro, cinco, seis, diez o mas de los polipéptidos divulgados en el presente. De este modo, la composicion
inmunogénica incluye al menos un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como la que se presenta
como SEC. ID. N° 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°:
17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID.
N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N° 43, SEC. ID. N° 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC.
ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N° 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o
SEC. ID. N° 67, un polipéptido al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 99% homdlogo
a uno de estos polipéptidos, una variante conservadora, un homélogo o un fragmento inmunogénico que comprende
al menos ocho o al menos diez aminoacidos consecutivos de uno de estos polipéptidos y, opcionalmente, otro
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como la que se presenta como SEC. ID. N° 1, SEC. ID. N°: 3,
SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N° 11, SEC. ID. N° 13, SEC. ID. N° 15, SEC. ID. N°: 17,
SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N° 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°:
33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 37, SEC. ID. N°: 39, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N° 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID.
N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC.
ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 0 SEC. ID. N° 67 o SEC. ID. N° 69, un polipéptido al menos un 80%, al menos un 90%, al
menos un 95% o al menos un 99% homadlogo a uno de estos polipéptidos, una variante conservadora de uno de
estos polipéptidos, o un homdlogo o un fragmento inmunogénico que comprende al menos ocho o al menos diez
aminoacidos consecutivos de uno de estos polipéptidos.

En ejemplos concretos, de caracter no limitador, la composicién inmunogénica incluye un aminoacido que tiene una
secuencia como la que se presenta como SEC. ID. N°: 1, SEC. ID. N°: 23, SEC. ID. N°: 39, un polipéptido al menos
un 80%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 99% homodlogo a uno de estos polipéptidos, una
variante conservadora de uno de estos polipéptidos, o un homdlogo o un fragmento inmunogénico que comprende al
menos ocho o al menos diez aminoacidos consecutivos de uno de estos polipéptidos, 0 una combinacién de estos
polipéptidos. De este modo, la composicién inmunogénica puede incluir un polipéptido que tiene una secuencia
como la que se presenta como SEC. ID. N°: 1, SEC. ID. N° 23 o SEC. ID. N° 39. Estas composiciones incluyen, a
titulo meramente enunciativo, una composicion inmunogénica que incluye un polipéptido que tiene una secuencia
como la que se presenta como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 11, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 55 o
SEC. ID. N° 59, y un polipéptido que tiene una secuencia como la que se presenta como SEC. ID. N°: 1, SEC. ID.
N°: 23 o SEC. ID. N° 39.

La composiciéon inmunogénica o la vacuna puede incluir un excipiente y/o un adyuvante farmacéuticamente
aceptables.

En ofra realizacion, la composicion inmunogénica o la vacuna incluye una cantidad efectiva de al menos un
polipéptido de Lu. longipalpis conjuntamente con uno o mas polipéptidos de P. perniciosus y/o uno o mas
polipéptidos de P. ariasi. Estas secuencias de polipéptidos se divulgan en la Solicitud de patente estadounidense n°®
60/412,327, presentada el 19 de septiembre de 2002, la Solicitud de patente estadounidense n° 60/425,852,
presentada el 12 de noviembre de 2002, y la Solicitud de PCTn® PCT/US03/29833, presentada el 18 de septiembre
de 2003, que se incorporan al presente como referencia.

En una realizacion, la composicion inmunogénica o vacuna comprende una cantidad efectiva de un vector
recombinante que expresa al menos un polipéptido de Lu. longipalpis divulgado en el presente y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. En un ejemplo concreto, de caracter no limitador, el vector recombinante
codifica al menos un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacido como la que se presenta como SEC. ID. N°:
3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N° 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N° 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19,
SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°:
35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N° 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID.
N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N° 65 o SEC. ID. N° 67, una
variante conservadora, un homoélogo, un fragmento inmunogénico o una proteina de fusiéon de la misma. En
ejemplos concretos, de caracter no limitador, el vector codifica un polipéptido que tiene una secuencia como la que
se presenta como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 11, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 55 0 SEC. ID. N°
59, un polipéptido al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 99% homodlogo a uno de
estos polipéptidos, una variante conservadora, un homdlogo, un fragmento inmunogénico o una proteina de fusion
de los mismos. En varios ejemplos, el vector codifica uno o mas polipéptidos que tienen una secuencia como la que
se presenta como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 11, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 55 0 SEC. ID. N°
59. El vector también puede codificar opcionalmente un polipéptido que tiene una secuencia como la que se
presenta como SEC. ID. N°: 1, SEC. ID. N°: 23 o SEC. ID. N° 39.

El compuesto inmunogénico puede incluir una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido o polipéptidos
de P. ariasi y/lo un polipéptido o polipéptidos de P. perniciosus (véase la Solicitud provisional estadounidense n°
60/412.327, que se incorpora por referencia al presente en su totalidad). En una realizacion, el polipéptido o
polipéptidos de Lu. longipalpis que tienen una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 3,
SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N° 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19,
SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°:
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35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N° 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID.
N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N° 65 o SEC. ID. N° 67, una
variante conservadora, un homodlogo, un fragmento inmunogénico o una proteina de fusion de la misma, son
codificados por el mismo vector recombinante, como un polipéptido o polipéptidos de P. ariasi y/o un polipéptido o
polipéptidos de P. perniciosus. En otra realizacion, el polipéptido o los polipéptidos de Lu. longipalpis, un polipéptido
o polipéptidos de P. ariasi y/o un polipéptido o polipéptidos de P. perniciosus son codificados por vectores
recombinantes diferentes.

El polipéptido de Lu. longipalpis se puede administrar por cualquier medio conocido para un experto en el campo
(véase Banga, A., "Parenteral Controlled Delivery of Therapeutic Peptides and Proteins," Therapeutic Peptides and
Proteins, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster, PA, 1995), como, por ejemplo, mediante inyeccion
intramuscular (IM), intradérmica (ID), subcutanea (SC) o intravenosa, aunque también se puede contemplar la
administracion oral, nasal o incluso anal. En una realizacion, la administracion se realiza por inyeccion subcutanea,
intradérmica o intramuscular utilizando un inyector sin aguja (Biojector™, Bioject, Oregon, EE. UU.).

Para ampliar el tiempo durante el que el péptido o la proteina esta disponible para estimular una respuesta, el
péptido o la proteina se puede proporcionar como un implante, una inyeccion de aceite o un sistema de particulas.
El sistema de particulas puede ser una microparticula, una microcapsula, una microesfera, una nanocapsula o una
particula similar (véase, por ejemplo, Banja, supra). Se ha demostrado que un vehiculo de particulas basado en un
polimero sintético actia como un adyuvante para potenciar la respuesta inmune, ademas de proporcionar una
liberacion controlada. Se pueden utilizar sales de aluminio como adyuvantes para producir una respuesta inmune
humoral. De este modo, en una realizacién, se administra un polipéptido de Lu. longipalpis de manera que se induce
una respuesta humoral.

En ofra realizacion, un polipéptido de Lu. longipalpis se administra de manera que se dirige la respuesta inmune a
una respuesta celular (es decir, una respuesta de CTL), en lugar de una respuesta humoral (anticuerpo). Se
conocen diversos medios para inducir respuestas celulares, tanto in vitro como in vivo. Los lipidos han sido
identificados como agentes capaces de ayudar a aplicar CTL in vivo contra diversos antigenos. Por ejemplo, tal
como se describe en la Patente estadounidense 5.662.907, los residuos de acido palmitico se pueden unir a los
grupos amino alfa y épsilon de un residuo de lisina y, a continuacion, enlazarse (por ejemplo, a través de uno o mas
residuos de union, tales como glicina, glicina-glicina, serina, serina-serina o similares) a un péptido inmunogénico. El
péptido lipidado se puede inyectar después directamente en una forma micelar, incorporar en un liposoma o
emulsionar en un adyuvante. Como otro ejemplo, se pueden emplear lipoproteinas de E. coli, como tripalmitoil-S-
glicerilcisteinilseril-serina, para aplicar CTL especificos tumorales cuando se unen covalentemente a un péptido
apropiado (véase Deres et al., Nature 342:561, 1989). Por otra parte, dado que la induccién de anticuerpos
neutralizantes también se puede aplicar con la misma molécula conjugada con un péptido que presenta un epitopo
apropiado, las dos composiciones se pueden combinar para provocar tanto respuestas humorales como mediadas
por células cuando se considere recomendable.

En otra realizacion mas, se afiade un epitopo T adyuvante restringido a MHC de clase Il al polipéptido de la
divulgacién para inducir que las células T adyuvantes secreten citoquinas en el microentorno para activar células
precursoras de CTL. La técnica implica adicionalmente afadir moléculas lipidicas cortas para retener la construccion
en el sitio de la inyeccién durante varios dias para localizar el antigeno en el sitio de la inyeccién y potenciar su
proximidad a las células dendriticas u otras células presentadoras de antigeno "profesionales" durante un periodo de
tiempo (véase Chesnut et al., "Design and Testing of Peptide-Based Cytotoxic T-Cell-Mediated Immunotherapeutics
to Treat Infectious Diseases and Cancer", Powell et al., comp., Vaccine Design, the Subunit and Adjuvant Approach,
Plenum Press, Nueva York, 1995).

Se puede preparar una composicion inmunogénica o una vacuna de acuerdo con la divulgacion, utilizando técnicas
estandar bien conocidas por los expertos en el campo farmacéutico o veterinario. Estas composiciones se pueden
administrar en dosis y mediante técnicas bien conocidas por los expertos en el campo médico o veterinario, teniendo
en cuenta factores como la edad, el sexo, el peso, la especie y la condicion del sujeto en particular, asi como la via
de administracion. La composicién inmunogénica o la vacuna se puede administrar sola o conjuntamente con
adyuvante(s) y/u otro(s) antigeno(s). El otro antigeno o antigenos puede ser un antigeno de la Leishmania. En una
realizacion, el antigeno de la Leishmania es el antigeno A2, como el antigeno A2 de L. infantum (véase la Solicitud
de Patente PCT publicada n°® WO 95/06729 y, en particular, la secuencia proporcionada en SEC. ID. N°: 2). El otro
antigeno o antigenos pueden estar presentes en la composicion como una proteina, o como un fragmento
inmunolégico de la misma (por ejemplo, un epitopo), o como un elemento insertado en un vector de expresion (por
ejemplo, un vector viral recombinante, un plasmido recombinante, en particular el pVR1012 (Vical Inc.; Hartikka J. et
al., Human Gene Therapy 7:1205-1217, 1996)).

Cualquier composicion inmunogénica, vacuna o composicion terapéutica de acuerdo con la divulgacion se puede
mezclar con un adyuvante.

Composiciones basadas en polipéptidos:
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En varias realizaciones, las vacunas y composiciones inmunogénicas basadas en polipéptidos de conformidad con
la divulgacion estan formuladas (1) con vitamina E, saponina (por ejemplo, Quil A™, QS21™), hidroxido de aluminio,
fosfato de aluminio, 6xido de aluminio ("Vaccine Design, The subunit and adjuvant approach," Pharmaceutical
Biotechnology, vol. 6, Compilado por Micheal F. Powell y Mark J. Newman, 1995, Plenum Press New York), (2) con
un polimero de acido acrilico o acido metacrilico, un polimero de anhidrido maleico y de derivado alquinilo, (3) con
una secuencia inmunoestimuladora (ISS), en particular una secuencia oligodesoxirribonucleotidica que contiene uno
o0 mas grupos CpG no metilados (Klinman D. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:2879-2883, 1996; Solicitud
de PCT publicada n® WO 98/16247), (4) para formular la composicién inmunogénica o vacuna en forma de una
emulsién de aceite en agua, en particular la emulsion de SPT que se describe en la pagina 147 de "Vaccine Design,
The Subunit and Adjuvant Approach" , compilado por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995, y la emulsion
MF59 descrita en la pagina 183 del mismo libro, (5) con citoquinas, o (6) combinaciones o mezclas de los anteriores
elementos.

Las citoquinas (5) que se pueden afiadir a la composicion incluyen, a titulo meramente enunciativo, GM- CSF (factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos) o citoquinas que inducen Th1 (por ejemplo, IL-12). Todas
estas citoquinas se pueden afiadir a la composicion como una proteina o como un vector que codifica esta proteina
de citoquina. En una realizacion, las citoquinas son de origen canino, por ejemplo GM-CSF canino para el que se ha
depositado una secuencia genética en la base de datos de GenBank (nimero de acceso S49738). Esta secuencia
se puede utilizar para crear el vector de una manera similar a la recogida en la Solicitud de patente PCT publicada n°
WO 00/77210.

En un ejemplo concreto, de caracter no limitador, el adyuvante contiene dos o mas emulsionantes, agentes de
formacién de micela y aceites. Algunos emulsionantes, agentes de formacion de micela y aceites apropiados se
detallan en las Patentes estadounidenses n°® 5. 585.103; 5.709.860; 5.270.202; y 5.695.770, todas ellas incorporadas
al presente como referencia. Un emulsionante es cualquier molécula que permite que los componentes de la
emulsion permanezcan en forma de una emulsién estable. Estos emulsionantes incluyen polisorbato 80 (Sorbitan-
mono-9-octadecenoato-poli(oxi-1,2-etanediil); fabricado por IClI Americas, Wilmington, Del), polisorbato 20,
polisorbato 21, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 61, polisorbato 85, dodecil-N,N-dimetil-3-ammonio-1-
propanosulfonato, TEEPOL HB7™, y SPAN 80™ SPAN 85™ alcoholes grasos etoxilados, acidos grasos etoxilados,
aceite de ricino etoxilado (hidrogenado o no). En una realizacion, estos emulsionantes se proporcionan en una
cantidad de entre 0,05 y 0,5% aproximadamente. En otra realizacion, estos emulsionantes se proporcionan en una
cantidad aproximada del 0,2%. Un agente de formacion de micela es un agente capaz de estabilizar la emulsion
formada con los demas componentes, de forma que se genere una estructura similar a una micela.

Algunos ejemplos de estos agentes incluyen tensioactivos poliméricos descritos por las publicaciones de BASF
Wyandotteof. por ejemplo, Schmolka, J. Am. Oil. Chem. Soc. 54:110, 1977, y Hunter et al., J. Immunol. 129:1244,
1981, PLURONIC™ L62LF, L101, L121, and L64, PEG1000, y TETRONIC™ 1501, 150R1, 701, 901, 1301, y 130R1.
Las estructuras quimicas de estos agentes son bien conocidas en el campo. En una realizacion, se selecciona el
agente para que presente un balance hidrofilo-lipéfilo de entre 0 y 2 aproximadamente, conforme a la definicion de
Hunter y Bennett, J. Immun. 133:3167, 1984. En una realizacion, el agente se puede proporcionar en una cantidad
efectiva, por ejemplo entre 0,5 y 10% aproximadamente. En otra realizacién, el agente se puede proporcionar en una
cantidad efectiva, por ejemplo entre un 1,25 y un 5% aproximadamente.

En una realizacion, el aceite incluido en la composicién se selecciona para que promueva la retenciéon del antigeno
en la emulsion de aceite en agua, por ejemplo, para proporcionar un vehiculo para el antigeno deseado. En otra
realizacién, el aceite tiene una temperatura de fusioén inferior a unos 65°C, de forma que la emulsién se forma a
temperatura ambiente (entre 20 y 25°C aproximadamente) o una vez que la temperatura de la emulsion se ha
reducido hasta la temperatura ambiente.

La emulsion de aceite en agua (4) se puede basar, en particular, en aceite de parafina liquida ligera (tipo
Farmacopea Europea) ; aceite de isoprenoides como escualano, escualeno, EICOSANE™ o tetratetracontano;
aceite resultante de la oligomerizacion de alquenos, en particular, de isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de
alcoholes que contienen un grupo alquilo lineal, tales como aceites vegetales, oleato de etilo, di (caprilato/caprato)
de propilenglicol, tri (caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de acidos grasos o alcoholes
ramificados, por ejemplo, ésteres de acido isostearico. El aceite se utiliza ventajosamente en combinacion con
emulsionantes para formar la emulsion. En varias realizaciones, los emulsionantes son tensioactivos no iénicos, en
particular ésteres de sorbitan, manida (por ejemplo, oleato de anhidromanitol) , glicerol, poliglicerol, propilenglicol y
acido oleico, isostearico, ricinoleico o hydroxiestearico, opcionalmente etoxilados, y copolimeros de bloque de
polioxipropileno-polioxietileno, en particular los productos Pluronic®, especialmente, L121. En un ejemplo concreto,
de caracter no limitador, el aceite se proporciona en una cantidad de entre 1 y 60% aproximadamente. En otro
ejemplo concreto, de caracter no limitador, el aceite se proporciona en una cantidad de entre 5 y 30%
aproximadamente. En una realizacion el adyuvante es una mezcla de emulsionantes, agente de formacion de micela
y aceite disponible bajo el nombre de Provax ® (IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA).

Los polimeros de acido acrilico o acido metacrilico (2) se pueden entrelazar en particular con éteres de polialquenil
de azucares o de polialcoholes. Estos compuestos se conocen bajo el término "carbomer" (Pharmeuropa, Vol. 8, N°
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2, junio de 1996). Un experto en el campo podra consultar también la Patente estadounidense n° 2.909.462
(incorporada al presente como referencia), en la que se describen estos polimeros acrilicos entrelazados con un
compuesto polihidroxilado que contiene al menos tres grupos hidroxilo. En una realizacion, un compuesto
polihidroxilado contiene no mas de 8 grupos hidroxilo. En ofra realizacion, los atomos de hidrégeno de al menos 3
hidroxilos son sustituidos por radicales alifaticos insaturados que contienen al menos 2 atomos de carbono. En otras
realizaciones, los radicales contienen entre 2 y 4 atomos de carbono aproximadamente, como, por ejemplo, vinilos,
alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales insaturados pueden contener por si mismos otros
sustituyentes, como metilo. Los productos comercializados bajo el nombre Carbopol® (Noveon Inc., Ohio, USA)
resultan particularmente adecuados. Estos se entrelazan con un alilo de sacarosa o con alilpentaeritritol. Entre ellos,
cabe sefialar los productos Carbopol® 474P, 934P, y 971P.

Los copolimeros de anhidrido maleico y de un derivado alquenilo, como los productos EMA® (Monsanto) que son
copolimeros de anhidrido maleico y de etileno, pueden ser lineales o entrelazados, por ejemplo entrelazados con
éter de divinilo. Se puede hacer referencia a J. Fields et al., Nature 186:778-780, 1960 (incorporado al presente
como referencia). En una realizacion, los polimeros de acido acrilico o acido metacrilico y los productos EMA® se
forman a partir de unidades basadas en la formula siguiente:

R R,
| |
—— {CHy) EI —(CH)y ——-

COOH CO0H

en la que:

- R1y Rz, que pueden ser idénticos o diferentes, representan H o CH3
- x =0 0 1, en una realizacion, x = 1
- y=102,conx+y=2.

Para los productos EMA®, x = 0 e y = 2. Para los carbémeros, x =y = 1.

En una realizacion, la disolucion de estos polimeros en agua conduce a una solucion acida que se neutralizara a pH
fisiolégico, para proporcionar al sujeto la solucién de adyuvante en la cual se incorporara la composicion
inmunogénica o la vacuna. Los grupos carboxilo del polimero se hallan parcialmente en la forma COO-.

En una realizacioén, una solucion de adyuvante, especialmente de carbémero, se prepara en agua destilada. En otra
realizacion, una solucién de adyuvante, especialmente de carbomero, se prepara en presencia de cloruro sddico,
teniendo la solucién obtenida un pH acido. En otra realizacion, esta solucion madre se diluye mediante la adicion de
la cantidad adecuada (con el fin de obtener la concentracion final deseada), o una parte sustancial de la misma, de
agua cargada con NaCl. En ofra realizacién mas, la solucién madre se diluye mediante la adicion de la cantidad
deseada de solucion salina fisioldgica (NaCl 9 g/l), en una o mas partes con una neutralizacién concomitante o
posterior (pH 7.3 a 7.4). En una realizacion, la solucion madre se neutraliza con NaOH. Esta solucion a pH fisioldgico
se utilizara para mezclarla con la composicion inmunogénica o con la vacuna, que puede ser especialmente
almacenada en forma secada por congelacion, liquida o congelada.

En una realizacioén, la concentracion de polimero en la composicién de la vacuna final es de aproximadamente 0,01
a 1,5% p/v. En ofra realizacion, la composicion de la vacuna final es de aproximadamente 0,05 a 1% p/v. En otra
realizacién mas, la composicién de la vacuna final es de aproximadamente 0,1 a 0,4% p/v.

Los lipidos han sido identificados como agentes capaces de estimular la respuesta inmune para diversos antigenos.
Por ejemplo, tal como se describe en la Patente estadounidense 5.662.907, los residuos de acido palmitico se
pueden unir a los grupos amino alfa y épsilon de un residuo de lisina y, a continuacion, enlazarse (por ejemplo, a
través de uno o mas residuos de unidn, tales como glicina, glicina-glicina, serina, serina-serina o similares) a un
péptido inmunogénico. El péptido lipidado se puede inyectar después directamente en una forma micelar, incorporar
en un liposoma o emulsionar en un adyuvante. En otro ejemplo, se pueden utilizar las proproteinas de E. coli, como
tripalmitoil-S-glicerilcisteinilseril-serina.

Para ampliar el tiempo durante el que el péptido o la proteina esta disponible para estimular una respuesta, el
péptido o la proteina se puede proporcionar como un implante, una inyeccion de aceite o un sistema de particulas.
El sistema de particulas puede ser una microparticula, una microcapsula, una microesfera, una nanocapsula o una
particula similar (véase, por ejemplo, Banja, supra). Se ha demostrado que un excipiente particulado basado en un
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polimero sintético actia como adyuvante para potencial la respuesta inmune, ademas de proporcionar una liberacion
controlada.

Composiciones basadas en plasmidos:
En una realizacion, las composiciones basadas en plasmidos se formulan con lipidos catiénicos, en particular con
lipidos catiénicos que contienen una sal de amonio cuaternario con la férmula siguiente:

CH,

+
R1-D-GH2-1H-CH2-N ——R,- X

OR, CHy,

donde R1 es un radical alifatico lineal saturado o insaturado de 12 a 18 atomos de carbono; R2 es otro radical
alifatico que comprende de 2 a 3 atomos de carbono, y X es un grupo hidroxilo o amino.

En una realizacion, DMRIE (N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2,3-bis(terradeciloxi)-1-propanamonio;  Solicitud
de PCT publicada n® WO 96/34109) es el lipido catidnico. En otra realizacion, el lipido catidnico se encuentra en
asociacion con un lipido neutro, por ejemplo DOPE (dioleoil-fosfatidil-etanolamina; Behr J. P., Bioconjugate
Chemistry 5:382-389, 1994), con el objeto de formar el DMRIE-DOPE. En otra realizacion mas, la mezcla se realiza
de forma extemporanea, aproximadamente entre 10 y 60 minutos antes de la administracion. En otra realizacion, la
mezcla se realiza de forma extemporanea, aproximadamente 30 minutos antes de la administracién. En una
realizacion, el ratio molar DMRIE/DOPE es aproximadamente de 95/5 a 5/95. En otra realizacién, el ratio molar
DMRIE/DOPE es aproximadamente de 1/1. En una realizacion, el ratio en peso de plasmido/DMRIE o DMRIE-DOPE
adyuvante es aproximadamente de 50/1 a 1/10. En otra realizacion, el ratio en peso de plasmido/DMRIE o DMRIE-
DOPE adyuvante es aproximadamente de 10/1 a 1/5. En otra realizacién mas, el ratio en peso de plasmido/DMRIE o
DMRIE-DOPE adyuvante es aproximadamente de 1/1 a 1/2.

En una realizacion, se afade una citoquina o grupos CpG no metilados a la composicidn, tal y como se ha descrito
anteriormente para las composiciones basadas en polipéptidos. La adicion se puede hacer ventajosa mediante un
plasmido que codifica la citoquina.

Composicién basada en el vector viral:

La composicion basada en el vector viral recombinante se puede suplementar con fMLP (N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina; Patente estadounidense n° 6.017.537) y/o polimero de acido acrilico o acido metacrilico adyuvante, tal y
como se ha descrito anteriormente para las composiciones basadas en polipéptidos. También se pueden formular
con emulsiones como se ha descrito anteriormente.

En una realizacion, se afiaden citoquinas, grupos CpG no metilados o emulsiones a la composicion, tal y como se ha
descrito anteriormente para las composiciones basadas en polipéptidos. La adicion se puede hacer ventajosa
mediante un vector viral que codifica dicha citoquina.

Las composiciones inmunogénicas y vacunas de conformidad con la divulgacién se conservan y almacenan en
forma formulada a 5°C o en forma liofilizada. En una realizacion, las composiciones inmunogénicas y vacunas de
conformidad con la divulgacién se conservan y almacenan en forma formulada a 5°C o en forma liofilizada con un
estabilizador. El secado por congelacion se puede realizar conforme a procedimientos estandar bien conocidos. Los
estabilizantes farmacéuticamente aceptables pueden ser SPGA (sacarosa, fosfato, glutamato y albumina) (Bovarnik
et al., J. Bacteriology, 1950, 59: 509), carbohidratos (por ejemplo sorbitol, manitol, lactosa, sacarosa, glucosa,
dextrano, trehalosa), glutamato sédico (Tsvetkov T et al., Cryobiology 20(3): 318-23, 1983; Israeli E et al.,
Cryobiology 30(5): 519-23, 1993), proteinas como peptona, albumina o caseina, agentes que contienen proteinas
tales como leche desnatada (Mills CK et al., Cryobiology 25(2): 148-52, 1988 ; Wolff E et al., Cryobiology 27(5): 569-
75, 1990), y tampones (por ejemplo, tampon fosfato, tampdn fosfato de un metal alcalino). Para hacer solubles las
preparaciones desecadas por congelacion se puede usar un adyuvante.

Métodos de inmunizacion
La presente divulgacion proporciona métodos para inducir una respuesta inmune a un polipéptido de fleb6tomo
Lutzomyia en un sujeto. La presente divulgacion proporciona asimismo métodos para inhibir o prevenir la
leishmaniasis en un sujeto.
Estos métodos incluyen la administracién de al menos una composicién inmunogénica o vacuna, de conformidad

con la divulgacion.
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Segun la divulgacion, una composicion inmunoldgica o una vacuna se puede preparar mediante técnicas estandar
bien conocidas por los expertos en el campo farmacéutico o veterinario. Estas composiciones se pueden administrar
en dosis y mediante técnicas bien conocidas por los expertos en el campo médico o veterinario, teniendo en cuenta
factores como la edad, el sexo, el peso, la especie y la condicion del sujeto en particular, asi como la via de
administracion.

Si se precisa mas de una administracion, se pueden administrar concurrentemente (por ejemplo, diferentes
composiciones administradas durante el mismo periodo de tiempo a través de la misma o de diferentes vias, o una
misma composicion administrada en el mismo periodo de tiempo a través de diferentes vias) o secuencialmente (por
ejemplo, la misma o diferentes composiciones administradas al menos dos veces a través de la misma o de
diferentes vias). En una realizacion, el intervalo entre dos administraciones secuenciales es de aproximadamente 1
semana a 6 meses. En otra realizacion, el intervalo es de aproximadamente 3 semanas a 6 semanas. En otra
realizacion mas, el intervalo es a partir de unas 4 semanas. Tras la vacunacion, se puede administrar una dosis de
refuerzo anual. Preferiblemente, en un programa de vacunacion de sensibilizacion y refuerzo, se puede realizar al
menos una administracion de sensibilizacién con una composicion que contiene un plasmido de conformidad con la
divulgacion, seguida de al menos la administracion de un refuerzo con una composicién que contiene un vector
recombinante de conformidad con la divulgacion, con la condicion de que un mismo polipéptido salival de Lu.
longipalpis esté presente dos veces, codificado por el plasmido y por el vector viral. Alternativamente, la
administraciéon de refuerzo se puede realizar con una composicién que contiene un polipéptido de conformidad con
la divulgacioén, con la condicion de que un mismo polipéptido salival de Lu. longipalpis esté presente dos veces,
codificado por el plasmido de la administracion de sensibilizacion y en la composicion del refuerzo basado en el
polipéptido.

En estas composiciones, el antigeno o antigenos pueden encontrarse combinados con un vehiculo o excipiente
adecuado, como agua estéril, solucion salina fisioldgica, glucosa o similares. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes del pH, aditivos
gelificantes o que potencian la viscosidad, conservantes, agentes aromatizantes, colorantes, y similares,
dependiendo de la via de administracion y de la preparacion deseada. Para preparar las preparaciones adecuadas,
sin experimentacion excesiva, se pueden consultar textos estandares tales como “Remington's Pharmaceutical
Science, 172 edicion, 1985. Las composiciones también pueden estar liofilizadas.

Las dosis apropiadas también se pueden basar en los ejemplos siguientes. Para las composiciones basadas en
polipéptidos, la via de administracién puede ser ID, IM, SC, intravenosa, oral, nasal o anal. Esta administraciéon se
puede realizar con una jeringuilla y una aguja o con un aparato sin aguja, como, por ejemplo Biojector™ (Bioject,
Oregon, USA). En diversas realizaciones, las dosis de polipéptidos puede ser de entre 1 y 250 ug/ml, de entre 15y
150 pg/dosis, de entre 20 y 100 ug/dosis, aproximadamente. En otra realizacion, utilizando un aparato sin aguja el
volumen de una dosis puede ser de entre 0,1 ml y 0,5 ml, aproximadamente. En otra realizacién mas, utilizando un
aparato sin aguja el volumen de una dosis puede ser de 0,25 ml aproximadamente. Es preferible la administracion
con multiples puntos de inyeccion. En una realizacion, para la inyeccién convencional con una jeringuilla y una
aguja, los volumenes son de entre 0,1 y 2 ml, aproximadamente. En otra realizacion, para la inyeccion convencional
con una jeringuilla y una aguja, los volimenes son de entre 0,5 y 1 ml, aproximadamente.

Para las composiciones basadas en plasmidos, la via de administracion puede ser ID, IM, SC, intravenosa, oral,
nasal o anal. Esta administracion se puede hacer con una jeringuilla y una aguja o con un aparato sin aguja, como,
por ejemplo, Biojector™. La dosis es de unos 50 uyg a 500 pg por plasmido. Cuando se afiade DMRIE-DOPE, es
preferible unos 100 pg por plasmido. En una realizacion, cuando se utiliza GM-CSF canino u otra citoquina, el
plasmido que codifica esta proteina se encuentra presente a una dosis de entre 200 ug y 500 pug aproximadamente.
En ofra realizacién, el plasmido que codifica esta proteina se encuentra presente a una dosis de 200 ug
aproximadamente. En una realizacion, utilizando un aparato sin aguja, el volumen de una dosis puede estar entre
0,1 ml y 0,5 ml aproximadamente. En otra realizacion, el volumen de una dosis puede ser de 0,25 ml
aproximadamente. En otra realizacion mas, la administracion se realiza utilizando multiples puntos de inyeccion. En
una realizacién, para la inyeccion convencional con una jeringuilla y una aguja, los volimenes son de entre 0,1 y 2
ml, aproximadamente. En otra realizacion, los volimenes son de entre 0,5 ml y 1 ml aproximadamente. Las dosis
son las mismas que las mencionadas anteriormente.

Para las composiciones basadas en un vector viral recombinante, la via de administracion puede ser ID, EM, SC,
intravenosa, oral, nasal o anal. Esta administraciéon se puede hacer con una jeringuilla g una aguja o con un aparato
sin aguja, como, por ejemplo, Biojector™. La dosis es de unos 10° pfu a unos 10° pfu por vector de poxvirus
recombinante. En una realizacion, cuando el vector es un virus de la viruela del canario, la dosis es de entre 108 pfu
y 10° pfu aproximadamente. En otra realizacién, la dosis es de entre 10° pfuy 10® pfu aproximadamente. En una
realizacion, el volumen de las dosis administradas con aparato sin aguja podrian ser de entre 0,1 ml y 0,5 ml
aproximadamente. En otra realizacion, el volumen de la dosis administrada con aparato sin aguja es de 0,25 ml. En
otra realizacién mas, la administracién se realiza utilizando multiples puntos de inyeccién. En una realizacién, para la
inyeccién convencional con una jeringuilla y una aguja, los volimenes son de entre 0,1 y 2 ml, aproximadamente. En
otra realizacion, los volumenes son de entre 0,5 ml y 1 ml aproximadamente. Las dosis son las mismas que las
mencionadas anteriormente. En una realizacién, cuando se utiliza una jeringuilla y una aguja, la inyeccion es IM.
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Preferiblemente, en un programa de vacunacion de sensibilizacion y refuerzo, la administracion de sensibilizacion se
realiza con una composiciéon que contiene un plasmido y la administracion de refuerzo con una composicion que
contiene un vector recombinante. En una realizacion, la administracién de refuerzo se realiza con un vector del virus
de la viruela del canario. Tanto la administracion de sensibilizacion como la de refuerzo incluye vectores que
codifican al menos un antigeno salival de Lu. longipalpis idéntico, y opcionalmente antigenos A2 de Leishmania. La
dosis de plasmidos y vectores virales recombinantes son las mismas que se han indicado anteriormente.
Opcionalmente, la administracién de refuerzo se puede realizar con una composicién basada en un polipéptido. En
este caso, la dosis del polipéptido es de 1 a 250 ug/ml, de 15 a 150 pg/dosis, o de 20 a 100 ug/dosis,
aproximadamente.

La inmunizacién por construcciones de acido nucleico es bien conocida en el campo y se muestra, por ejemplo, en la
Patente estadounidense n°® 5.643.578 (que describe métodos para inmunizar vertebrados introduciendo ADN que
codifica un antigeno deseado para provocar una respuesta mediada por células o humoral), y la Patente
estadounidense n° 5.593.972 y la Patente estadounidense n° 5.817.637 (que describe la unién funcional de una
secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno a secuencias reguladoras que posibilitan la expresion). La
Patente estadounidense n° 5.880.103 describe varios métodos de suministro de acidos nucleicos que codifican
péptidos inmunogénicos u otros antigenos a un organismo. Los métodos incluyen suministro por liposomas de los
acidos nucleicos (o de los propios péptidos sintéticos), y construcciones inmunoestimuladoras, o ISCOMS™,
estructuras tipo jaula cargadas negativamente de 30-40 nm de tamafio formadas espontaneamente al mezclar
colesterol y Quil A™ (saponina). Se ha generado inmunidad protectora en una diversidad de modelos
experimentales de infeccion, incluyendo tumores inducidos por toxoplasmosis y virus de Epstein-Barr, usando
ISCOMS™ como vehiculo de suministro para antigenos (Mowat y Donachie, Immunol Today 12:383,1991). Se ha
descubierto que dosis de antigeno tan bajas como 1 [1g encapsulado en ISCOMS™ producen respuestas de CTL
mediadas por clase | (Takahashi et al., Nature 344:873, 1990).

En otro enfoque para usar acidos nucleicos para inmunizacién, también puede expresarse un polipéptido de
Lu.longipalpis o un fragmento inmunogénico del mismo por huéspedes o vectores virales atenuados o vectores
bacterianos. Pueden usarse vectores de virus vaccinia recombinante, virus adenoasociados (AAV), herpesvirus,
retrovirus, u otros vectores virales para expresar el péptido o proteina, provocando de este modo una respuesta de
CTL. Por ejemplo, se describen vectores de vaccinia y métodos utiles en protocolos de inmunizacién en la Patente
estadounidense n°® 4.722.848. El BCG (bacilo de Calmette Guérin) proporciona otro vector para la expresion de
péptidos (véase Stover, Nature 351:456-460, 1991).

En una realizacion, un acido nucleico que codifica un polipéptido de Lu. longipalpis, o un fragmento inmunogénico
del mismo, se introduce directamente en las células. Por ejemplo, el acido nucleico puede cargarse en microesferas
de oro por métodos estandar e introducirse en la piel por un dispositivo como Bio-Rad's Helios™ Gene Gun.
También se puede utilizar un inyector sin aguja, como Bioinjector2000™. Los acidos nucleicos pueden estar
"desnudos", compuestos por plasmidos bajo el control de un promotor fuerte. Tipicamente, el ADN se inyecta en
musculo, aunque también puede inyectarse directamente en otros sitios. Los modelos de dosis para la inyeccion se
encuentran en torno a 0.5 pug/kg a50 mg/kg, y tipicamente son de 0,005 mg/kg a 5 mg/kg aproximadamente (véase,
por ejemplo, la Patente estadounidense n° 5.589.466). En una realizacion, se utilizé una estrategia de sensibilizacion
y refuerzo para la inmunizacion. De este modo, en una realizacion, se administra un acido nucleico que codifica un
polipéptido de Lu. longipalpis al sujeto, seguido de la inmunizacidon con la forma atenuada o inactivada de la
Leishmania.

Las composiciones inmunogénicas y las vacunas divulgadas en el presente pueden ser administradas para
tratamientos preventivos y terapéuticos. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un sujeto
que sufre una enfermedad, como la Leishmaniasis, en una cantidad terapéuticamente efectiva, que es una cantidad
suficiente para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad o un signo o sintoma de la enfermedad. Las
cantidades efectivas para este uso dependeran de la gravedad de la enfermedad y del estado general de salud del
sujeto. Una cantidad efectiva del compuesto es la que proporciona un alivio subjetivo de los sintomas o una mejora
objetivamente identificable observada por el médico u otro observador cualificado.

Las dosis Unicas o multiples del compuesto se administran dependiendo de la dosis y la frecuencia necesaria y
tolerada por el sujeto. En una realizacion, la dosis se administra una Unica vez en forma de bolo, pero en otra
realizacion se puede aplicar periédicamente hasta conseguir un resultado terapéutico. Por lo general, la dosis es
suficiente para tratar o mejorar los sintomas o signos de la enfermedad sin producir una toxicidad inaceptable en el
sujeto.

Como se ha sefalado, la dosis de la composicién variara en funciéon del peso, la edad, el sexo y el método de
administracion. La dosis también podra ser ajustada por el médico individual en funcién de las circunstancias
particulares. Las composiciones se pueden administrar convencionalmente como vacunas que contienen el
compuesto activo como una cantidad predeterminada de material activo calculado para producir una efecto
terapéutico o inmunoldgico deseado conjuntamente con el diluyente o vehiculo necesario y farmacéuticamente
aceptable (por ejemplo, vehiculo o portador). Por ejemplo, una vacuna con una construccion de ADN de unos 50 ug
de la presente divulgacion se puede inyectar por via intradérmica tres veces a intervalos de dos semanas para
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producir el efecto terapéutico o inmunolégico deseado. En otra realizacion, una dosis aproximada de 1 mg/kg de una
vacuna de proteina de la presente divulgacion se puede inyectar por via intradérmica tres veces a intervalos de dos
semanas para producir el efecto terapéutico o inmunolégico deseado.

En el presente se proporciona una vacuna que incluye un polipéptido o polinucleétido de Lu. longipalpis. La
administracion de la vacuna a un sujeto, como un sujeto humano o veterinario, produce una resistencia a la infeccion
por Leishmania. En una realizacion, el sujeto es un sujeto humano. En otra realizacion, el sujeto es un canido, como
un perro.

Métodos y kits para el diagnéstico de la infeccion por Leishmania

En el presente se divulga que los individuos que presentan una conversion de la respuesta de DTH anti-Leishmania
también experimentan un aumento de los anticuerpos contra las proteinas salivales del polipéptido de Lu.
longipalpis. Por tanto, la presencia o ausencia de anticuerpos contra las proteinas salivales del polipéptido de Lu.
longipalpis se puede utilizar para determinar si un sujeto presenta una infeccion por Leishmania.

En el presente se divulga un método para diagnosticar la infeccion por Leishmania, detectando la presencia de
anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos como
la presentada como SEC. ID. N°; 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15,
SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N° 31,
SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N° 35, SEC. ID. N° 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°:
49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N° 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID.
N°: 65 o0 SEC. ID. N°: 67, o un polipéptido al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 99%
homologo a uno de estos polipéptidos, una variante conservadora, un homélogo o un fragmento inmunogénico de
uno de estos polipéptidos. El método puede emplear un unico polipéptido de Lu. longipalpis o una combinacion de
estos polipéptidos. En determinados ejemplos, el método de diagndstico detecta anticuerpos que se unen
especificamente al menos a 3, 6 o 10 de estos polipéptidos, o fragmentos inmunogénicos de los mismos.

En una realizacion, se pueden unir uno o mas polipéptidos de Lu. longipalpis a un sustrato sélido. Por ejemplo, el
polipéptido de Lu. longipalpis que tiene una secuencia de aminoacidos como la que se presenta como SEC. ID. N°:
3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N° 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N° 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19,
SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N° 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°:
35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N° 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID.
N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67 se
puede unir al sustrato. Uno o mas de estos polipéptidos se pueden unir al sustrato, por ejemplo al menos 3, 6 0 10
de estos polipéptidos, o un fragmento inmunogénico de los mismos. En un ejemplo, uno o mas polipéptidos que
tienen una secuencia presentada como una de las SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 11, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 29,
SEC. ID. N° 55 o SEC. ID. N° 59 se pueden unir al sustrato. En otro ejemplo, uno o mas polipéptidos de Lu.
longipalpis que tienen una secuencia presentada como una de las SEC. ID. N°: 1, SEC. ID. N°: 23 o SEC. ID. N°: 39
se pueden unir al sustrato. En un ejemplo concreto, de caracter no limitador, al menos seis polipéptidos de Lu.
longipalpis se unen a un sustrato sdélido, donde cada uno de los polipéptidos comprende una secuencia de
aminoacidos como la presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 11, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID.
N°: 55 o SEC. ID. N° 59, o un fragmento inmunogénico de la misma. En otro ejemplo concreto, de caracter no
limitador, al menos tres polipéptidos de Lu. longipalpis se unen a un sustrato sélido, donde cada uno de los
polipéptidos comprende una secuencia de aminoacidos como la presentada como SEC. ID. N°: 1, SEC. ID. N°: 23 o
SEC. ID. N°: 39, o un fragmento inmunogénico de la misma.

En una realizacién, dos o mas polipéptidos (por ejemplo, al menos 3, 6 o 10) de Lu. longipalpis (o fragmentos
inmunogénicos de los mismos) se aplican a un sustrato sélido, por ejemplo como una serie de "puntos”, como en un
ensayo 'dot blot'. En otra realizacion, se aplican dos o mas polipéptidos de Lu. longipalpis a un sustrato como en una
disposicion lineal.

En otra realizacion, se aplican polipéptidos de Lu. longipalpis a una membrana en una disposicion bidimensional. De
esta manera, se valora la presencia de anticuerpos para mas de un polipéptido de Lu. longipalpis. Cada polipéptido
de Lu. longipalpis se puede aplicar directamente a la superficie de una membrana en un Unico lugar o en una
combinacion de lugares.

El sustrato sdlido puede ser una perla de poliestireno, una membrana, una particula o una placa. Se puede utilizar
un sustrato de plastico o de vidrio. En otras realizaciones, se utiliza una membrana que se compone de materiales
porosos, tales como nylon, nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de vidrio y otros polimeros porosos. La
superficie de un portador sélido se puede activar mediante procesos quimicos que causan un enlace covalente del
polipéptido al portador. Sin embargo, se puede utilizar otro método adecuado para inmovilizar un polipéptido en un
portador solido, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, interacciones ionicas, interacciones hidréfobas,
interacciones covalentes y similares. Una vez que se ha aplicado el polipéptido al sustrato, el sustrato se puede
poner en contacto con una sustancia, como una soluciéon que contiene proteina, que satura de forma no especifica
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los sitios de union de la misma. Algunos ejemplos concretos, de caracter no limitador, de una solucién que contiene
proteina incluyen una solucion fabricada con leche en polvo o albumina de suero, como albumina de suero bovino.

A continuacién se afiade una muestra (por ejemplo, suero, sangre, plasma, orina, semen, saliva, esputo, fluido
lacrimal, fluido linfatico) al sustrato, y la muestra combinada y el sustrato se incuban durante un tiempo suficiente
como para permitir la uniéon especifica. La union especifica de anticuerpos a los polipéptidos de Lu. longipalpis se
divulga en el presente y, a continuacion, se detecta utilizando cualquier medio conocido para un experto en el
campo. En una realizacion, se utiliza un anticuerpo secundario etiquetado para detectar los anticuerpos que se unen
especificamente a los polipéptidos de Lu. longipalpis. La etiqueta puede ser un radiomarcador (por ejemplo, '25I), una
etiqgueta enzimatica (por ejemplo, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano), o una etiqueta fluorescente (por
ejemplo, isotiocianato de fluorosceina). Los sistemas de deteccion de estas etiquetas son conocidos por los expertos
en el campo. La unién de la muestra o de un componente de la muestra al polipéptido de Lu. longipalpis, sefalada
por la presencia del marcador, indica una infeccion por Leishmania.

En otra realizacion, la muestra se absorbe en un sustrato soélido que contiene sitios de unién para polipéptidos, como
moléculas de anticuerpo. En una realizacioén, el sustrato sélido es una perla, una particula, una membrana o una
placa de poliestireno. A continuacién, se pone en contacto el sustrato con la sustancia, como una solucién que
contiene proteina que satura de forma no especifica sus sitios de unién. Después se lava el sustrato con una
solucién tampoén. A continuacion, se afiade una solucidon de uno o mas polipéptidos de Lu. longipalpis a las muestras
unidas. En una realizacion, el polipéptido de Lu. longipalpis es directamente etiquetado. El etiquetado del polipéptido
de Lu. longipalpis se puede activar mediante el uso de cualquier marcador, como mediante la incorporaciéon de un
grupo o isétopo radiactivo, o uniendo este componente con una enzima o un tinte, por ejemplo una fraccion
cromoférica o un grupo fluorescente. Las enzimas que se pueden utilizar son aquellas que se pueden detectar
colorimétricamente, espectrofotométricamente o fluorimétricamente. Algunos ejemplos, a titulo meramente
enunciativo, de enzimas que se pueden utilizar en la presente invenciéon son las enzimas del grupo de las
oxidoreductasas, como catalasa, peroxidasa, glucosa oxidasa, beta-glucuronidasa, beta-D-glucosidasa, beta-D-
galactosidasa, ureasa y galactosa oxidasa. Una vez que el polipéptido de Lu. longipalpis etiquetado ha sido
incubado con el sustrato solido, se retiran todos los polipéptidos de Lu. longipalpis etiquetados no unidos mediante
lavado. A continuacion, se detecta el polipéptido de Lu. longipalpis etiquetado unido a través de un ensayo
apropiado. La union del polipéptido de Lu. longipalpis etiquetado a la muestra, o a un componente de la muestra, es
indicativo de una infeccién por Leishmania.

Por lo general, los pasos de incubacion utilizados en la realizacion de los procedimientos se pueden llevar a cabo de
una manera conocida, como la incubacién a temperaturas de entre unos 4°C y 25°C, durante unos 30 minutos a 48
horas aproximadamente. Los lavados se pueden incluir con una solucién acuosa como una solucién tampén, en la
que la solucion tampodn tiene un pH de entre 6 y 8 aproximadamente, por ejemplo utilizando una solucion salina
isoténica con un pH 7 aproximadamente.

Los ensayos de unidon competitiva también resultan utiles para detectar la infeccion por Leishmania. Un experto en el
campo al que se le proporcionen los polipéptidos de Lu. longipalpis divulgados en el presente sera capaz
rapidamente de disefiar ensayos adicionales, tales como ensayos de uniéon competitiva, que resulten utiles para
detectar la infeccion por Leishmania.

En otra realizacion, los polipéptidos de Lu. longipalpis divulgados en el presente se pueden incluir en un kit de
ensayo de diagnostico. Por ejemplo, un kit de ensayo de diagndstico para detectar una infeccion por Leishmania
incluye un sustrato solido sobre el que se ha aplicado uno o mas polipéptidos de Lu. longipalpis divulgados en el
presente. En ofras realizaciones, el kit incluye instrucciones escritas y/o un recipiente que contiene una cantidad
especificada de anticuerpos etiquetados contra las inmunoglobulinas, tales como IgG o IgM, o anticuerpos
secundarios etiquetados que se unen a anticuerpos de una especie de interés. Por ejemplo, se pueden proporcionar
anticuerpos etiquetados que detectan especificamente las inmunoglobulinas caninas o humanas. Los anticuerpos
etiquetados se pueden etiquetar por fluorescencia, enzimaticamente o con radiomarcadores. Los anticuerpos
etiquetados utilizados en los kits de ensayo anteriormente descritos pueden estar envasados en forma de solucion o
en formas liofilizadas apropiadas para la reconstitucion.

En otra realizacion, el kit de ensayo incluye una cantidad especificada de uno o mas polipéptidos de Lu. longipalpis
descritos en el presente introducidos en un recipiente e instrucciones por escrito. En un ejemplo, el polipéptido de
Lu. longipalpis es directamente etiquetado. En otro ejemplo, el polipéptido o los polipéptidos de Lu. longipalpis no
estan etiquetados. Si el polipéptido de Lu. longipalpis no esta etiquetado, también puede incluir un recipiente con un
reactivo de deteccion que se une especificamente al polipéptido de Lu. longipalpis, como un anticuerpo monoclonal
etiquetado. EI kit también puede incluir opcionalmente un sustrato sélido para la unién de la muestra.

El proceso anteriormente descrito y el kit de ensayo para la deteccion de anticuerpos contra polipéptidos de Lu.
longipalpis divulgados en el presente se pueden utilizar en multiples aplicaciones, incluyendo, a titulo meramente
enunciativo, la deteccion de la infeccion por Leishmania en un sujeto, utilizando los métodos divulgados en el
presente. Los ensayos y kits divulgados en el presente se pueden utilizar para detectar la eficacia de un tratamiento
terapéutico en un sujeto. En otra realizacion mas, los ensayos y kits divulgados en el presente se pueden utilizar

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2447 843 T3

también para valorar una infeccién primaria por Leishmania o para predecir la recuperacién de la infeccién por
Leishmania tomando una muestra de fluido corporal de un sujeto infectado, por ejemplo, en distintos momentos tras
la infeccion, y aplicando los procedimientos de deteccién anteriormente descritos.

La divulgacion se ilustra a través de los siguientes Ejemplos, que no tendran un caracter limitador.
EJEMPLOS

Ejemplo 1

Construccion de la libreria

La mosca de la arena y la preparacion del homogenato de glandulas salivales (SGH). Las glandulas salivales del
flebdtomo Lutzomyia longipalpis se obtuvieron de moscas de la arena colonizadas en Walter Reed Army Institute y
en los Institutos Nacionales de Salud estadounidenses.

Las glandulas salivales diseccionadas bajo un microscopio de diseccion y recogidas en tubos micréfugos en solucion
tampon de fosfato (PBS) estéril, pH 7.0, son almacenadas en hielo seco y transferidas a -70°C hasta su uso.

La glandula salival de Lu. longipalpis es una estructura como una bolsa que se compone de una capa de epitelio
unicelular que rodea un gran lumen (Adler y Theodor, Ann. Trop. Med. Parasitol 20: 109, 1926). Tras haberse
alimentado de sangre, el contenido de proteina total de la glandula se reduce a la mitad o menos con respecto a su
valor de ~1ug (Ribeiro et al., Insect Biochem. 19:409-412, 1989). Por consiguiente, la mayor parte de la proteina del
SGH del flebétomo se debe destinar a la secrecion. De hecho, la SDS-PAGE del SGH revela una composicion de
baja complejidad consistente en ~12 bandas principales que varian de 10-100 kD (Valenzuela et al., J. Exp. Med.
194:331-42, 2001). Para la SDS-PAGE, se utilizaron geles de Tris-glicina (16%), 1 mm de grosor, y geles BIS-tris
NUPAGE (12%) (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los geles se migraron a una solucién tampon de migracién de Tris-
glicina o MPS Nupage, conforme a las instrucciones del fabricante. Para calcular el peso molecular de las muestras,
se utilizaron marcadores See BluedJ de Invitrogen (miosina, BSA, deshidrogenasa glutamica, alcohol
deshidrogenasa, anhidrasa carbdnica, mioglobina, lisozima, aprotinina e insulina, cadena beta).

Los SGH fueron tratados con partes iguales de 2X tampoén de SDS (8% SDS en tampon de Tris-HCI, 0.5M, pH 6.8,
10% glicerol y 1% azul de bromofenol (tinte). Se aplicaron treinta pares de glandulas salivales homogeneizadas por
linea (aproximadamente 30ug de proteina) para visualizar las bandas de proteina tefiidas con azul de Coomassie.
Para la secuenciacion amino-terminal de las proteinas salivales, 40 pares homogeneizados de glandulas se
sometieron a electroforesis y se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinildeno (PVDF) utilizando 10
mM CAPS, pH 11, 10% metanol como tampon de transferencia en un Blot-Module para XCell 1l Mini-Cell (Invitrogen,
Carlsbad, CA). La membrana se tifid con azul de Coomassie en ausencia de acido acético. Las bandas tefiidas se
cortaron de la membrana de PVDF y se sometieron a degradacién de Edman utilizando una secuenciador Procise
(Perkin-Elmer Corp., Foster City, CA).

Construccion de la biblioteca de ADNc de glandulas salivales Se aislé el ARNm de 80 pares de glandulas salivales
de hembras adultas de Lu. longipalpis. Se utilizd el kit de aislamiento de ARNm Micro-FastTrack (Invitrogen,
Carlsbad, CA), que produjo aproximadamente 100 ng de poly (A)+ ARNm. La libreria de ADNc basada en PCR se
realizé siguiendo las instrucciones del kit de construccion de una biblioteca de ADNc SMART (Clontech, Palo Alto,
CA). Se sometieron 100 nanogramas de ARNm de glandula salival de Lu. longipalpis a transcripcién inversa para
obtener ADNc utilizando Superscript || RNase H- reverse transcriptase (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) y el cebador
CDS/3 ' (Clontech, Palo Alto, CA) durante 1 hora a 42° C. La sintesis de la segunda cadena se realizé utilizando un
protocolo basado en la PCR, utilizando el cebador SMART Il (Clontech, Palo Alto, CA) como cebador de sentido y el
cebador CDS/3' como cebador antisentido; estos dos cebadores adicionalmente se crean en los extremos de los
sitios Sfil Ay B del ADNc naciente. La sintesis de ADN de doble cadena se realizd en un ciclador Perkin EImer 9700
Thermal (Perkin Elmer Corp., Foster City, CA) y utilizando ADN polimerasa Advantage Klen-Taqg (Clontech, Palo
Alto, CA). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 94° C durante 2 minutos; 19 ciclos de 94°C durante 10
segundos y 68° C durante 6 minutos. EI ADNc de doble cadena fue tratado inmediatamente con proteinasa K (0,8
pg/ul) durante 20 minutos a 45° C y se lavo tres veces con agua utilizado filtros Amicon con un corte de 100 kDa
(Millipore Corp., Bedford MA). EI ADNc de doble cadena se sometié a digestion con Sfi | durante 2 horas a 50° C
(Los sitios Sfi | se insertaron en el ADNc durante la sintesis de la segunda cadena, utilizando el cebador SMART Il y
CDS/3'). A continuacion, el ADNc fue fraccionado utilizando columnas proporcionadas por el fabricante (Clontech,
Palo Alto, CA). Las fracciones que contenian ADNc de mas de 400 pares de bases (bp) fueron agrupadas,
concentradas y lavadas en tres ocasiones con agua, utilizando un filtro Amicon con un corte de 100 kDa. El ADNc se
concentrd hasta un volumen de 7 pl. A continuacion, el ADNc concentrado se ligé a un vector Lambda Triplex2
(Clontech, Palo Alto, CA), y la reaccion de la unién resultante se envasoé utilizando el Gigapack gold Il de
Stratagene/Biocrest (Cedar Creek, TE) conforme a las especificaciones del fabricante. La libreria obtenida se pasé a
una placa infectando las células XLI-blue (Clontech, Palo Alto, CA) en fase de registro y la cantidad de
recombinantes se determind mediante PCR utilizando cebadores del vector que flanqueaban el ADNc insertado y se
visualizé en un gel de agarosa al 1,1% con bromuro de etidio (1,5 pg/ml).
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Secuenciacion masiva de la libreria de ADNc de glandulas salivales de Lu. longipalpis La libreria de ADNc de
glandulas salivales de Lu. longipalpis se colocé en placas a aproximadamente 200 pocillos por placa (placa Petri de
150 mm). Los pocillos se recogieron aleatoriamente y se transfirieron a una placa de polipropileno de 96 pocillos que
contenia 100 pl de agua por pocillo. La placa se cubrié y se colocd en un agitador giratorio durante una hora a
temperatura ambiente. Se utilizaron cuatro microlitros de una muestra de fago como plantilla para una reaccion PCR
para la amplificacion aleatoria de los ADNc. Los cebadores utilizados para esta reaccién fueron secuencias del
vector Triplex2; los cebadores se denominaron PT2F1 (5'- AAGTACTCT AGCAAT TGTGAGC- 3') (SEC ID N°: 71)
que esta posicionado antes del ADNc de interés (extremo 5'), y PT2R1 (5'-CTCTTCGCTATTACGCCAGCT G- 3
(SEC. ID. N° 72) que esta posicionado después del ADNc de interés (extremo 3'). Se utilizd polimerasa Taq
Platinum (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) para estas reacciones. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 fase de 75° C durante 3 minutos, 1 fase de 94° C durante 3 minutos y 34 ciclos de 94° C durante 30
segundos, 49° C durante 30 segundos y 72° C durante 1 minuto y 20 segundos. Los productos amplificados se
visualizaron en gel de agarosa al 1,1% con bromuro de etidio. La PCR limpia se utilizd como plantilla para una
reaccion de secuenciacion ciclica utilizando el kit marcador DTCS de Beckman Coulter Inc. (Fullerton, CA). El
cebador utilizado para la secuenciacion (PT2F3) (5'-TCTCGGGAAGCGCGCCATTGTGTT - 3') (SEC. ID N°:73) se
encuentra antes del ADNc insertado y después del cebador PT2F1. La reaccion de secuenciacion se realizé en un
termociclador Perkin Elmer 9700. Las condiciones fueron 75° C durante 2 minutos, 94° C durante 4 minutos, y 30
ciclos de 96° C durante 20 segundos, 50° C durante 20 segundos y 60° C durante 4 minutos.

Tras la secuenciacion ciclica de las muestras, se realizé un paso de limpieza utilizando el sistema de limpieza para
placas multi-screen de 96 pocillos de Millipore (Bedford, MA). La placa multi-screen de 96 pocillos se prepard
afadiendo una cantidad fija (conforme a las especificaciones del fabricante) de Sephadex-50 (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ) y 300 uyl de agua desionizada. Tras una hora de incubacién a temperatura ambiente, se
retiro el agua de la placa multi-screen mediante centrifugacion a 750 g durante 5 minutos. Una vez que el Sephadex
de la placa multi-screen se hubo secado parcialmente, se afiadié la secuenciacion ciclica completa al centro de cada
pocillo, se centrifugd a 750 g durante 5 minutos y la muestra limpia se recogié en una placa de microtitulacién por
secuenciacion (Beckman Coulter, Fullerton, CA). La placa se seco a continuacion en el modelo Speed- Vac SC 110
con un soporte para placas de microtitulacion (Savant Instruments Inc, Holbrook, NY). Las muestras secas se
resuspendieron de inmediato con 25 pl de formamida ultrapura desionizada (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ), y se
afadié una gota de aceite mineral encima de cada muestra. Las muestras se secuenciaron de inmediato en un
instrumento de secuenciacion de ADN CEQ 2000 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA) o se almacenaron a -30° C.
El ADNc completo de genes seleccionados fue plenamente secuenciado utilizando los cebadores habituales en un
instrumento de secuenciaciéon de ADN CEQ 2000 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA) como se ha descrito
anteriormente.

Construccion de la vacuna de ADN y descripcion del vector VRI 020.

Los genes que codifican las proteinas secretadas previstas se amplificaron a partir de ADNc especifico de Lu.
longipalpis mediante PCR utilizando polimerasa Tag Platinum (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) y cebadores
especificos que portan el extremo N-terminal previsto (cebador directo); y el codon de parada (cebador inverso) del
ADNCc seleccionado.

El producto de la PCR se clon6 de inmediato en el vector de clonacién VR-2001 -TOPO habitual (obtenido del vector
VR1020) siguiendo las especificaciones de los fabricantes (Invitrogen, Carlsbad, CA). La mezcla de union se utilizé
para transformar células TOP 10 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y las células se incubaron durante una noche a 37° C.
Se recogieron ocho colonias y se mezclaron con 10 yl de agua estéril. Se transfirieron cinco microlitros de cada
muestra a caldo Luria (LB) con ampicilina (100 yg/ml) y se cultivaron a 37° C. Los otros 5 pl se utilizaron como
plantilla para una reaccién PCR utilizando dos cebadores de vector especifico para el vector PCRII, al objeto de
confirmar la presencia del elemento insertado y el andlisis de la secuenciacion. Tras la visualizacién del producto de
la PCR en gel de agarosa al 1.1 %, los productos de la PCR se secuenciaron por completo, tal como se ha descrito
anteriormente, utilizando un instrumento de secuenciacion de ADN CEQ2000 (Beckman Coulter). Las células que
contenian el plasmido portador del gen de Lu. longipalpis seleccionado se cultivaron durante una noche a 37°C en
caldo Luria con ampicilina (100 pg/ml), y se realizd el aislamiento del plasmido utilizando el kit Wizard Miniprep
(Promega, Madison, WI). El plasmido VR-2001-TOPO (una variante del plasmido VRI 020 de Vical) contiene un gen
resistente a la kanamicina, el promotor del citomegalovirus humano, el promotor del citomegalovirus humano y el
péptido sefal del activador plasmindgeno tisular, antes del sitio de clonacion TOPO TA. Se selecciond la muestra
que contenia la secuencia del coddn de inicio al codon de parada en la orientacion correcta y en el marco abierto de
lectura correcto después de que la secuencia del nucledtido codificase el activador plasminégeno titular.

Los plasmidos se transformaron en la cadena de E. coli de TOP-10 (Invitrogen, Carlsbad, CA) conforme a las
instrucciones del fabricante. Las bacterias transformadas se cultivaron en medio LB y el plasmido fue posteriormente
purificado utilizando el kit de purificacién de plasmidos comercializado por Megaprep (Qiagen, Valencia, CA). Cada
plasmido se denominé en funciéon del nombre del polipéptido. De este modo, pLJL34 es un plasmido que codifica
LJL34, y pLJMI 1 es un plasmido que codifica el polipéptido LIMI 1, etc.

Poblacién del estudio.
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Los sueros utilizados en el estudio realizado con seres humanos se obtuvieron de un ensayo epidemiolégico de la
leishmaniasis visceral (VL) en nifios menores de 7 afios en una region endémica de Sao Luiz,, Estado de Maranhao,
al noreste de Brasil. Durante este estudio prospectivo, se analizaron la serologia y DTH anti-Leishmania dos veces
al afio durante 1997 y 1998. Solamente los nifios que no padecian VL, ni una serologia o DTH positiva en el primer
estudio fueron incluidos en el ensayo. Ninguno de los individuos del conjunto de datos padecia la enfermedad y
todos tenian respuestas negativas al antigeno de la Leishmania durante el semestre precedente. La positividad en
los ensayos anti-Leishmania documentados aqui demuestra una reciente conversiéon determinada por un ELISA
sensible y especifico (Barral et al., Am J Trop MedHyg 62:740-5, 200) y/o DTH (Barral et al., ibid). Para determinar el
valor de corte para la IgG anti-Lu. longipalpis en los ensayos ELISA, se obtuvieron sueros de nifios del mismo rango
de edades procedentes de una regién no endémica. Considerando que la reciente seroconversion representa
infeccion y que una respuesta DTH positiva es un marcador de proteccion frente a la leishmaniasis en los casos
subclinicos, clasificados a los nifios en dos grupos en funcién de sus respuestas anti-Leishmania: Grupo |, serologia
positiva (S'— S*) (n =15) y Grupo I, DTH positiva (DTET— DTH") (n = 15).

Serologia contra saliva de mosca de la arena

Se realiz6 un ELISA para determinar la serologia contra saliva de la mosca de la arena como se ha descrito
anteriormente (Barral et al., ibid). Las subclases de IgG sérica se determinaron utilizando conjugados de alcalina-
fosfatasa contra IgGl, 1IgG3, o IgG4 humana (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Para determinar los niveles de IgE, los
sueros se absorbieron previamente utilizando el Factor Reumatoide. En el ELISA se empled anti-lgE humana
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Western blots

Se realizaron ensayos Western blot de los antigenos de las glandulas salivales como se ha descrito anteriormente
(Barral et al., ibid).

Andlisis estadistico. Estudios con seres humanos

Se utilizé el test no paramétrico de Wilcoxon para comparar los niveles de anticuerpos contra saliva de Lu.
longipalpis en los mismos nifios en el momento O (al comienzo del estudio) y después de 6 meses. El valor P < 0,05
se establecid como nivel de significacion. Se utilizé el software Graph Pad Prism (San Diego, CA) para realizar
analisis estadisticos.

Ejemplo 2
Analisis de la secuencia de proteinas previstas y ADN

Los datos del ADN obtenidos del proyecto de secuenciacion masiva fueron analizados con un programa interno
escrito en VisualBASIC (Microsoft). Este programa retird las secuencias del vector y el cebador de la secuencia
original. Las secuencias retiradas fueron comparadas con la base de datos de proteinas no redundantes NCBI
utilizando el programa BlastX con la matriz BLOSUM-62 (Altschul et al., Nucleic Acids Research 25:3389, 1997). Las
secuencias de ADN se agruparon realizando comparaciones dentro de la misma base de datos con un umbral
preseleccionado, normalmente1e™™® (programa BlasfN) (Altschul et al., Nucleic Acids Research 25:3389, 1997). Las
secuencias del mismo grupo se alinearon utilizando ClustalX (Jeanmougin et al., Trends Biochem. Sci. 23:403,
1998). Para encontrar las secuencias de ADN correspondientes a la secuencia de aminoacidos obtenida mediante
degradaciéon Edman de las proteinas transferidas a membranas de PVDF desde los geles de SDS-PAGE, se
escribié un programa de busqueda que comprobase esas secuencias de aminoacidos frente a las tres posibles
transducciones de cada secuencia de ADNc obtenida en el proyecto de secuenciacion masiva. El programa se
escribié utilizando el mismo planteamiento que el empleado en los programas BLOCKS (Henikoff et al.,
Bioinformatics 15:471, 1999) o Prosite (Bairoch, Nucleic Acids Res. 19 (Suppl):2241,1991). Las transducciones de
proteinas de los clones de longitud completa fueron procesadas adicionalmente para identificar los péptidos sefial
previstos, utilizando el programa Signal P (Nielsen et al., Protein Eng. 10:1, 1997), disponible online. Los sitios
clivados con el péptido sefial previsto se compararon con la secuencia N-terminal obtenida de la degradacion Edman
de las proteinas salivales del flebétomo. La estimacién del punto isoeléctrico y del peso molecular de la proteina
transducida se realiz6 utilizando el programa DNA STAR (DNASTAR). La informacién de la secuencia de proteina
transducida de longitud completa se comparé con la base de datos de proteinas no redundantes de NCBI utilizando
el programa BLAST-P (Altschul et al., Nucleic Acids Research 25:3389, 1997) y se buscaron los motivos enviando
cada secuencia a la base de datos electronica.

Para caracterizar la estructura primaria de las principales proteinas de SGH de Lu. longipalpis, se transfirieron geles
de SDS-PAGE a membranas de PVDF y se calculé la secuencia amino-terminal de cada banda de corte mediante
degradacion de Edman.

Ademas, se calcularon los valores siguientes:
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Tabla 1
Caracteristicas de las proteinas
Nombre del Posiciéon o Peso molecular pl de la proteina |Peso molecular| pl de la proteina
polipéptido sitio de (MW) de la proteina sin procesar de la proteina procesada
clivaje sin procesar procesada

LJL34 19 31 9,14 28,9 9,1
LJL18 19 18,7 6,42 16,4 6,1
LJS193 20 34,5 6,59 32,2 63
LJS201 23 11,2 4,89 8,7 4,8
LJL13 19 28,7 5 26,6 4,9
LJL23 21 37,4 9,15 35,1 9,1
L3M10 19 18,8 8,73 16,7 8,6
LJL143 23 35 8,4 32,5 8,3
LJS142 20 18,9 6,43 16,7 6,5
LJL17 20 123 4,36 102 4.4
LJMO6 19 18,6 8,79 16,5 8,7
LJM17 18 47,3 5,92 45,2 5,7
LJLO4 17 31,1 10,1 29,3 10
LJM114 24 17 7,58 14,3 5,6
LJM111 18 45,2 4,9 43 4,9
LJM78 20 39,4 7,54 373 7,7
LJS238 20 6,9 7,92 4.8 6,7
US169 22 14,1 4,64 11,6 4,5
LJL11 24 63,4 6,49 60,8 6,7
UL08 23 9,5 8,76 7 8,8
UsS 105 19 9,5 4,85 7,4 4,7
LJLO9 18 73 5,65 71,1 5,6
OL3S 20 4,8 3,66 2,5 33
LJMO4 20 162 8,91 13,9 9

LJM26 i7 50,7 577 48,8 5,8
LJS03 19 17,3 4,27 15,2 4,2
LJS192 23 12,1 4,29 9,7 42
LJM19 22 13,4 426 10,8 4,2
LJL138 19 459 9,42 43,8 9,5
LJL15 19 18,7 6,2 16,5 6,1
LJLI1 19 18,5 5,82 16,4 5,8
LJM11 24 45,3 9,35 427 9,4
LJS138 20 18,5 5,88 16,2 5,5

Ejemplo 3
Anticuerpos contra saliva de Lu. Longipalpis

Ya se ha demostrado anteriormente que los sueros de nifios que viven en una regién endémica para VL tienen
anticuerpos contra IgG de SGS que reconocen de forma diferenciada los antigenos de las glandulas salivales. Los
individuos con una respuesta positiva en DTH anti-Leishmania presentaban anticuerpos contra saliva de Lu.
longipalpis. Se observd una correlacion positiva entre los anticuerpos contra saliva de Lu. longipalpis y DTH anti-
Leishmania, aunque no se observd ninguna correlacion entre los anticuerpos contra saliva y la serologia anti-
Leishmania (Barral et al., ibid).

Se estudi6 la variacion en las respuestas anti-Leishmania mediadas por células y humorales en un seguimiento de
seis meses de individuos en una region endémica para VL, asi como la variaciéon en las respuestas de anticuerpos
contra saliva de Lu. longipalpis en los mismos individuos. Los individuos (n = 15) que pasaron a una DTH anti-
Leishmania positiva incrementaron notablemente su IgG contra Lu. longipalpis (FIG. 1A; P = 0,02) y niveles de
anticuerpo IgE (FIG. 1B, P = 0,002). IgG1 fue la principal subclase de anticuerpos implicada en el aumento de
anticuerpos anti-saliva en el grupo que pasdé a una DTH positiva anti-Leishmania (n = 15) (FIG. 1C); no se
observaron cambios significativos en otras subclases de IgG. El valor de corte de IgG contra Lu. longipalpis en los
ensayos ELISA fue de 0,045. Se observé una importante reduccion de los niveles de anticuerpos IgG contra saliva
(P = 0,035) en los sueros de los nifios que experimentaron un cambio en su serologia anti-Leishmania (Grupo [)
(FIG. 1,4). No se observaron cambios significativos en la IgE anti-saliva del Grupo | (FIG. 15). A pesar de que los
niveles de IgG anti-saliva de los nifios del Grupo Il se redujeron en el periodo de seis meses, se observd un
importante aumento de la IgG4 anti-saliva en este grupo (P = 0,0245; FIG. 1D).
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El nimero y el patron de las proteinas salivales de Lu. longipalpis reconocidos por los sueros de individuos que
pasaron de S— S’ o0 de DTH'— DTH * se evalué mediante ensayo Western blot. De siete sueros seleccionados al
azar pertenecientes a individuos que modificaron su serologia anti-Leishmania, dos reconocian escasamente dos
proteinas salivales diferentes de 33 kDa y 200 kDa, respectivamente (FIG. 2A, banda 4); los restantes sueros no
reconocieron ninguna proteina salival en ningun punto temporal. Por lo contrario, de 13 sueros seleccionados al azar
de individuos que pasaron de DTH'— DTH ¥, 12 reconocieron una variedad de proteinas salivales con diversas
intensidades. Las FIG. 2A y 2B muestran la diversidad de antigenos salivales reconocidos por estos sueros (bandas
7-14). Por otra parte, los sueros de seis individuos que pasaron de DTH'— DTH" demostraron un incremento del
numero y/o la intensidad en el reconocimiento de proteinas salivales al comparar los puntos temporales del
momento O (-) y a los seis meses (+) (FIG. 2A, bandas 7(-) y 8(+), 11(-) y 12(+), 13(-) y 14(+); FIG. 2B, bandas 11(-)
y 12(+), 13(-) y 14(+), y datos no mostrados). Algunos individuos del grupo que pasé de DTH— DTH' no mostré
ninguna variacion entre los puntos temporales del momento 0 y a los 6 meses (FIG. 2A, bandas 9(-) y 10(+); FIG.
2B, bandas 7(-) y 8(+)) o no reconocieron ninguna proteina salival (FIG. 2B, bandas 9(-) y 10(+)).

Los sueros de los individuos que pasaron de DTH— DTH" reconocieron un total de 16 proteinas salivales
diferentes; sin embargo, la frecuencia del reconocimiento varia entre estos individuos (FIG. 2C). Una proteina salival
de 45 kDa fue reconocida por 12 sueros, seguida de proteinas de 44 y 43 y 35 kDa reconocidas por 8 sueros (cada
una), un proteina de 17 kDa por 6 sueros, y una proteina de 16 kDa por 5 sueros. Otras proteinas salivales fueron
reconocidas también, aunque con menor frecuencia (3 sueros o menos, FIG. 2C).

De este modo, los nifios del Grupo Il, que convirtieron su DTH anti-Leishmania, también presentaron un aumento de
los anticuerpos anti-saliva del fleb6étomo, tal y como ponen de manifiesto los ensayos ELISA y Western blot. Se ha
demostrado una correlacion entre los titulos de anticuerpos anti-saliva y la DTH anti-Leishmania (Barral et al., ibid);
los resultados aqui presentados muestran que la evolucion de la DTH contra el parasito coincide temporalmente con
la evolucion de los anticuerpos contra saliva de Lu. longipalpis. Sin pretender vincularse a una teoria, la
neutralizacién de los componentes salivales de la mosca de la arena mediante anticuerpos o respuesta celular a las
proteinas salivales permite generar una respuesta inmune mas eficiente mediada por células contra la Leishmania,
probablemente desarrollando una respuesta de Th1 contra el parasito. Los componentes de la saliva de este
fleb6tomo, como el maxadilano, son capaces de obstaculizar la funcién de los macréfagos (Charlab et al., Proc Natl
Acad Sci USA 96:15155-60, 1999), que interfiere en la supervivencia de la Leishmania y en la presentacion de
antigeno (Soares et al., J. Immunol. 160: 1811-6, 1998). El aumento de los niveles de anticuerpos observado en los
individuos que han pasado de DTH-— DTH " sugiere que el hecho de generar una respuesta inmune contra los
componentes anti-saliva esta vinculado a la evolucién de la inmunidad mediada por células contra la Leishmania.

Los resultados revelados por el analisis Western blot demostraron que los individuos que modificaron su serologia
anti-Leishmania practicamente no reconocieron ninguna proteina salival, mientras que los individuos que modificaron
su DTH anti-Leishmania reconocieron varias proteinas salivales diferentes. La frecuencia de los antigenos salivales
reconocidos por estos sueros revela un grupo de tan solo unas cuantas proteinas, incluyendo antigenos con una
masa molecular aproximada de 45, 44, 43, 35, 27 y 16 kDa (FIG. 2C).

Entre estos antigenos, el reconocimiento de al menos dos proteinas salivales (45 kDa y 35 kDa) representa dos de
las maximas frecuencias de reconocimiento por parte de los sueros humanos. Sorprendentemente, solamente dos
sueros reconocieron una proteina en el rango de 6 kDa, el peso molecular del maxadilano (Titus y Ribeiro, Parasitol
Today 6; 157-159, 1990), lo que sugiere que, en los seres humanos, el maxadilano puede no inducir una respuesta
de anticuerpos sdlida, aunque podria ser un fuerte inductor de la inmunidad celular.

Los individuos que convirtieron su inmunidad mediada por células anti-Leishmania demostraron un incremento de
los niveles de IgG1 e IgE. La IgG1 ha sido relacionada con una respuesta humana de Th1. El aumento de los
anticuerpos IgE sugiere el desarrollo de una hipersensibilidad inmediata, dado que la IgE se considera un marcador
de las respuestas de tipo Th2. Sin pretender vincularse a una teoria, es probable que una respuesta combinada de
tipo Th2 (relacionada con la hipersensibilidad inmediata) y de tipo Th1 (relacionada con la DTH) contra los
componentes de la saliva coexista en los individuos que han convertido recientemente su DTH anti-Leishmania. De
hecho, este tipo de respuesta mixta fue documentada en individuos expuestos a las picaduras del insecto, donde la
respuesta inmune del huésped contra la saliva del insecto comienza por la respuesta de DTH y evoluciona hacia una
hipersensibilidad de tipo inmediato predominante y finalmente hacia la desensibilizaciéon (Melanby, Nature. 158, 554-
555.13, 1946).

Como se ha divulgado en el presente, en los ratones, la inmunizacion utilizando genes de la saliva de Lu. longipalpis
se tradujo en una respuesta tipica de anticuerpos y/o DTH a las proteinas salivales de Lu. longipalpis (véase mas
abajo), lo que sugiere que las picaduras de Lu. longipalpis podrian inducir respuestas de tipo Th1 y Th2 en los seres
humanos. Cabe sefalar que la proteina salival de P. papatasti (SP15) responsable de la respuesta de DTH en
ratones es altamente homologa a la proteina SL1 presente en la saliva de Lu. longipalpis (Charlab et al., Proc Natl
Acad Sci USA 96:15155— 60, 1999). Sin pretender vincularse a una teoria, los resultados presentados en el
presente sugieren que una respuesta combinada anti-saliva tanto con componentes Th1 como Th2 puede ayudar a
establecer una respuesta inmune anti-Leishmania.
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Ejemplo 4
Vacunacion de ADN en ratones

Para la inmunizacion genética, se compraron ratones Swiss Webster a Taconi Farms. Los ratones se mantuvieron
en el centro de cuidado de animales NIAED en condiciones libres de patdgenos. Se inocularon en la oreja derecha
de los ratones 30 ug del plasmido que codifica el ADNc seleccionado de Lu. longipalpis suspendidos en 5 ul de PBS.
Cada grupo recibe una dosis de refuerzo dos semanas mas tarde utilizando el mismo régimen. A los ratones se les
inyect6 en la oreja izquierda un homogenato de glandulas salivares de Lu. longipalpis para medir la respuesta de
hipersensibilidad tardia (DTH) 24 horas después de la inyeccion, valorando el grosor y el enrojecimiento de la oreja
(++: al menos 2 ratones con una buena respuesta de DTH, +++ : al menos tres ratones con una buena respuesta de
DTH).

Tabla 2
Respuesta de DTH en ratones
ADNCc de glandula salival de Lutzomyia longipalpis | Respuesta de DTH (grosor y enrojecimiento)
PLJS201 -
pLJM19 ++
pLJLO1 -
pLJMO6 -
PLJL15 +++
pLJMII -
PLJM17 4-H-
pLJLII -
PL3L08 ++
pLJL18 +H
PUS142 -
PLJL13 -
PLJL34 ++
pLJMIII +++
pLJL17 +++
pLJM04 -
pLJL23 ++
* Respuesta de hipersensibilidad tardia (DTH) inducida mediante inyeccién de un homogenato de
glandulas salivales en la oreja de los ratones (grupo de tres) previamente inmunizados con la vacuna de
ADN salival. Los ratones fueron previamente sensibilizados con plasmidos de ADN especificos en dos
ocasiones a intervalos de dos semanas y posteriormente se les inyecté el homogenato de glandulas
salivales del flebotomo Lutzomyia longipalpis. La respuesta de DTH se midié (grosor y enrojecimiento de
la oreja) 24 horas después de la inyeccion del homogenato de glandulas salivales. (++= al menos dos
ratones tuvieron una buena respuesta de DTH, +++ al menos tres ratones tuvieron una buena respuesta
de DTH).
Ejemplo 5

Producciéon de una respuesta inmune en perros

En un primer experimento, la reaccion de DTH (hipersensibilidad tardia) se realiza en perros con una inmunidad
natural frente a la leishmaniasis, con el fin de determinar qué proteinas salivales de Lu. longipalpis son reconocidas
por una respuesta inmune de proteccién. Estos perros con inmunidad natural sobrevivieron sin sintomas después de
dos afios de exposicion en una regidon endémica. En un segundo experimento, se inmuniza a perros que no habian
recibido tratamiento previo con la proteina de las glandulas salivales de Lu. longipalpis expresada por un plasmido,
con el fin de evaluar la capacidad de inducir una respuesta inmune celular medida por la DTH.

Doce perros de aproximadamente tres afios de edad con inmunidad natural contra la Leishmaniasis reciben una
inyeccion por via intradérmica (ID) en el lomo, después de afeitar la zona, con 100 pug de cada plasmido individual
suspendido en 100 pg de PBS. Cada plasmido se inyecta en un punto diferente. Estos puntos estan separados por
al menos 3 cm, con el fin de evitar interferencias entre las respuestas de DTH. El control negativo (100 pg de
solucién tampdn) se inocula también por via ID.

La respuesta de DTH se valora 72 horas después de la inyeccion, midiendo el aumento de diametro de la zona de
tumefaccién de la piel. Los resultados se expresan como el valor medio de la zona de tumefaccion para todos los
perros y en forma de un porcentaje de los perros que presentan una respuesta de DTH positiva. Una DTH positiva
es un diametro de la zona de tumefaccion mayor o igual a 4 mm a las 72 horas de la inyeccion.
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En un segundo estudio, 10 perros sin tratamiento previo, de entre 4 y 6 meses de edad, son inmunizados mediante
una inyeccion ID en 10 puntos (100 pl por punto) en la oreja derecha con un conjunto de los plasmidos que codifican
un polipéptido de Lu. longipalpis, 100 ul para cada uno suspendidos en 100 pl de PBS. El dia 21 los perros reciben
una inyeccion en 10 puntos (100 pl por punto) de la oreja izquierda y en 10 puntos (100 ul por punto) del abdomen,
con un conjunto de plasmidos, 100 pl para cada uno suspendidos en 2000 uyl de PBS. Todos los perros son
expuestos el dia 35 a una inoculacion por via ID en el lomo (tras afeitar la zona) a 100 ul de cada plasmido individual
suspendido en 100 pl de PBS. Cada plasmido se inyecta en un punto diferente. Los puntos estan separados al
menos por 3 cm para evitar interferencias. Como control negativo, se inoculan 100 yl de solucién tampon por via
intradérmica. La respuesta a la DTH se valora 72 horas después de esta exposiciéon, midiendo el aumento de
diametro de la zona de tumefaccion de la piel. Los resultados se expresan como el valor medio de la zona de
tumefaccion para todos los perros y en forma de un porcentaje de los perros que presentan una respuesta de DTH
positiva. Una DTH positiva es un diametro de la zona de tumefaccion mayor o igual a 4 mm a las 72 horas de la
inyeccion.

Los resultados de este estudio demuestran que los plasmidos pueden inducir una inmunidad celular en los perros
después de la inyeccion, una inmunidad celular puesta de manifiesto por una respuesta de DTH. La variacion del
nivel de respuesta de DTH puede darse por la variacién de la expresion del elemento insertado.

Resultara evidente que los métodos y datos concretos descritos se pueden variar o modificar sin desviarse del
contenido de la divulgacion descrita. Reivindicamos todas las modificaciones y variaciones que se enmarcan en el
ambito de aplicacién y el contenido de las reivindicaciones siguientes.

La invencion incluye asimismo el asunto objeto de las reivindicaciones del documento W02004/039958, del que se
deriva la presente solicitud, y cuyo contenido se reproduce mas adelante en forma de parrafos numerados.

Parrafo 1 Un polipéptido salival sustancialmente purificado de Lu. longipalpis .
Parrafo 2 El polipéptido del Parrafo 1, donde el polipéptido comprende

a) una secuencia de aminoacidos al menos un 80% idéntica a una secuencia de aminoacidos presentada como
SEC. ID. N° 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°:
17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC.
ID. N°: 33, SEC. ID. N° 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49,
SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N° 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID.
N°: 65 o SEC. ID. N°: 67

b) una variante conservadora de la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N° 3, SEC. ID.
N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC.
ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N° 33, SEC. ID. N°: 35,
SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID.
N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67;
c) Aun fragmento inmunogénico que comprende al menos ocho aminoacidos consecutivos de la secuencia de
aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13,
SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID.
N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N° 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45,
SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N° 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID.
N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o0 SEC. ID. N°: 67, que se une especificamente a un anticuerpo que se
une especificamente a la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID.
N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC.
ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N° 35, SEC. ID. N°: 41,
SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID.
N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67, respectivamente;
o]

d) la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9,
SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID.
N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N° 41, SEC. ID. N°: 43,
SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID.
N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N° 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N° 67, y donde la administracion del
polipéptido a un sujeto produce una respuesta inmunolégica a Lu. longipalpis.

Parrafo 3. El polipéptido de Lu. longipalpis del Parrafo 2, donde el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°
13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID.
N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC.
ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N° 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61,
SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o0 SEC. ID. N°: 67, o una variante conservadora del mismo.
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Parrafo 4. El polipéptido de Lu. longipalpis del Parrafo 3, donde el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC.
ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N° 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29,
SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°:
47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID.
N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67.

Parrafo 5. Un fragmento antigénico del polipéptido del Parrafo 4.

Parrafo 6. El polipéptido del Parrafo 1, donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacido al menos un
80% idéntico a la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°; 5, SEC. ID. N°: 7, SEC.
ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N° 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC.
ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43,
SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°:
59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o0 SEC. ID. N°: 67.

Parrafo 7. Un acido nucleico aislado que codifica el polipéptido del Parrafo 1.

Parrafo 8. El acido nucleico del Parrafo 7, donde el acido nucleico comprende una secuencia como la presentada
como SEC. ID. N°: 4, SEC. ID. N°: 6, SEC. ID. N°: 8, SEC. ID. N°;: 10, SEC. ID. N°: 14, SEC. ID. N°: 16, SEC. ID. N°:
18, SEC. ID. N°: 20, SEC. ID. N°: 22, SEC. ID. N°: 26, SEC. ID. N°: 28, SEC. ID. N°: 30, SEC. ID. N°: 32, SEC. ID.
N°: 34, SEC. ID. N°: 36, SEC. ID. N°: 42, SEC. ID. N°: 44, SEC. ID. N°: 46, SEC. ID. N°: 48, SEC. ID. N°: 50, SEC.
ID. N°: 52, SEC. ID. N°: 54, SEC. ID. N°: 56, SEC. ID. N°: 58, SEC. ID. N°: 62, SEC. ID. N°: 64, SEC. ID. N°: 66 o
SEC. ID. N°: 68, o una variante degenerada de la misma.

Parrafo 9. El acido nucleico del Parrafo 7, donde el acido nucleico comprende una secuencia como la presentada
como SEC. ID. N°: 4, SEC. ID. N°: 6, SEC. ID. N°: 8, SEC. ID. N°: 10, SEC. ID. N°: 14, SEC. ID. N°: 16, SEC. ID. N°:
18, SEC. ID. N°: 20, SEC. ID. N°: 22, SEC. ID. N°: 26, SEC. ID. N°: 28, SEC. ID. N°: 30, SEC. ID. N°: 32, SEC. ID.
N°: 34, SEC. ID. N°: 36, SEC. ID. N°: 42, SEC. ID. N°: 44, SEC. ID. N° 46, SEC. ID. N° 48, SEC. ID. N°: 50, SEC. ID.
N°: 52, SEC. ID. N°: 54, SEC. ID. N°: 56, SEC. ID. N°: 58, SEC. ID. N°: 62, SEC. ID. N°: 64, SEC. ID. N°: 66 o SEC.
ID. N°: 68.

Parrafo 10. El 4cido nucleico del Parrafo 7, donde el acido nucleico codifica una secuencia de aminoacido al menos
un 80% idéntica a la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 4, SEC. ID. N°: 6, SEC. ID. N°: 8, SEC.
ID. N° 10, SEC. ID. N°: 14, SEC. ID. N°: 16, SEC. ID. N°: 18, SEC. ID. N°: 20, SEC. ID. N°: 22, SEC. ID. N°; 26, SEC.
ID. N°: 28, SEC. ID. N°: 30, SEC. ID. N°: 32, SEC. ID. N° 34, SEC. ID. N°: 36, SEC. ID. N°: 42, SEC. ID. N°: 44, SEC.
ID. N°: 46, SEC. ID. N°: 48, SEC. ID. N° 50, SEC. ID. N°: 52, SEC. ID. N°: 54, SEC. ID. N°: 56, SEC. ID. N°; 58, SEC.
ID. N° 62, SEC. ID. N°: 64, SEC. ID. N°: 66 o SEC. ID. N°: 68.

Parrafo 11. El acido nucleico del Parrafo 7, operativamente unido a una secuencia de control de la expresion.
Parrafo 12. El acido nucleico del Parrafo 11, donde la secuencia de control de la expresién es un promotor.

Parrafo 13. El acido nucleico del Parrafo 12, donde el promotor es un promotor inducible o constitutivo.

Parrafo 14. El acido nucleico del Parrafo 13, donde el promotor es un promotor de citomegalovirus.

Parrafo 15. Un vector que comprende el acido nucleico del Parrafo 7.

Parrafo 16. El vector del Parrafo 15, donde el vector es un plasmido.

Parrafo 17. El vector del Parrafo 15, donde el vector es un vector viral.

Parrafo 18. Una célula huésped transformada con el vector del Parrafo 15.

Parrafo 19. Un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido del Parrafo 1.

Parrafo 20. El anticuerpo del Parrafo 19, donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

Parrafo 21. El anticuerpo del Parrafo 20, que comprende una etiqueta detectable.

Parrafo 22. El anticuerpo del Parrafo 21, donde la etiqueta es una etiqueta fluorescente, enzimatica o radiactiva.

Parrafo 23. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido del Parrafo 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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Parrafo 24. Una composicion farmacéutica que comprende el acido nucleico del Parrafo 7 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Parrafo 25. Un método para inducir una respuesta inmune a un polipéptido de Ln. longipalpis en un sujeto, que
consiste en:

administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de:

a) una secuencia de aminoacido al menos un 80% idéntica a una secuencia de aminoacido presentada como
SEC. ID. N° 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°:
17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC.
ID. N°: 33, SEC. ID. N° 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49,
SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID.
N°: 65 o SEC. ID. N°: 67;

b) una variante conservadora de la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N° 3,
SEC. ID. N° 5, SEC. ID. N° 7, SEC. ID. N° 9, SEC. ID. N° 13, SEC. ID. N° 15, SEC. ID. N° 17,
SEC. ID. N°% 19, SEC. ID. N°% 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N° 27, SEC. ID. N° 29, SEC. ID. N°
31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID.

N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61,
SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67;

c) un fragmento inmunogénico que comprende al menos ocho aminoacidos consecutivos de
la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9,
SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID.
N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N° 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43,
SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID.
N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65, o SEC. ID. N° 67, que se une especificamente a un
anticuerpo que se une especificamente a la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC.
ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19,
SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID.
N°: 35, SEC. ID. N° 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N° 49, SEC. ID. N°: 51,
SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N° 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID.
N°: 67, respectivamente; o

d) la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9,
SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID.
N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N° 41, SEC. ID. N°: 43,
SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N° 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID.
N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67; o

(e) un polinucledtido que codifica el polipéptido presentado en las letras a), b), ¢) o d), induciendo asi la
respuesta inmune al polipéptido de Lu. longipalpis en un sujeto.

Parrafo 26. El método del Parrafo 25, donde la respuesta inmune es una respuesta de linfocitos T.
Parrafo 27. El método del Parrafo 25, donde la respuesta inmune es una respuesta de linfocitos B.
Parrafo 28. El método del Parrafo 25, donde el sujeto es un sujeto veterinario no humano.

Parrafo 29. El método del Parrafo 25, donde el sujeto es un perro.

Parrafo 30. El método del Parrafo 25, donde el sujeto es un ser humano.

Parrafo 31. Un método para inhibir un sintoma de una infeccién por Leishmania o para prevenir una infecciéon por
Leishmania en un sujeto, que comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de:

a) una secuencia de aminoacido al menos un 80% idéntica a la secuencia de aminoacido presentada como
SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°:
17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC.
ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N° 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49,
SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID.
N°: 65 o SEC. ID. N°: 67;

b) una variante conservadora de la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5,
SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°:
21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC.
ID. N°: 41, SEC. ID. N° 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53,
SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67;

c) un fragmento inmunogénico que comprende al menos ocho aminoacidos consecutivos de la secuencia de
aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13,
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SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID.
N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N° 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45,
SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID.
N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67, que se une especificamente a un anticuerpo que se
une especificamente a la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID.
N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC.
ID. N°: 25, SEC. ID. N°; 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N° 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41,
SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID.
N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N° 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67, respectivamente; o
d) la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC. ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9,
SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19, SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N°: 25, SEC. ID.
N° 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID. N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43,
SEC. ID. N° 45, SEC. ID. N° 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N°: 51, SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N° 55, SEC. ID. N°:
59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°: 65 o SEC. ID. N°: 67; 0

(e) un polinucledtido que codifica el polipéptido presentado en las letras a), b), c) o d), inhibiendo asi el sintoma
de la infeccién por Leishmania o previniendo la infecciéon por Leishmania .

Parrafo 32. Uso de una composicién que comprende el polipéptido del Parrafo 1 o un acido nucleico que codifica el
polipéptido del Parrafo 1 para la fabricacién de un medicamento.

Parrafo 33. Uso de la composicion del Parrafo 32, conjuntamente con una composicion que comprende un
polipéptido de P. ariasi o P. perniciosus para la fabricacion de un medicamento.

Parrafo 34. Un método para diagnosticar la infeccion por Leishmania en un sujeto, que consiste en:

poner en contacto un sustrato sélido que comprende al menos tres, seis o diez polipéptidos, donde cada uno
de los polipéptidos comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 3, SEC.
ID. N°: 5, SEC. ID. N°: 7, SEC. ID. N°: 9, SEC. ID. N°: 13, SEC. ID. N°: 15, SEC. ID. N°: 17, SEC. ID. N°: 19,
SEC. ID. N°: 21, SEC. ID. N° 25, SEC. ID. N°: 27, SEC. ID. N°: 29, SEC. ID. N°: 31, SEC. ID. N°: 33, SEC. ID.
N°: 35, SEC. ID. N°: 41, SEC. ID. N°: 43, SEC. ID. N°: 45, SEC. ID. N°: 47, SEC. ID. N°: 49, SEC. ID. N° 51,
SEC. ID. N°: 53, SEC. ID. N°: 55, SEC. ID. N°: 59, SEC. ID. N°: 61, SEC. ID. N°: 63, SEC. ID. N°65 o SEC. ID.
N°: 67, o un fragmento inmunogénico de la misma;

poner en contacto el sustrato sélido con una muestra obtenida del sujeto, y detectar la unién de un componente de la
muestra al menos a un polipéptido en el sustrato sélido, donde la deteccién de la unién del componente al sustrato
indica que el sujeto esta infectado por Leishmania,

diagnosticando asi la infeccién por Leishmania en el sujeto.

Parrafo 35. El método del parrafo 34, donde uno de los al menos tres polipéptidos comprende una secuencia de
aminoacido como la presentada como SEC. ID. N° 1, donde otro de los al menos tres polipéptidos comprende una
secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N° 23, y donde otro mas de los al menos tres
polipéptidos comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 39.

Parrafo 36. El método del Parrafo 34, donde el sustrato sélido comprende al menos seis polipéptidos, donde un
primer polipéptido comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 3, donde un
segundo polipéptido comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 11, donde un
tercer polipéptido comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 19, donde un
cuarto polipéptido comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N° 29, donde un
quinto polipéptido comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 55, y donde un
sexto polipéptido comprende una secuencia de aminoacido como la presentada como SEC. ID. N°: 59.

Parrafo 37. El método del Parrafo 34, donde el sustrato sélido comprende una perla, una particula, una membrana o
una placa de poliestireno.

Parrafo 38. El método del Parrafo 34, donde la deteccidén consiste en poner en contacto el componente unido al
sustrato sélido con un anticuerpo secundario etiquetado.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> EL GOBIERNO DE LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA REPRESENTADO POR EL SECRETARIO DEL
DEPARTAMENTO DE SALUD Y SERVICIOS HUMANOS Valenzuela, Jesus G. Ribeiro, Jose M.c. Barral, Aldina,

Netto, Manoel Brodskyn, Claudia Gomes, Regis

<120> POLIPEPTIDOS DE LUTZOMYIA LONGIPALPIS Y METODOS DE USO
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<130> 4239-67028

<150> US 60/422,303
<151> 29-10-2002

<160> 73

<170> Version de la patente 3. 2
<210> 1

<211> 271

<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 1

Met Leu GIn Ile Lys
1 5

val Asn Ala Gln Ser
20

Gly val Glu Arg Pro
35

Glu Thr Cys Ser Gly
50

Gin Asn Leu Leu Val
65

Arg Gly Ala val Pro
85

Lys Trp Asn Asp Glu
100

Cys Lys Phe Ala His
115

Ala Gly Gln Asn Leu

Leu Asn Tyr val Leu
145

His

Asn

His

Asp

Leu

Asp

ES 2447 843 T3

Leu

Tyr

Ile

Ala

55

Met

Phe

Ala

Lys

Gln

135

Asn

Leu

Cys

Gly

40

Glu

His

Ala

Lys

Cys

Met

Leu

Ile

Asn

Pro

Leu

105

Arg

Met

Thr

60

Phe

10

Gln

Lys

val

Arg

Ala

90

Ala

Ala

Ser

Arg

val

Glu

Asn

Lys

Leu

75

Ala

Glu

Ile

Tyr

Glu
155

Gly

Ser

Ser

Met

60

Arg

Lys

Tyr

Asp

Pro

140

Trp

Leu

Cys

Gly

45

Asp

Asp

Met

Asn

val

125

Thr

Phe

Leu

Ser

30

Asp

Lys

Arg

Pro

val

110

Cys

His

Trp

val

15

Ser

Phe

Lys

Phe

Met

95

Arg

Pro

Arg

Glu

val

Gly

Ser

Lys

Ala

80

Leu

Thr

Tyr

Asp

Tyr



10

Arg Trp

Lys Asp

Thr Asp

Phe Lys

210

Lys Glu

225

Lys Lys

val Asp

<210> 2
<211> 905
<212> ADN

Asn

Arg

Cys

Pro

Lys

Lys

val

Thr

Ile

Gly

Thr
260

Gln

165

Gln

Gly

Leu

Tyr

Pro

245

Pro

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 2

ES 2447 843 T3

Ser Gln

Ile Gly
Ala

Cys

Ala
215

Leu

Thr GIn

230

val Tyr

Asp val

Leu

His

Ile

200

Cys

Gly

Lys

Leu

agttgtggag
tgggattgct
cgggaggtgt
gctccggaga
tgcacaatcg
cgaaaatgcc
gaacgtgcaa
agaatctagc
atctcacaag
acgtgggtgg
agaaaacaga
agaccctcct
agggaaaacc
gtgatccttc
aatgattatt

daaaa

cttttggtca
cgtggttgtt
tgagagaccc
tgcagaaatt
cctgagagat
aatgcttaaa
atttgcccac
tcaaatgatg
ggaatggttc
tcctgggaaa
caaagttgga
agcttgcaac
ttgttcacag
ggagaaggtt

aagctcactt

ttttacgtga
aatgcacaga
catattgggt
gttaagatgg
agatttgctc
tggaacgatg
gataaatgcc
tcctatccta
tgggagtaca
gacaacaaac
tgcgctatag
tactgctaca
tgtcagagca
gatccaactc

caaatgtttc

<210>3
<211> 159

Asn
170

AsSp

Phe Thr

185

Ala Arg

Asn

Tyr

Lys Pro

Tyr

Phe

Cys

Cys

val Gly

Phe val

Thr Asn

205

Tyr Thr

220

Ser Gln

235

Leu
250

Asn

Gln

tgttgcaaat
gcaattactg
gcaaaaactc
acaagaagaa
gtggtgcagt
aactggccaa
gcgcaattga
cccatcgaga
gatgggctaa
aaattggaca
ctcgatttac
cgaatatgat
aaaagtgtgg
ctgatgtcct

caatccaaaa

61

Cys

Trp

Asp Pro

Lys His

taaacatctt
caaacaggaa
tggagatttt
gcagaacctc
gccaggtttt
attggcagag
tgtctgcccc
tctaaactat
gcaatctcag
tttcacagct
aaatgagcac
gaaggagagg
gccagtctac
taagcaatgg

daaaadaaaaaa

Gly

His

190

Glu

Asn

Cys

Ser

Pro
175

Glu

Met

Gln

Glu

Lys

Gly

Lys

Asn

Met

Ser

240

Lys

ctgatttttg
tcgtgctcat
tccgaaactt
cttgtgaaaa
gcaccagctg
tacaacgtga
tatgctggac
gttcttaaga
cttgataatt
tttgtgcatg
aattttaagg
atctacacgc
aagaacctgt
aagcatggaa

adadaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
905
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62

<212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 3
Met Leu Leu Arg Ser Leu Phe val Leu Phe Leu Ile Phe Leu Thr Phe
1 5 10 15
Cys Asn Ala Glu Glu Glu Leu Ile Glu Arg Lys Leu Thr Gly Lys Thr
20 25 30
Ile Tyr Ile Ser Thr Ile Lys Leu Pro Trp Phe Gln Ala Leu Asn His
35 40 45
Cys val Lys Asn Gly Tyr Thr Met val Ser Ile Lys Thr phe Glu Glu
50 55 60
Asn Lys Glu Leu Leu Lys Glu Leu Lys Arg val Ile Arg Thr Glu Asp
65 70 75 80
Thr GIn val Trp Ile Gly Gly Leu Lys His His Gln Phe Ala Asn Phe
85 90 95
Arg Trp val Ser Asp Gly Ser His val Ala Thr Ala Ser Gly Tyr Thr
100 105 110
Asn Trp Ala Pro Gly Glu Pro Ala Asp Ser Phe Tyr Tyr Asp Gln Phe
115 120 125
Cys Met Ala Met Leu Phe Arg Lys Asp Gly Ala Pro Trp Asp Asp Leu
130 135 140
Asn Cys Trp val Lys Asn Leu Phe val Cys Glu Lys Arg Asp Asp
145 150 155
<210>4
<211> 617
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 4
ttttgagaaa aacatttcct tgtgagttaa atagttggta aattaaatca agagaatgtt 60
gcttcgttce ttgtttgttc tttttctaat tttcttaaca ttctgcaacg ctgaggaaga 120
acttattgag agaaagttaa caggaaaaac gatctatatc tcaacaataa agcttccgtg 180
gttccaagct cttaatcatt gtgttaaaaa tggctacaca atggtgtcaa ttaagacatt 240
tgaagagaat aaagaactcc ttaaagaact caaaagggtg attaggacag aagatacaca 300
agtttggatt ggaggcctca aacatcatca atttgcaaac tttcgttggg taagcgatgg 360
aagccacgta gcaacagctt cagggtacac caattgggcc ccaggggagc cagctgattc 420
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cttctattac gatcaatttt gcatggcgat gttgttcaga aaagacggcg ctccgtggga 480
tgatttgaat tgttgggtta agaatctttt tgtttgtgag aaacgagatg attgagaggc 540

tatttttgtt atctcaccgt tttgttgaat aaaaaagaag aagaaagaca aaaaaaaaaa 600
aaaaaaaaaa aaaaaaa 617
<210> 5
<211> 304
<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 5
Met Lys Leu Leu GIn Ile Ile Phe Ser Leu Phe Leu Val Phe Phe Pro
1 5 10 15

Thr Ser Asn Gly Ala Leu Thr Gly Asn Glu Ser Ala Ala Asn Ala Ala
20 25 30

Pro Leu Pro val val Leu Trp His Gly Met Gly Asp Ser Cys Cys Phe
35 40 45

Pro Phe Ser Leu Gly Ser Ile Lys Lys Leu Ile Glu Gln Gln Ile Pro
50 55 60

Gly Ile His val val Ser Leu Lys Ile Gly Lys Ser Leu Ile Glu Asp
65 70 75 80

Tyr Glu Ser Gly Phe Phe val His Pro Asp Lys GIn Ile Gin Glu val
85 90 95

Cys Glu Ser Leu GIn Asn Asp Leu Thr Leu Ala Asn Gly Phe Asn Ala
100 105 110

ITe Gly Phe Ser GIn Gly Ser Gln Phe Leu Arg Gly Leu val Glin Arg
115 120 125

Cys Ser Ser Ile GIn val Arg Asn Leu Ile Ser Ile Gly Gly Gln His
130 135 140

Gln Gly val Phe Gly Leu Pro Tyr Cys Pro Ser Leu Ser Arg Lys Thr
145 150 155 160

Cys Glu Tyr Phe Arg Lys Leu Leu Asn Tyr Ala Ala Tyr Glu Lys Trp
165 170 175

val Gln Lys Leu Leu val GIn Ala Thr Tyr Trp His Asp Pro Leu Asn
180 185 190

Glu Asp Ala Tyr Arg Thr Gly Ser Thr Phe Leu Ala Asp Ile Asn Asn
195 200 205

63
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Glu Gln Ile Asn Asn Asp Tyr Ile Ash Asn Ile Arg Lys Leu Asn
2

Arg
210 215

Arg Phe val Met val Lys Phe Leu Asn Asp Ser Met val Gln Pro Ile
225 230 235 240

Glu Ser Ser Phe Phe Gly Phe Tyr Ala Pro Gly Thr Asp Thr Glu val
245 250 255

Leu Pro Leu Lys GIn Ser Lys Ile Tyr Leu Glu Asp Arg Leu Gly Leu
260 265 270

Gln Ser val Pro Ile Asp Tyr Leu Glu Cys Gly Gly Asp His Leu GIn
275 280 285

Phe Thr Lys Glu Trp Phe Ile Lys Phe Ile Ile Pro Tyr Leu Lys Gln
290 295 300

<210>6

<211> 1273

<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 6

64



tacttcgtac
ttaacaaaat
attttatgtg
cacgctcagt
ctctcttect
caaatgcagc
ccttcagttt
ttagcctgaa
cagacaagca
gattcaatgc
gttcttctat
gtctgcccta
attatgcagc
atcctctaaa
agagacaaat
taaagttcct
ctccaggaac
gtttgggact

ttacaaaaga

gtaattgatt
atgaaaaaat

daaaaaaaaaa

<210>7
<211>102
<212> PRT

tctcagaatt
tgctccattt
cagtttttac
agcatcttca
ggtctttttc
tcccttgect
gggaagcata
aattggaaag
aattcaggaa
aattggattt
acaagtaagg
ttgtcctteg
ttatgaaaaa
tgaggatgca
caataatgac
caacgacagc
tgatacagaa
tcaatcagta

atggttcata

aaaaaatgtt
atacaaaaga

aaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 7

ES 2447 843 T3

tcttacaagt
tttcgttttc
taaaaatccc
aggtggtaag
ccgacctcaa
gtcgtcctgt
aaaaaattaa
tctctcattg

gtttgtgagt

tctcagggta.

aatctcattt
ttgagcagaa
tgggtacaga
tatcggactg
tatattaata
atggttcagc
gttctcccat
ccgatagatt

aagtttatca

aaccatttca

aataaatttt

tccttrttct
tgaatattct
ttatcagcaa
aaaaaatgaa
atggggccct
ggcacgggat
ttgaacaaca
aggactatga
cacttcagaa
gtcagttcct
ccattggagg
agacttgcga
aactcctagt
gaagcacttt
atattcggaa
caattgaatc
taaaacaaag
atctagaatg

taccctatct

ggatgattgg
tatattgatc

65

cttaactttt
gttgaaattt
cccggtgtct
actcctgcaa
gaccggaaat
gggcgattct
aattcctggg
aagtggattt
cgatctaaca
gcgaggtctt
acagcatcaa
atactttaga
tcaagccacc
ccttgctgat
gctaaatcgt
tagtttcttt
caagatttat
cggaggagat

gaagcaataa

gtgacccctt

ccacCaaadaaa

aaagttttat
tgattaatct
acagttttgt
atcatcttct
gaaagtgcag
tgctgctttc
attcatgttg
tttgttcatc
ctcgcaaatg
gtgcaacgat
ggggtttttg
aagctcctga
tactggcatg
ataaataatg
tttgtgatgg
ggattctacg
ttggaagatc
catttgcaat

gagctgcaat

aaaaatataa

adaaaaaaada

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

1020
1080
1140

1200
1260
1273



10

15

Met Arg

Cys Ala

Arg Glu

Phe

Pro
65

Asp Lys

Asn Thr
<210> 8

<211> 466
<212> ADN

Asn

Trp

Phe

Thr

val

Phe

Pro
20

Arg Gly

Leu Thr

Gly Lys

Glu Asp

85

Glu Glu

100

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 8
ggatcggcca

ctgtagtcag
ataatgaaga
tcaaaaatgg
ctggatttgg
ataccagtgg
ggcgcaaata
ttaaaccttt
<210>9

<211> 247
<212> PRT

ttatggccgg
tttagccgtt
agttggaaag
atttaaggag
taaaaagcct
atctaaggac
gctattttca

cgaaaccaaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 9

val

Asn

Leu

Lys

ES 2447 843 T3

val Ser

Ala Glu

Lys Asp

40

Asp Phe

55

Pro Glu

ser Gly

Ser

ggcagttaat
gctgtcctge
gcgagagaaa
ctgacaaagg
gaatctggaa
gaccaatcaa
aagtggcgaa

ddaaadaaaa

Ala val

10

Leu

Asp Asn Glu

25

Ala Met Glu

Lys Leu Pro

Gly Ser

75

Ser

Ser ASp

Cgccacaatt
tcttctgtgce
aaagaggctt
actttaaact
gttctgaaga
aggataatac
tgtttctttc

aadaaaaaaa

66

Ala val

Glu val

30

Phe
45

His

Ser Leu

60

Ser Glu

Asp GlIn

taataaaatg
atggcctata
aaaagacgca
tccaagcectt
ttctggagat
ggtcgaagaa
tttatctgaa

daaaaaad

Leu

Gly

Lys

Pro

ASp

Ser

Leu Phe

15

Lys
Asn Gly
Leu

Ser

Gly
80

Ser

Asp

aggaactttg
aatgcggaag
atggaacact
ccaagtcttc
aaaactgagg
tcttaagaaa

ataaatattt

60
120
180
240
300
360
420
466



Met Asn

Gly Tyr

Tyr Arg

Trp Arg

50

Lys Cys

Phe Lys

val Pro

Cys Lys

Met Asp

Glu Tyr

Met Tyr

Ser Ash

Glu Ala
210

Leu Glu
225

Asp Glu

<210>10
<211> 955
<212> ADN

Phe

Ser

Ser

35

Lys

val

Ile

Ala

Ala

115

Phe

Ser

Cys

Tyr

Leu

195

Lys

Asn

Phe

Leu

Trp

20

Cys

Phe

Trp

Asp

Arg

Lys

Lys

Tyr

Pro

Ser

Ala

Ser

Leu

Gln

Gln

Glu

Thr

val

85

Leu

Tyr

Asn

Asn

Asn

165

Arg

Asp

Ala

Asp

Gly

<213> Lutzomyia longipalpis

Lys

Asp

Lys

Leu

Arg

70

Ile

Asp

Asp

Ala

Pro

150

Lys

Leu

Tyr

Asn

Ile

val

Asn

Pro

55

Leu

Thr

Gln

Lys

Tyr

ASp

Asp

Ile

Pro

Glu

215

Ser

Tyr

ES 2447 843 T3

Phe

Arg

Pro

40

Asp

Gly

Lys

Glu

Ser

120

Tyr

val

Asp

Asp

Glu

200

Cys

Ala

ser

Asn

25

Glu

Asp

Ala

Gln

Leu

105

Met

Ala

LysS

Gly

Glu

185

Asp

Lys

Leu

Leu

10

Ala

Asp

Glu

Tyr

Phe

90

Gly

Lys

Thr

Pro

170

Asp

Lys

Ser

Asp

67

Leu

Asp

Lys

Lys

Asn

75

Asn

Gly

Phe

Tyr

Lys

Cys

Asn

Leu

Ser

Ala
235

Cys

Gln

Asp

Thr

60

Glu

Glu

Ser

Phe

Lys

Leu

Glu

val

220

Ser

Leu

Thr

His

45

His

Asn

Arg

Thr

Lys

125

Thr

His

val

Glu

205

Ile

Leu

Cys

Leu

30

val

Cys

Glu

Gly

Asp

110

Ser

Ser

Lys

Ser

Ile

190

Cys

TYyr

Asn

Gly

15

Trp

Pro

Tyr

Asn

Leu

95

Gly

His

Asp

val

Cys

175

Pro

Arg

Gln

Ile

Leu

Ala

Glin

val

val

80

Thr

Phe

Glu

Ser

160

Ser

Phe

Asn

Cys

Leu
240



10

<400> 10

acttaaagat
tctctgtgga
gtatagatcg
cgaattaccc
agcttacaat
acgtggccta
ttgcaaagca
gaatgcttac
aaaaccgaaa
acattcctgc
cagcaactta
cgcaaatgag
tttagacgcg
taaaaaactt
tttaacctat
aacctcttca
<210> 11

<211> 325
<212> PRT

ttttgtttaa
ctggggtatt
tgccaaaaga
gacgatgaaa
gaaaatgaaa
gaagttccgg
gtttacgata
tacgcaactt
ggaacaaaag
agtatgtact
cctgactatc
tgcaaatcat
tctttgaata
aggccaacct
tgtcccacta

aaataaacaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 11

1

Gly val

Leu Ile

35

Phe Asn

50

Asp Gln

65

Arg Tyr

Met Phe Leu Lys grp
Ser
Ala
Ser
Tyr

Gly

Gln Ala

20

Asp Met

val

Leu

Ile Tyr

val

Ala

Asp

Lys

val

ES 2447 843 T3

gcaaaatgaa
catggcagga
atcctgaaga
agactcattg
atgttttcaa
ctggacttga
aatccatgaa
atgacggttc
tttccgaata
actaccgctt
ccgaagataa
ctgttatcta
tactcgatga
atgattcgaa
ggaagaaaaa

ttttcaaaaa

val Cys

Pro Pro

Lys

Ile
55

Asp

Arg Ser

70

Phe Lys

Gly

Arg Gly

cttcttgttg
tgtgagaaat
taaggatcac
ctacgtcaag
aattgatgtc
tcaagaattg
gttcttcaaa
tgatgaatqgg
ctgcaaaaat
aatcgatgaa
gctcgaggaa
tcagtgtttg
gttttctgga
cttacgattt
tccatatttg

dadaaaaaaa

Phe
10

Ala

Gly val Glu

25

Ser Ile

Glu Leu Arg

Arg val Lys

Ala Glu Leu

90

68

Ala

Ala

daaattttct
gccgatcaaa
gtacctcaat
tgcgtatgga
attactaagc
ggtggttcta
tctcatttta
tttagcaaga
aaagatgatg
gacaacttag
tgcaggaatg
gaaaatgcgg
agatattaaa
tgaacttgaa
gtgatgttaa

aaaaadaaaa

Thr val

Trp Tyr

30

Ser Asp

45

His
60

Asn

Lys Pro val

Ser Glu

Phe

His

Lys

Thr

Ile

ctttgctctg
ccctetgggc
ggaggaagtt
cgcgtttggg
aatttaatga
cagatggaac
tggactttag
accctgatgt
gagattgcaa
ttattccgtt
aagccaagtc
ataagtcagc
acaaactgga
attcatgtgc
actatttttg

daaaaa

Leu val

15

Phe Gly

Thr Thr
Thr

Lys

Thr
80

Ser

val val

95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
955



Phe Asn

Arg Ile

Ala Asp

Lys Asp
145

Ser Ser

His Asp

Pro Asn

Lys GlIn
210

Gln Glu
225

Glu Asn

Asn Leu

Asn Glu

Lys Thr
290

Glu Lys
305

Gly Ile

<210>12
<211>1071
<212> ADN

Asn

Lys

© 100

Thr

115

Gly

Asp

Leu

Trp

Trp

Leu

Phe

Ala

Arg

Trp

Glu

Lys

Lys

Gln

Thr

Trp

Thr

180

Phe

val

Glu

Asn

Ser

260

Leu

Ala

Leu

Lys

Leu

Asp

Arg

Ile

val

165

Asp

val

Phe

Glu

Asp

245

Gly

Leu

val

Tyr

Asn
325

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 12

Tyr

Gly

Pro

Tyr

150

Lys

Lys

Trp

Met

Phe

Ala

val

310

Thr

Lys

Lys

Tyr

His

Pro

215

Thr

Gln

Ser

Leu

Met

295

Glu

ES 2447 843 T3

val
Leu
120

Gly

Gly

Arg

Glu

200

Arg

Gly

val

Ser

Lys

Phe

Ser

Thr

Lys

Cys

Ile

Phe

265

Thr

Met

Phe

Asp

Pro

Lys

Thr

val

Cys

Asn

His

250

Arg

val

Lys

Glu

69

Lys

Trp

Gly

Asp

Leu

Thr

Ser

Lys

235

Ile

Phe

Glu

Gly

Gly

Ser

val

Glu

140

Met

Gly

Lys

Trp

Arg

Ile

GlIn

Ile

Gln

Thr

300

Leu

Gly

Ile

Trp

Leu

val

Ala

Ser

205

His

val

Asp

Pro

Glu

285

val

Ala

Ile

110

Leu

Ala

Lys

val

Leu

190

Pro

Pro

Thr

Gln

Gly

Asp

Leu

Phe

Thr

Ala

Thr

Phe

Thr

175

Asn

Phe

Phe

Ala

Pro

255

Thr

Glin

Met

Phe

Phe

Asp

Ile

Thr

160

Ser

Met

Arg

Ser

240

Tyr

Lys

val

TYyr



ES 2447 843 T3

aaagagaagt agtgagaatg tttcttaagt gggttgtttg tgcttttgcg actgtcttcc 60
ttgttggggt gagtcaggca gccccaccgg gggttgaatg gtatcacttt ggtctgattg 120
ctgatatgga caaaaaatcc atcgcgagtg acaaaaccac ctttaacagc gtcctaaaga 180
tcgatgaatt gcgccacaac acaaaaacgg atcaatacat ttatgtgcgt agtcgagtga 240
agaagcccgt ttccacgagg tatgggttca aaggacgcgg tgcggaattg tcggaaattg 300
ttgtcttcaa caataaactt tacacagttg atgataaatc tggaattacg ttccgcataa 360
cgaaagacgg aaaactcttc ccgtgggtta ttctcgcaga tgccgatgga cagcgacccg 420
atggctttaa gggtgaatgg gctacaatta aggatgatac aatctatgtt ggatctacgg 480
ggatgctcaa gttcacttca tccctttggg tgaagaagat cacgaaagat ggcgttgtta 540
cgagtcacga ttggactgat aaataccgaa agattctcaa agctctaaac atgccaaatg 600
gttttgtctg gcatgaggct gttacgtggt ctccattcag gaagcaatgg gtcttcatgc 660
cgagaaagtg ctcaaggcat cccttctcac aggaactcga agaacgcaca gggtgcaata 720
aaatagtgac ggcagatgag aatttcaacg acattcaagt tattcacatt caagatcagc 780
catataattt agcttctggt ttctcttcct tccgctttat tcctggtacg aaaaatgaaa 840
gacttctcgc cttgaggaca gtagagcagg aagatcaggt taaaacttgg gctgtggtca 900
tggatatgaa aggaacagtt ctgatgtacg aaaaggaact ttatgacgaa aaattcgaag 960
gtttagcatt ctttggtggt attaaaaaga attaatttgt tccagaagct tttagatgaa 1020
ataataaatt ttatttcatt ttaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 1071
<210>13
<211> 160
<212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 13

Met Ala Leu Lys Phe Leu Pro val Leu Leu Leu Ser Cys Phe Ala Met

1 5 10 15

Ser Thr Ala Leu GlIn val Thr Glu Lys Glu Leu Ser Asp Gly Lys Lys

20 25 30
Ile Phe Ile Ser Lys val Glu Leu Asn Trp Phe Glu Ala Leu Asp Phe
35 40 45
Cys Ile His Arg Gly Leu Thr Leu Leu Ser Ile Lys Ser Ala Lys Glu
50 55 60

Asn val Asp val Thr Lys Ala Ile Arg Ala Glu Leu Asn Phe Asp Ser

65 70 75 80

Lys Lys Leu Ala His val Trp Thr Gly Gly Ile Arg His Ser Gln Asp

85 90 95

70



10

15

Lys Tyr Phe Arg Trp Ile Asn Asp Gl
100 0

Tyr Thr Asn
115

Glu Phe Cys
130

Asp Asp Lys
145

<210> 14
<211> 648
<212> ADN

Trp Phe Thr Gly Glu

Leu Glu Ile Tyr Tyr

ES 2447 843 T3

120

Ly
135

Cys His val Lys His Hi
150

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 14
cgcggccgceg
ttctcaagaa
tctaagctgc
gaaaaagatc
ccatcgtggt
agcaattcgg
tattcgccat
acgagtctac
ttgtctggaa
gaagcatcat
cagttcagaa

<210> 15

<211> 301
<212> PRT

tcgaccgaca
gaaaatattc
ttcgcaatga
ttcatctcca
cttacgttgc
gctgaattga
agtcaagata
accaattggt
atttactata
tttgtatgtc

ttgaaaagcc

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 15

Met Asn Ser Ile Asn Phe Leu Ser
1
Phe Ile val Ala val Lys Cys Asp
20
Tyr Lys Glu Lys Asp Glu Thr Leu
35

Arg égp Pro Cys Gln Ile val Leu

5

gaaggggtag
aaaagtaaag
gcacggcact
aagttgagct
tctcaattaa
attttgattc
agtatttccg
tcactggaga
aaaccgaaga
aagaaaagaa

daaaaaaaaaa

40

¢ g Thr Lys val val Lys Arg val

s Thr Glu

110

140

s Phe val
155

tttgtagaga
aatggcgttg
acaagttact
aaactggttc
atccgccaag
aaagaaattg
ttggataaat
accaaataat
agggaagtgg
ataaattgat

daaaaaaaaa

10

71

actttgagtt
aagtttcttc
gagaaggaac
gaagctcttg
gaaaatgtag
gctcatgtgt
gatggaacta
ggttactgga
aatgatgata
tgattttgtt

daaaadaa

Ile val Gly Leu Ile
g]y Asp Glu Tyr Phe
5

Phe Phe Ala Ser Tyr

45

Gly Tyr Lys Cys Ser
60

Pro Asn Asn Gly Tyr Trp Lys Asp
125
Glu Gly Lys Trp Asn

Cys GIn Glu Lys Lys

160

ctaaaggaaa
cggttctcct
tttctgatgg
atttctgtat
acgtaacaaa
ggactggagg
aagttgttaa
aggatgaatt
aatgtcacgt
tgctgatttg

Ser Phe Gly
15

ITe Gly Lys

30

Gly Leu Lys

Asn Asn Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648



Thr His

65

Ala Ile

Thr Lys

LYs Leu

Ile Tyr

Gly Ala

Asp Gln

Thr Arg

Thr G1n

Glu Ile

210

Asn Glu
225

Glu Thr

Glu Cys

Glu Leu

Asp Gly
290

<210> 16
<211>1021
<212> ADN

Phe

Lys

Asn

val

115

Gly

Asp

Glu

Phe

Ile

195

Glu

Met

Ser

Met

275

Ser

val

Leu

Leu

100

Phe

Ile

Pro

Ser

180

Thr

Ala

Tyr

Arg

Asn

260

Thr

Arg

Leu

Thr

85

Tyr

LysS

Pro

Leu

TYyr

Lys

Lys

Lys

245

Glu

Tyr

Leu

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 16

Asn

70

ser

Cys

LysS

Ala

His

150

Trp

Glu

Leu

Asp

Asn

Lys

ES 2447 843 T3

Phe

Tyr

Gln

Arg

Asn

val

Ala

Ile

215

Ile

Pro

Lys

Leu

Glu
295

Lys

Pro

Thr

Lys

Lys

Asp

val

Phe

Glu

200

Lys

Ser

Lys

Thr

val

280

Glu

Thr

Lys

Arg

Cys

Ser

Glu

Tyr

Glu

Lys

Phe

Tyr

265

Lys

Asp

72

Asn

Ile

90

Gly

Gln

Ser

Tyr

Asp

Lys

Leu

Pro

250

Glu

val

Leu

Lys

Asn

Ile

Ile

Phe

Gly

Tyr

Lys

Ser

Phe

Asp

Tyr

Leu

Phe

Gly

Lys

Gln

Gly

Ala

Lys

140

Leu

AsSn

Asn

Phe

Ser

220

val

Ile

val

Thr

Ser

Asn

Thr

Ala

125

Asp

Pro

Ile

Gly

Ser

205

Ile

Tyr

His

Phe

Asn

285

Gly

Cys

Ser

Asp

110

Asnh

Arg

Tyr

Phe

Leu

190

Glu

Ile

Trp

Tyr

270

Pro

Ile

Asp

95

Asn

Ile

Tyr

Gln

Lys

175

Phe

Ala

Leu

Phe

Asn

255

Thr

Glu

Ser

80

Leu

Cys

Glu

Ile

Phe

160

Asp

Ash

Arg

Pro

Gln

240

Gly

Asp

Ser



cttctttgga
ttcctatcaa
gatgaatatt
ggcctaaaga
cactttgtgc
tcttacccaa
ggaataggaa
aatattgaaa
gctgatccac
tggaatgtgg
cacaaaaatg
gaagctcgag
gaagagtata
aagcctaaat
gaacttgtct
cctgagagtg
ataaaaaaaa

a

<210>17
<211> 161
<212> PRT

tttattgagt
tagttggttt
tcattggaaa
gggatccttg
ttaattttaa
aaatcaatca
cagataactg
tctacggcat
tccacgtcga
aacgatataa
gtttatttaa
agattactgc
agaggattag

atccctacat

ttgacaccga

atggatctag

gttctgtaag

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 17

ES 2447 843 T3

gattaacagg
aatcagtttt
atacaaagaa
ccaaattgtc
aaccaataag
aaactcggat
caaacttgtc
tccagcgaag
ttcctatggg
cattttcaaa
cacccaaata
gaaggatatt
tttcttggac
tcactacaat
tgaactaatg
gctcaaagaa

aaaatattgt

aaattagctg aagaaatgaa

ggattcattg
aaagatgaga
ttaggctaca
aaatcctgca
ttaactaaaa
ttcaagaaac
aaatgttcct
cttccgtatc
gacacaagat
acttatttgg
aagaagaagt
gtttattggt
ggagaatgca
acctacgccc

gaggatttgg

tcaataaatt

73

ttgcagtaaa
cactgttttt
aatgctcaaa
tatcagcaat
atctctactg
gtaaaagaca
tcaaggatcg
agtttgatca
tttccacaga
ctgaagaaga
tttcaattat
tccaggagac
gcaatgagaa
ttgttaaagt
gaagaggata

aaaaaaaaaa

ttcgattaat
gtgtgatggt
tgcaagctac
caatcaaacc
taagctgact
ccaaactgga
aatagcagct
tfacattgga
ggaacatgga
agttttctac
ttccttctct
tttgcccaat
tatgcgaaaa
taaaacttgt
ctttactaat
aatcttctta

dadaddaaaaa

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

1020
1021



Met

Phi

Thr

TYr

Glu

65

Glu

Fhe

Lys

Glu

ASpD

145

Lys

ala
Cys
val
Cys
50

Asn

Phe

Arg

Twr

130

Phe

<210> 18
<211> 586
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 18

Phe

Gly

TYyr

Ile

Thr

Gln

Trp

Thr
115

Cys

Pro

ser

ala

20

Arg

Glu

val

val
100

Asn

Leu

Cys

Asn

Asp

ser

ASn

Lew

Trp

85

ser

Trp

Glu

ser

Thr

Gln

Lys

Gly

Ser

70

Ile

AspD

ASR

Ile

Ala
150

Leu

Thr

Ile

Leu

55

Glu

Gly

Ser

Thr

Leu
115

Arg

ES 2447 843 T3

Phe
Leu
i
Thr
Lys
Gly

Gin

Gl
12

Fhe

His

wval

Ile

25

Leu

Phe

Leu

Ile

Pro
105

Glu

Arg

His

Leu

10

Glu

Asn

Ala

Lys

Glu

Ile

Pro

Lys

Phi

74

Phe

Lys

Trp

Lys

Thr

75

His

Thr

Thr

Glu

wal
155

val

Glu

Asn

Ile

&0

val

His

ASN

ASR

ASD

Cys

Leu
AsSp
45

Lys
Ile
Gln
Lys
Tvr
135
Gly

Glu

Phe

Thr

30

Ala

ser

Arg

Asp

Leu
110

Gln

L¥S

Lys

Leu
15

Gly
Phi
ala
The
Ser
95

Gly

Asn

Tro

Arg

Thr

Arg

ASp

Glu

Glu

S5er

TY¥r

Asn

Asn

Thr
160
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aatagatctt caaaacgtct aagaatggct ttcagcaaca
agttttttaa cgttttgtgg cgctgatcag acacttattg
actgtttata tctccaaaat taagctaaat tggaacgatg
aatggcctca cctttgctaa gattaaatca gctgaagaaa
ctcaagacag tcattcgtac ggaggagttt caagtttgga
caagacagtt ccttccgctg ggtaagcgac tcccaaccaa
aaatacacaa actggaatac cggagagccc acaaattacc
gaaatattat tccggaagga agatggaaaa tggaatgatt
cattttgttt gtgaaaaaag aacaaaataa aatgaagaaa
aagaataaaa ttctgttgaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
<210> 19
<211>105
<212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 19

Met GIln Asn Phe Leu Leu Vval Ser Leu Ala Leu
1 5 10

Cys Ala Glu Ala Lys Pro Tyr Asp Phe Pro Leu

20 25
Gln Gly val Ile Gln Arg Glu Ser GIn Ala Glu
35 40
Pro Asn Glu Asp Tyr Glu Lys Gln Phe Gly Asp
50 55
Lys Glu Ile Ser Phe Asn val Met Lys Met Pro
65 70 75
Asp Asp Asn Arg Asp Asp Gly Glu Tyr val Asp
85 90
Glu Asp Asp Arg Asp Tyr Asp His Tyr
100 105

<210> 20

<211> 457

<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 20

75

ctttatttgt
agaaggaatt
ccttcgatta
acaccgaact
ttggaggcat
taaccaacaa
aaaacaacga
ttccctgeag
atgtgatttt

adaaaa

Ala Ala Leu

Tyr Gln Asp

30

Glu
45

Arg Lys

Ile val

60

Asp

His Phe Gly

His His Tyr

tctttttgtg
aaccggaaga
ctgcatccgc
gagtgagaaa
tgaacatcat
attgggctac
atattgcttg
tgcaagacat

cctttggttg

Met
15

Leu
Leu Ile
Ser

Arg

Gln Ile

Ser
80

Ser

Gly
95

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
586
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15

atttagtttg
gctgccttaa
attcagggcg
gactatgaga
atgaaaatgc
catcattatg
gctgaatgac

aaagttgcaa

tgtttaacaa
tgctatgtgc
ttattcagcg
agcaatttgg
cccattttgg
gtgacgaaga
ttgaaggaat

ddaaaaaaaa

ES 2447 843 T3

aacaagaatg
cgaagcaaag
cgaaagtcaa
ggatattgtt
aagctctgat
tgatcgtgat
catttttttg

aaaaaaaaaa

cagaacttcc
ccgtacgatt
gctgagaggg
gatcaaatta
gataatcgtg
tatgatcatt
caaaaatatc

dadaaaaa

ttttagtttc
ttccgcttta
agaagagaag
aggaaattag
atgatggcga
actaaatact

catcaaatta

cttggcttta
tcaggactta
ccccaatgag
tttcaatgtc
gtacgttgat
acttgctcct

ttgaattaat

<210> 21

<211> 157
<212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 21
Met Lys Phe Tyr
1

Cys

Tyr

Asn

Glu

65

val

Ile

Pro

Cys

Cys
145

Asn

Ile

Arg

50

Leu

Trp

Ser

Lys

Met

130

Trp

<210> 22
<211> 596
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis

Ala

Ser

35

Arg

Thr

Ile

Phe

Glu
115

Gln

Arg

Glu

20

Arg

Phe

Asn

Gly

Pro

Met

Lys

Ile

5

Asp

Ser

Thr

Ala

Gly

85

Thr

Thr

Ser

Arg

Phe Gly

Tyr Asp
Ala

Lys

Ala
55

Phe

Leu Leu

70

Leu Arg

Ala Leu

Gly Arg

Phe

Lys

Leu
150

Tyr

val

Lys

Pro

40

Met

Ser

His

Ser

Pro
120

Asp

val

Phe

val

25

Trp

Ile

val

Asp

Lys

105

His

Gly

Cys

Leu

10

Lys

Phe

Lys

Ile

Leu

90

Thr

Arg

Gly

Glu

76

val

Leu

Thr

Ser

Lys

Asp

Ser

Thr

Lys

Lys

Ser

Thr

Ala

GlIn

60

Ser

Asp

Tyr

GlIn

Trp

140

Arg

Phe

Gly

Leu

45

Lys

Asp

Tyr

Thr

Asn
125

Ser

Asp

Leu

Arg

30

Asp

Glu

Glu

Phe

Asn
110

Asp

Asp

Ala

15

Thr

Asn

Asn

Glu

Arg

95

Trp

Glu

AsSn

Leu

val

Cys

Glu

Asn

80

Trp

Ala

Phe

Thr

60
120
180
240
300
360
420
457
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<400> 22
gtttaaggaa

tatttttgga
agtaaaactt
tttagacaat
tgaagagcta
tggaggtctt
gtcaaagact
tcaaaatgat
cacctgttgg

ccaatgaata

<210> 23
<211> 412
<212> PRT

tttctttcat
gttttcctagg
actggaagaa
tgtaatcgtt
acaaatgcgc
aggcacgatc
tcgtacacca
gaattctgca
cgtaaacgtt

ttgggcaatt

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 23

1

His Gly Ala Tyr val
20
Asp Gly ggu Asp Thr

Gly Leu Ala val Asp

50

Arg Arg Lys Pro Lys
65

Met Arg Phe Phe Phe
5

val

Glu

Asp

Pro

val
70

ES 2447 843 T3

ctcagtcttc
tgagctttct
ctgtttacat
tacgcttcac
ttttaagtgt
tggatgacta
attgggcccc
tgcaaatgtc
tgtacgtttg

tgagagaaat

Phe Leu

Ile Gly

Asp

Glu
55

Pro Tyr

Ala

Tyr

Asn

Tyr

Thr

gattttcttt
tgcattatgce
ctccagatca
cttcgccatg
aattaaatct
cttccgttgg
aaaggaaccc
tttcaaagat
tgaaaagcgt

taaattaaaa

Ile val

10

Ser Leu

25

Pro Lys

Arg

Leu

Ala
75

val

77

aaacaaataa
aatgctgagg
aaggctccgt
atcaagtctc
gacgaagaaa
attagttttg
acaggaaggc
ggtggcaaat
gattaaataa

daaaaaaaaa

Leu Phe

Arg Asn

30

Phe Asn

45

Phe Ile

60

Glu Leu

Gln

Ile

Ile

Ala

Asn

tgaagtttta
attatgataa
ggttcacagc
agaaggagaa
atgtttggat
gaactgcatt
cccatagaac
ggagtgataa
aggaacactg

aaaaaa

Gly Ile

15

Thr Phe

Pro Thr
Ile

Pro

val
80

Met

60
120
180
240
300
360
420
480
540
596



ES 2447 843 T3

Met Asn Pro Gly Phe Pro val Glu Arg Ala Pro Ser Phe Glu Lys Phe
85 90 95

Lys Lys Phe Asn Gly Glu Gly Lys Lys Asp Leu val Asn val Tyr Gln
100 105 110

Pro val Ile Asp Asp Cys Arg Arg Leu Trp val Leu Asp Ile Gly Lys
115 120 125

val Glu Tyr Thr Gly Gly Asp Ala Asp GIn Tyr Pro Lys Gly Lys Pro
130 135 140

Thr Leu Ile Ala Tyr Asp Leu Lys Lys Asp His Thr Pro Glu Ile His
145 150 155 160

Arg Phe Glu Ile Pro Asp Asp Leu Tyr Ser Ser Gln val Glu Phe Gly
165 170 175

Gly Phe Ala val Asp val val Asn Thr Lys Gly Asp Cys Thr Glu Ser
180 185 190

Phe val Tyr Leu Thr Asn Phe Lys Asp Asn Ser Leu Ile val Tyr Asp
195 200 205

Glu Thr GIn Lys Lys Ala Trp Lys Phe Thr Asp Lys Thr pPhe Glu Ala
210 215 220

Asp Lys Glu Ser Thr Phe Ser Tyr Ser Gly Glu Glu GIn Met Lys Tyr
225 230 235 240

Lys val Gly Leu Phe Gly Ile Ala Leu Gly Asp Arg Asp Glu Met Gly
245 250 255

His Arg Pro Ala Cys Tyr Ile Ala Gly Ser Ser Thr Lys val Tyr Ser
260 265 270

val Asn Thr Lys Glu Leu Lys Thr Glu Asn Gly GIn Leu Asn Pro Gln
275 280 285

Leu His Gly Asp Arg Gly Lys Tyr Thr Asp Ala Ile Ala Leu Ala Tyr
290 295 300

Asp Pro Glu His Lys val Leu Tyr Phe Ala Glu Ser Asp Ser Arg Gln
305 310 315 320

val Ser Cys Trp Asn Vval Asn Met Glu Leu Lys Pro Asp Ash Thr Asp
325 330 335

val Ile Phe Ser Ser Ala Arg Phe Thr pPhe Gly Thr Asp Ile Leu val
340 345 350

78



ES 2 447 843 T3
Asp Ser Lys Gly Met Leu Trp Ile Met Ala Asn Gly His Pro Pro val
355 360 365

Glu Asp Gln Glu Lys Ile Trp Lys Met Arg Phe val Asn Arg Lys Ile
370 375 380

Arg Ile Met Lys val Asp Thr Glu Arg val phe Lys Tyr Ser Arg Cys

385 390 395 400
Asn Pro Asn Tyr Lys Pro Pro Lys Glu Ile Glu val
405 410
<210> 24
<211> 1409
<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 24

79



agtcagtgtt
cctttttcaa
attcgatgga
agttgatccc
ctacactgtg
gagctttgag
tcagccagtc
caccggtggt
caagaaggat
acaagttgaa
gtcatttgtc
aaagaaagct
ctactcggga
tagggatgaa
cagtgttaac
tgatcgtgga
ctactttgct
accagacaat
ggttgatagc
agagaagatt
ggaacgtgtt
agtttgagac
ctaaagtctg

dadadaaaaddda

<210> 25
<211> 295
<212> PRT

aatgaagaaa
gggatccacg
ttggatacag
gaaggatata
gctgaactga
aaattcaaaa
attgatgatt
gatgctgatc
catactccgg
tttggtggat
tacctgacca
tggaaattca
gaggaacaaa
atggggcatc
actaaagaac
aagtacacag
gaatccgaca
acggatgtga
aagggaatgc
tggaagatga
ttcaaatatt
acaggaaaaa
tcaaagaatt

daaaaaaaaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 25

ES 2447 843 T3

ttgcaattat
gagcttatgt
atgactacaa
ggctcttcat
atatggtcat
aattcaatgg
gtcgtcgtct
aatatcccaa
aaattcatcg
ttgccgttga
atttcaagga
cagataaaac
tgaagtacaa
gtcctgcectg
tcaaaacaga
atgcaattgc
gcaggcaggt
tcttctctag
tgtggataat
gattcgtaaa
cacgctgcaa
gctcaatttt
tcatattatt

daaaaaaaaa

gaggttcttc
ggaaatagga
tccaaagttc
agccatccca
gaatcccgga
cgagggcaaa
ttgggtgctt
aggaaagcct
atttgaaatt
tgttgttaac
taactctcta
atttgaagct
agtcggtctt
ctacatcgct
gaatggtcag
cctagcctac
gtcctgttgg
tgcccgtttt
ggctaatgga
ccggaagatc
tccaaattat
caacaagaat

tgaaaaccaa

80

tttgttttcc
tattctctga
aacattccaa
aggagaaagc
tttccegteg
aaggatcttg
gacattggga
accctaattg
ccagacgatc
acgaaaggag
attgtctacg
gataaggaat
tttgggatag
gggagtagca
ttaaatcctc
gatcctgagc
aatgtaaata
acttttggaa
catccaccag
cgtattatga
aagcccccaa
ttgatcttaa
taaattgatt

ttgccatcgt
gaaatattac
cgggtttggc
caaaggttcc
agagagctcc
ttaatgtgta
aggtggaata
cctacgacct
tctatagctc
actgtacgga
atgagacaca
ccacgttctc
ctctgggtga
ccaaagtcta
agcttcacgg
ataaagtcct
tggagctaaa
cggatatttt
tagaggatca
aagtggatac
aggaaattga
tctgaatacc

aattttccga

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1409



Met

Cys

Pro

Arg

Asp

65

Pro

GlIn

Arg

Asn

145

Gly

Gln

Arg

Lys

Thr
225

Ile

Ala

Ile

Phe

50

Asn

Arg

Gly

Gly

Thr

130

Pro

Gln

Ala

Gly

Phe

210

val

Lys

Asn

Ile

35

TYyr

Arg

Leu

GlIn

Lys

Gly

Gly

Asn

val

195

val

Asn

Glu

Glu

20

Asp

Pro

Gly

Gly

Gly

Thr

Pro

Ser

Lys

Ala

180

Gly

Phe

Tyr

val

Ile

Pro

Asp

Lys

Thr

85

Gly

Arg

Ala

val

Arg

Pro

Arg

Lys

Phe

Phe

Pro

Asn

Ile

Ser

70

Asn

Thr

Pro

Gln

Gly

Arg

Asn

Pro

Ser

Ser

Ile

Lys

Asp

55

Arg

Gly

Arg

Gly

Gly

Thr

Pro

Ala

Asp

Pro

215

Thr

ES 2447 843 T3

Leu

Asn

Ser

40

Asp

Gly

Ala

Pro

Gln

120

Thr

Lys

Gly

Gly

Leu

200

Asp

Lys

Ala

Arg

25

Ser

Glu

Gly

Lys

Thr

Glu

Gln

Thr

185

Ser

Phe

Lys

Leu

10

Gln

Ser

Gly

Gly

Pro

90

Gln

Gly

Arg

Ala

val

170

Arg

Arg

Ser

Lys

81

Leu

Gly

Asp

Ile

Ala

75

Gly

Gly

Thr

Pro

Gln

155

Gly

Lys

Tyr

Gly

Glu

val

Lys

AsSp

Ala

60

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

140

Asp

Gly

Gln

Lys

Glu

220

His

Ala

Asp

Tyr

45

Glu

Gly

Gly

Thr

Pro

125

Gln

Ala

Lys

Gln

Gly

Ile

Leu

Tyr

Phe

Ala

Ala

Gly

Arg

Gly

Gly

Ser

Arg

LysS

190

Ala

Lys

val

Ala

15

Pro

Asp

Pro

Arg

Thr

95

Pro

Gln

Thr

Lys

Pro

175

Gly

Pro

Thr

Thr

Gln

val

Asp

Lys

Glu

80

Arg

Gly

Gly

Arg

Gln

160

Gly

Ser

Ala

Pro



10

15
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Gly Ser Pro Asn Asp Glu Phe val teu Glu Ile Leu Asp Gly Asp Pro

245

250

255

Thr Gly Leu Gly Leu Lys Ser Glu Thr Ile Gly Lys Asp Thr Arg Leu
260 270

265

val Leu g]u Asn Pro Asn Gly Asn Ser Ile val Ala Arg val Lys Ile
75

280

Tyr Lys Asn Gly Tyr Ser Gly

290

<210> 26
<211>989
<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 26
actaaagcgt
ttgtggcctt
cagttccgat
accctgatat
gtggtggtgg
gtcagggtgg
caggtcaggg

agcctgctca
cgaaagaagc
gtggtaaaag
gcagtagagg
ttttcaaatc
cgaagaagaa
ttctcgatgg
gtttagtgct
acggttattc

ttcaacataa

<210> 27
<211> 148
<212> PRT

ctcaccgaaa
ggcacagtgt
cattgatcca
tgatgatgag
tgcggctggc
aactagacca
tggaactagg
gggaactact
ccaggatgcg
accaggacaa
cgttggaagg
tcccgatttc
ggagcacatt
ggatccaact
ggagaatcct
aggatgaaga

taaaaaaaaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 27

295

tcagggaaaa
gctaatgaaa
aataaatcat
ggcatagctg
gcaagagaag
ggacagggtg
ccaggtcagg
aggccagctc
tcaaaacaag
gcaaatgctc
cctgatctat
agtggagaag
gtgacccgtg
gggcttggac
aatggaaatt
agaaatcctt

daaaaaaaa

tgattaagga
tccctattaa
cttcggatga
aggctcctaa
gtaggttagg
gaactaggcc
gtggaactag
agggaactag
gtcaaggtaa
ctaatgcagg
cgcgctacaa
gcaaaactcc
gtagtcctaa
taaagagtga
ccatcgtggc

tgatttcccc

82

agttttctct
tcgtcagggg
ttatttcgat
ggataatagg
tacgaatggg
aggacagggt
acctgggcaa
aaatccagga
aagaaggcca
cactagaaag
agatgcccct
aactgtaaat
tgatgaattt
aaccataggc
tcgtgttaag

ccceccecectct

ctggctctac
aaagattatc
gatcgcttct
ggaaaatccc
gctaaaccgg
ggaactaggc
ggtagaacta
tcggttggta
gggcaagttg
caacagaaag
gctaaattcg
tactttagaa
gttctggaga
aaagatacgc
atctacaaga

tcctttaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
989



Met Asn

Leu Leu

Cys val

Glu Tyr

Ile val
65

Phe Asp

Leu Arg

Thr Glu

Lys Thr
130

Ser Ile
145

<210> 28
<211> 826
<212> ADN

Ser

val

Lys

Phe

Cys

Met

Glu

Thr

115

Asp

Ser

val

Lys

Asn

Pro

Thr

Asn

Ser

100

Thr

Asp

val

Asn

Arg

Leu

Asp

Asp

Arg

85

Thr

Glu

Pro

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 28

Thr

Ser

val

Ser

70

Leu

val

Thr

Pro

Leu

Glin

Leu

Asp

Ser

Thr

Lys

Ala
135

ES 2447 843 T3

Ile

Ala

Asp

40

Asn

Ala

Gly

Tyr

Lys

Ile

Leu

Phe

25

Thr

val

val

Pro

Ala

105

Pro

Arg

Thr
10

Leu

Gly

Lys

Asp

Pro

90

Gln

Lys

Pro

83

Leu

Pro

Arg

Asn

Tyr

75

Tyr

Ile

Lys

Gly

Leu

Ser

Thr

Gly

60

Lys

Pro

Tyr

Lys

Phe
140

Phe

Asp

Cys

Lys

Phe

Glu

Pro
125

Ser

Ala

Pro

30

Glu

Arg

Tyr

Glu

Leu

110

Lys

Phe

Ile
15

ser

Glu

val

Ile

Glu

95

Met

Asn

Arg

Phe

Ser

Tyr

Cys

Ile

Thr

Ser

Asn



gtcttttect
tctatttgca
tatctgtgtt
tccggatatc
tgcagttgat
tcctgaggaa
gactacggaa
cccagaccct
ttacaattta
ttataaaacg
accacccgac

ttataaactt
aatcacttta

actttccaca

<210> 29
<211> 397
<212> PRT

gagtgtttca
atttttttat
aaaaatttag
aagaacgtta
tataaatttt
gaaatccttc
accactgaaa
ccagcaattc
ttttgaaaga
aaaattcaat
gccacgctat

caacaaatag
caaattcacg

aggaaaactt

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 29

ES 2447 843 T3

ttaacaaaat
tagtgaaaag
tattggatac
aaaatggaaa
atatttgttt
gtgaatcaac
ccaaaaagcc
gtccaggatt
aaaatgatat
catttcaatg
ggtgaataat

tttggaaaat
catttgagat

tcaaccaaaa

gaattcagta
gtctcaggct
aggaaggact
aagagtttac
cgatatgaat
ggtaacttat
aaaaaagaaa
ttcatttaga
ttcgaaatat
agaaaactta
tttctttatt

acatttctaa
gcaacaaata

aaaaaaaaaa

84

aacactttaa
tttcttccat
tgtgaggaaa
attgtctgca
cgtctttctg
gcccaaattt
ccaaagaatt
aattcaattt
tctatacaaa
gtcttgagta
caccacatca

ctaatgcaat
tatacaattc

aadaaa

ttttaactct
ctgacccaag
gtgaatattt
ctgattcaga
gaccaccgta
atgagctgat
caaaaacgga
ctgtttaatt
aaaacaacag
aggtttattc
aaatgacggc

gtttacttaa
aacgatataa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780

826
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Met Lys Leu Phe Phe Phe Leu Tyr Thr Phe Gly Leu val GIn Thr Ile

Phe Gly val Glu Ile Lys Gln Gly Phe Lys Trp Asn Lys Ile Leu Tyr
20 25 30

Glu Gly Asp Thr Ser Glu Asn Phe Asn Pro Asp Ash Asn Ile Leu Thr
35 40 45

Ala Phe Ala Tyr Asp Pro Glu Ser GIn Lys Leu Phe Leu Thr val Pro
50 55 60

Arg Lys Tyr Pro Glu Thr Met Tyr Thr Leu Ala Glu val Asp Thr Glu
65 70 75 80

Lys Asn Ser Phe Glu Ser Gly Asp Thr Ser Pro Leu Leu Gly Lys Phe
85 90 95

Ser Gly His Glu Thr Gly Lys Glu Leu Thr Ser val Tyr Gln Pro val
100 105 110

Ile Asp Glu Cys His Arg Leu Trp val val Asp val Gly Ser val Glu
115 120 125

Arg Asn Ser Asp Gly Thr Glu Gly GIn Pro Glu His Asn Pro Thr Leu
130 135 140

val Ala Tyr Asp Leu Lys Glu Ala Asn Tyr Pro Glu val Ile Arg Tyr
145 150 155 160

Thr Phe Pro Asp Asn Ser Ile Glu Lys Pro Thr Phe Leu Gly Gly Phe
165 170 175

Ala val Asp val val Lys Pro Asp Glu Cys Ser Glu Thr Phe val Tyr
180 185 190

Ile Thr Asn Phe Leu Thr Asn Ala Leu Ile val Tyr Asp His Lys Asn
195 200 205

Lys Asp Ser Trp Thr val Gln Asp Ser Thr Phe Gly Pro Asp Lys Lys
210 215 220

85



ser

225

Phe

Tyr

Glu

Arg

Lys

305

Asn

Asn

Asn

Lys

Gln
385

Lys

Gly

TYyr

Leu

Thr

Ala

Leu

Phe

370

Glu

<210> 30

<211> 1325
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 30

Phe

Ile

Leu

Lys

275

Glu

Ile

Gln

Asp

Trp

val

Ala

Asp

Thr

val

260

Gln

Ser

Phe

Glu

Phe

340

Phe

Phe

Ile

His

Leu

245

Ala

Lys

Thr

Phe

Thr

325

Ser

Leu

Thr

Ala

230

Gly

Ser

Gly

Asp

val

310

Leu

Phe

Ala

Lys

Gly

Glu

Ser

Ser

Ala

295

Glu

Asn

Gly

Asn

Pro

375

Thr

ES 2447 843 T3

GlIn

Ser

Lys

Thr

Gly

Arg

Lys

Gln

-ASp

Lys

val

Gly

Asn

Asp

Asp

345

Leu

Tyr

Cys

Tyr

Asn

250

Leu

Asn

Leu

Ser

Lys

330

Ile

Pro

Gln

Glu

86

Glu

235

Glu

His

Ala

val

315

Ile

Ser

Pro

Ile

Lys

Tyr

Gly

Ser

Asn

Tyr

300

Arg

Asp

Ile

Leu

Phe

380

Asn

Glu

Asn

TYr

Asp

val

val

Asp

Glu

365

Lys

Leu

Ala

Arg

Asn

270

Leu

Pro

Ser

Ile

Ser

350

Asn

val

Gly

Gln

255

Thr

Gly

Lys

Cys

TYyr

335

Gln

Ser

Asn

Ile

240

Ala

Lys

Asp

Thr

Asp

Asp

Ile



atcattcaaa
tccaaacgat
agggcgatac
atcctgagag
ctttggcaga
ttggaaaatt
tcgatgaatg
gcacagaagg

actatcctga

tgggtggatt

tcacaaactt
cggtacaaga
agtatgaata
atcgtcaagc
aactgaagca
ccgatgccat
atagcaaaag
taatctatca
atttgtggtt
caaagccacg
gtgaaaagaa
gtcataaatg

daaaa

<210> 31
<211> 350
<212> PRT

aggcagcagc
ttttggagta
atcagaaaac
tcagaaactc
agttgatact
cagtggtcat
tcatcgtctt
tcagccagaa

agttattcgt

tgccgttgat
cctcaccaac
ttcaactttt
cgaagcagga
gtactattta
aaaaggaagc
aggcttagtt
agtatcatgc
caatgcagac
cctagcaaat
ttatcaaata
tctttaacaa

taccataaaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 31

ES 2447 843 T3

acaatgaagt
gaaattaaac
ttcaatccag
ttcctaactg
gagaaaaatt
gaaactggga
tgggttgttg
cataatccta

tacacgtttc

gttgtaaagc
gccctcatag
ggaccagata
atcttcggga
gtagcaagta
aaagttaatg
tacgatccaa
tggaataccc
ttttcctttg
ggacttccac
ttcaaagtca
atgaaacttt

aaaaaaadaaa

tatttttctt
aaggatttaa
ataacaacat
tcccgaggaa
cttttgaatc
aagaacttac
atgttggatc
cccttgtggc

ccgataattc

cggatgaatg
tatacgatca
aaaagtcaaa
ttacccttgg
gtaccaaact
caaattattt
aaaccaaaac
aggaaacact
gaacagatat
ctctggaaaa
acattcaaga
gtagaaaaat

daaaaaaaaa

87

tctttacact
atggaataaa
ccttacggct
atatcccgaa
gggagatact
atcagtttat
agtagaacgt
gtacgatctc

cattgagaag

cagtgaaact
taagaataag
gtttgaccac
agagagagat
tcacagcatc
gggagatcgt
tatcttcttc
aaacaaggat
atcgattgat
ttctgataaa
agcaattgct
acataatatc

daadaadadaaa

tttggtctag
atcctttatg
tttgcgtacg
actatgtaca
tccecgetcec
cagccagtta
aactcagacg
aaagaagcca

cccacatttc

tttgtctaca
gactcctgga
gatggacaac
aacgaaggaa
aacaccaaag
ggtgaatcca
gttgagtcaa
aaaattgatg
agtcaggata
tttgtcttta
ggaactaaat
tgaataaaaa

daaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1325



Met

Thr

Leu

Asp

Glu

65

Tyr

Ser

Ser

Thr

Ala

Pro

Gly

50

Phe

Lys

Asn

Met

Phe

Ser

Lys

Lys

Lys

Lys

val

Pro
115

Leu

Ala

20

Lys

Thr

Phe

Arg

Lys

100

Ser

Ile

Leu

Pro

Asp

Ser

Asp

85

Gly

Ile

Ile

Gly

Leu

Glu

Asp

70

Ile

Ile

Pro

Leu

Leu

Ala

Met

55

Glu

Thr

Pro

Ser

ES 2447 843 T3

Gly

Pro

Glu

40

val

Asn

Gln

Ser

Leu
120

Ala

Glu

25

Thr

Asp

Leu

Asn

Met

105

Trp

Phe

10

Gln

Tyr

Ile

Asp

Ser

90

Pro

Ser

88

Leu

Phe

Tyr

Phe

val

75

val

Ser

Ser

Leu

Lys

His

Ala

Leu

Gln

val

Gly

Glu

45

Ser

Glu

Arg

Pro

Thr
125

Gln

Leu

30

Gly

Leu

Glu

Asn

Ser

110

Gln

Ile

15

Glu

Leu

Ser

Lys

Phe

95

Met

Ala

Ile

Asp

Asn

Asp

Asn

80

Leu

Pro

Ala



10

Pro

Met

145

Asn

Arg

Lys

Arg

Ala

225

Asp

Phe

Lys

Asp

Thr

305

Ile

Asp

Asn

130

Pro

Asp

Ser

Thr

Asn
210

Asn

Gly

Thr

290

Pro

Lys

Leu

<210> 32

<211> 1275
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 32

Thr

Asn

val

Ser

Lys

Phe

Ala

Lys

Asp

Leu

275

Asn

Leu

Arg

Ile

Ala

Ile

Gly

Ser

180

Glu

val

Lys

Gly

Lys

Gln

Gln

Ile

Asn
340

Leu

val

Ala

165

Ser

Phe

Gln

Lys

Leu

245

Lys

Asn

Leu

Leu

325

Cys

Ala

Gln

Ile

Glu

val

230

val

Arg

Pro

Asn

Glu

310

Glu

Gly

Leu

135

Asn

Leu

Leu

Arg

Thr

215

Lys

Ser

Ile

Asn

Thr

295

Lys

Leu

Ile

ES 2447 843 T3

Pro

Phe

Lys

Leu

Asn

200

Leu

Ser

Asp

Ile

Glu

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

Ser

185

Glu

Gln

Ser

Gly

Leu

265

Leu

Gly

GlIn

His

Thr
345

Ser

Lys

Ile

170

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

250

Gln

Met

Arg

Ile

Tyr

330

Ile

89

Asp

Glu

155

Thr

Pro

Gin

Cys

235

Asn

Leu

val

Ile

Leu

315

Phe

Ala

Tyr

140

Thr

Glu

Met

Lys

Arg

Leu

Cys

Tyr

Glu

Ile

300

Leu

Ser

Ser

Ser

Arg

Ala

val

val

205

Asp

Ser

Leu

Asn

Leu

285

Cys

Pro

Thr

Leu

Asp

Leu

Ser

190

Arg

Ile

Asn

Lys

Asn

270

Lys

Tyr

val

Met

Thr
350

Leu

Leu

Thr

175

Thr

Lys

ser

Leu

Glu

255

Leu

Lys

Phe

Glu

335

Asp

Tyr

Asn

Asn

val

Ala

Thr

240

Lys

Leu

Cys

Leu

Phe

320

Glu
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ctttaaagca aaaattttgt gggaaaggaa gttacccgga gatgacgttt ctaattatac 60
ttggtgcatt tctccttgtt caaattatta cagcttcagc tttaggattg cctgaacagt 120
ttaaaggttt agaggattta cctaaaaaac ctttggcaga gacttattat cacgaaggat 180
tgaatgatgg aaaaacggat gaaatggtgg atatttttaa aagtcttagc gatgaattta 240
aattcagtga tgaaaattta gatgttggtg aggagaaaaa ttacaagaaa cgtgatataa 300
cccaaaattc agtggcaagg aacttcctat caaacgtaaa gggaattcct tcaatgccat 360
cactcccttc aatgccttca atgccatcaa ttccttcact ttggtcaagt cagacacagg 420
cggcaccaaa taccgcactt gcccttcctg aatctgatta ttcccttcta gatatgccga 480
atattgtgaa aaatttccta aaggaaacaa gagacctcta taacgatgtt ggagcttttc 540
ttaaggcaat tacagaagct ttaacaaata gatcttcatc atctcaactt ctttcctccc 600
caatggtgag cacgaataaa accaaagaat ttattcggaa tgaaatacaa aaagtccgaa 660
aagtgagaaa tttcgtccag gaaactcttc agaaaatccg agacatttct gctgctattg 720
ccaaaaaggt aaaatcatca gaatgtctgt ccaatcttac ggacatcaaa ggacttgtat 780
cagacggaat taattgttta aaggaaaaat tcaatgatgg aaaacgaatt atcctgcaat 840
tgtacaataa tttactaaaa ggactcaaaa ttccaaatga cctaatggtt gaattgaaga 900
aatgtgatac aaatcaaaac aatactttgg gaagaataat ctgttatttt ttgacaccat 960
tgcaactgga aaaagaacaa attcttctac ctgtagaatt tataaagcgc attcttgaat 1020
taacccacta cttttccaca atgaaagaag atcttatcaa ctgtggcatc acaacgattg 1080
catccattac gtaaaaaatg gaaaaatgtg ccggtgaaat gcttgaaatc accaaagaaa 1140
tttcatcgca aataacagtt ccagaataac caaattttaa tgattacttc tcaaggaaaa 1200
tactaccaaa aggcattaat taaaacgatg ttttttataa acaatgtaag aaaaaaaaaa 1260
aaaaaaaaaa aaaaa 1275

<210> 33

<211> 60

<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 33

Ala val Leu val Ile

Met Leu Lys Ile val Leu Phe Leu Ser val Leu
1 5 15

Cys val Ala Ala Met Pro Gly Ser Asn Vval Pro
25

Trp His Ile Ser Arg
20 30

Asn His Lys Ala Leu

Glu Glu Leu Glu Lys Leu Arg Glu Ala Arg Lys
35 40 45

Glu Lys Ala Ile Asp Glu Leu Ile Asp Lys Tyr Leu
50 55 60

90
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<210> 34
<211> 413
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 34
agttaatctt ctgtcaagct acaaaaatgc ttaaaatcgt tttatttcta tcagttttgg 60
ctgtattagt gatttgtgta gcagcaatgc caggatccaa tgttccttgg cacatttcac 120
gagaagagct tgagaagctt cgtgaagctc gaaagaatca caaggcactc gagaaggcaa 180
ttgatgaatt aattgacaaa tatctctgat tttgaagagc aaggaagagg aaataaacgg 240
ccgaggaagg attttcttta gagattcttc tttttattac ttcaaaccta acttcaaaat 300
cagtctgata tttttttaat ttgaaaaaaa tattgaaaat tttaactatt tgtgaaattt 360
aaataaataa agaatgtcag aagcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa 413
<210> 35
<211>120
<212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 35
Met Lys Phe Ser Cys Pro val Phe val Ala Ile Phe Leu Leu Cys Gly
1 5 10 15
Phe Tyr Arg val Glu Gly Ser Ser Gln Cys Glu Glu Asp Leu Lys Glu
20 25 30
Glu Ala Glu Ala Phe Phe Lys Asp Cys Asn Glu Ala Lys Ala Asnh Pro
35 40 45
Gly Glu Tyr Glu Asn Leu Thr Lys Glu Glu Met Phe Glu Glu Leu LYys
50 55 60
Glu Tyr Gly val Ala Asp Thr Asp Met Glu Thr val Tyr Lys Leu Vval
65 70 75 80
Glu Glu Cys Trp Asn Glu Leu Thr Thr Thr Asp Cys Lys Arg Phe Leu
85 90 95
Glu Glu Ala Glu Cys Phe Lys Lys Lys Asn Ile Cys Lys Tyr Phe Pro
100 105 110
Asp Glu val Lys teu Lys Lys Lys
115 120
<210> 36
<211> 428
<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 36

91
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aattttcacc atgaagtttt cttgcccagt tttcgttgca attttccttt tgtgcggatt
ttatcgtgtt gaggggtcat cacaatgtga agaagattta aaagaagaag ctgaagcttt
ctttaaggat tgcaatgaag caaaagccaa tcctggtgaa tacgagaatc tcaccaaaga
agaaatgttt gaagaattga aagaatatgg agttgctgac acagacatgg agacagttta
caaacttgtg gaagaatgtt ggaatgaatt aacaacaacg gattgtaaga gatttctcga
agaggctgaa tgcttcaaga agaagaatat ttgtaaatat ttcccagatg aagtgaaatt
gaagaagaaa taaattttta gcttgaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaa
<210> 37
<211> 572
<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 37

92

60
120
180
240

300
360
420
428



Met

Ala

Ile

Ala

Tyr

65

Glu

Gly

Met

Asp

Pro

145

Asn

Arg

Asp

Leu

Leu

Ile

Gly

50

Gly

Asn

Thr

Asn

Lys

Ile

Ala

val

val

Phe

Leu

Leu

35

Ser

Gly

Gly

Pro

Ile

115

Gly

Leu

Lys

Gly

Phe

Thr

20

His

Asn

Phe

Ser

val

Thr

Asn

val

180

Lys

Leu
Ala
Thr
Lys
Ala
Ser
85‘

Phe
Arg
Glu
Ala
Leu
165

Ile

val

Asn

Ser

Asn

Cys

Arg

70

val

Thr

Pro

Gly

Asn

150

Lys

Gly

Asn

Phe

Ala

Asp

Gln

55

val

Leu

Leu

Asp

Leu

135

Leu

Arg

Tyr

Phe

ES 2447 843 T3

Phe

Ala

Met

40

Glu

Ser

Phe

Tyr

Ala

120

val

Asp

Ser

Leu

Ile
200

val

Ala

25

His

Lys

Thr

Leu

Lys

105

Ala

Pro

Thr

Met

Thr

185

Pro

Leu

10

Glu

Ala

Asp

Met

Asn

90

Glu

Ser

Phe

Ser

Ile

170

Pro

Glu

93

val

Asp

Arg

Lys

val

75

Ala

Thr

Leu

Leu

Gln

155

Phe

Asp

val

Phe

Gly

Phe

Ile

60

Lys

Gly

Ile

Gly

Asn

140

Glu

Thr

Thr

Glu

Ser

Ser

Asp

45

Ala

Lys

Asp

Ala

Asn

125

Gly

Pro

val

Lys

Ala
205

Ile

Ser

Phe

Thr

Thr

110

val

Thr

Ser

Phe

190

Ile

Glu

15

Glu

Thr

Lys

Arg

Tyr

95

Glu

Glu

Thr

Met

Gly

Leu

Asn

Leu

Ile

Asn

Cys

Glu

80

Thr

Met

Phe

Phe

Thr

160

His

Ser

Thr



Glu

val

225

Pro

Thr

val

Cys

Arg

Leu

Asn

Met

385

Gly

Thr

val

val

Ser
465

Ala

210

Gly

Leu

Gly

val

Phe

290

Asn

Pro

val

Asn

Leu

370

Ser

Gly

Arg

val

His

450

Gly

Gln

His

val

Ser

Thr

275

Thr

val

Gln

Glu

Thr

Ile

Leu

Arg

Leu

Arg

Ser

Asp

Gln

260

Gln

Lys

val

Asp

Asn

340

Gly

Thr

Asn

Arg

Glu

420

val

Tyr

Lys

Leu

Gly

Ile

245

Pro

Ser

Tyr

Gly

Gln

325

Tyr

His

Asp

Ala

Ala

405

Leu

Pro

Ser

Ile

Lys

Leu

230

Asp

ser

Leu

Gly

Thr

Ala

Asp

Gly

Asn

Lys

Ile

val

Arg

Giy

Gly

Thr

val

Asn

Glu

Phe

375

Thr

Asn

Asn

Thr

455

Phe

ES 2447 843 T3

Glu

Lys

Gly

Glu

Tyr

Gly

Leu

Arg

Cys

360

val

Asp

Asp

val

val

440

Ser

Asn

Glu

Asp

Gly

val

265

Lys

Phe

Gln

Thr

val

345

Arg

Tyr

Ala

Pro

Leu

425

Leu

Gly

val

Asn

Arg

His

250

Pro

val

Lys

Pro

Ala

330

Ile

Phe

Ala

Ser

Arg

Trp

Asn

94

Ala

Glu

Ser

val

Pro

val

Ile

315

Leu

Gly

His

Asn

val

395

Thr

Phe

Lys

Gly

Glu
475

Glu
220

Ile

Asp

Ile

Thr

300

Leu

Glu

val

Glu

val

380

val

Ala

Gly

Ala

Glu

460

Glu

Ile

Ala

Thr

val

val

285

Leu

Lys

Ser

365

Ile

Leu

Ala

Asn

Leu

445

Phe

Ile

Ile

Glu

Phe

Tyr

270

Gln

Asn

Asn

Tyr

Ser

Tyr

Gly

Ala

430

Glu

Pro

Gly

Ile

Lys

Leu

255

Pro

Ala

Gly

Asn

Arg

335

val

Met

Thr

Gln

Ser

415

Leu

His

Gln

Lys

val
Cys
240
Tyr
val
Tyr
Lys
Asn
320
Glu
Ile
Gly
Pro
Ser
400
Ile
Tyr
ser

val

Arg
4



val Lys

Gln Pro

Met Lys

Ile Lys

Glu Lys
545

Leu Gly

<210> 38
<211> 1839
<212> ADN

Ser

Leu

Asp

515

Thr

Met

Gly

val

500

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

Pro

Pro

GlIn
565

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 38

val

Lys

Asp

Leu

Ile

550

Lys

Leu

Lys

Gly

Gly

Phe

Ser

ES 2447 843 T3

Cys

Thr

Pro

Asp

Ser

Tyr

505

Ser

Ile

Ala

Glu

Asn

490

Asn

Met

Glu

val

95

Cys

val

Phe

Thr

Glu

555

Trp

Ser

Ile

Lys

val

540

Gly

His

GIn

Met

Pro

525

Glu

Arg

Pro

Asp

510

Leu

Ala

Ile

Glu

495

Ser

Lys

Tyr

Thr

Tyr

Phe

Ile

Ile

val
560



agttgcaaga
tgttcagcat
agatcataat
gcaacaaatg
tttcaacaat
ctggtgacac
agatgatgaa
gagtagaagg
tggacacttc
ttacggtttc
tctcggacgt
agcgtctgaa
taaaagatcg
cacacacatt
ctgttgttgt
caaagtattt
ctgggcagcc
ttgaaaagta
taattctcaa
tcacggacgc
cagatgcaag
ccgcggcagg
tgtacgtcgt
gatactccaa
ttaacgtcaa
gctctcaacc
gttttatgaa
ccctcccact
tcccagecagt
ggcattagaa

aaaaaaaaat

<210> 39
<211> 86
<212> PRT

atttcttcat
agaactggcg
tcttcacacc
ccaagaaaaa
ggtgaaaaaa
gtatacaggt
catccttcgt
actcgtgcca
tcaagagcca
cgggcacaga
tggtaaagtt
gaaagaggaa
agaaattgca
cctctacaca
gacccaatcc
ggggtacttt
aattctcctt
cagagaacgc
tggggggcat
ttttgtgtat
tgttgttctg
gagcatcaca
aaaagttcct
cacttcggga
tgaagaaatt
tgaataccaa
ggatggaggt
gggagatatt
cgagggaagg
acatcctgga

daaadaaadaa

<213> Lutzomyia longipalpis

ES 2447 843 T3

tgcgttaaga
ttgttaacag
aatgatatgc
gacaagattg
ttccgagaag
accccatggt
ccagatgcag
ttcctcaatg
acaatgacca
gttggtgtaa
aattttattc
aatgccgaaa
gagaaatgcc
ggaagtcagc
agtgggaaga
aaagtgacga
aataacaaca
gtggaaaact
actgaatgtc
gccaatgtaa
tatcaaagtg
cgcctcgagt
gggaatgtct
tggggagaat
ggaaaacgcg
ccactgagaa
gatgggtata
gaaacagtag
atcactgttc
cgttatggaa

daddaaaaaaa

tgttgttttt
catcagcagc
acgcgcgttt
cttccaaatg
aaaatggcag
ttaccctcta
cctcactggg
gtgtcacctt
atgctaaaaa
ttggctacct
cggaagttga
taatcatcgt
cactggttga
ctgatcgtga
aagttccaat
tcaacggaaa
ttccccaaga
atggaaatcg
gtttccatga
tcagtacacc
gtggcattcg
tggacaatgt
tacgcaaagc
ttccacaagt
taaagtccgt
ataaaaaaac
gcatgttcaa
aagcttatat
ttgggggact
agaataaaag

adaaaaaaaa

96

Cccttaacttt
agcagaagac
tgatcaaacc
ctacggagga
cagtgtcttg
caaggagacc
aaatcatgaa
ccctatttta
tctcaaacgc
aacgcctgat
agccatcaat
tgttggacat
cataattgtt
ggttcctgta
tgttcaagcc
aggaaatgtt
tcaggaagtt
cgtaattgga
atgcaatatg
aatgagtacg
tgccccaatt
tctaccattt
tttggaacat
ttcggggcta
taaagttctc
ttacaacgtt
gcccttgaag
tgagaaaatg
tcaaaaatca

aaggatcata

tttgtgctgg
ggcagctatg
aatgctggaa
tttgcaagag
ttcttgaatg
attgcaacgg
ttcgacaaag
acagcgaatt
tcaatgattt
acaaaattcc
acggaagcac
tcagggttga
ggaggacatt
gacgtttatc
tattgcttta
gtgggatgga
ctcactgctc
gtttcccagtg
ggtaatctca
aatgcctgga
gatcctcgta
gggaatgcac
tcagttcatc
aagattcgtt
tgtagcaatt
atcatggaca
atcatcaaga
ggccccattt
gatgaggatt

Jaadaaadaaa

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
1839
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15
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<400> 39
Met Lys GIn Ile Leu Leu Ile Ser
1

Ala Phe Asn ¥a1 Ala Glu Gly Cys
0

Ala Ile Glu Asp Cys Lys Lys Lys
35 40

Thr Ser val GIn Thr Thr Ala Thr
50 55

Leu Pro Gly Asn Asn val Phe Lys

65 70
Glu Phe Arg Ala Gly Lys
85
<210> 40
<211> 419
<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 40

gtcagtgatc tgataagtta ttaaaatgaa gcaaatcctt ctaatctctt tggtggtgat
tcttgccgtg cttgccttca atgttgctga gggctgtgat gcaacatgcc aatttcgcaa
agccatagaa gactgcaaga agaaggcgga taatagcgat gttttgcaga cttctgtaca

aacaactgca acattcacat caatggatac
agcatgcatg aaggagaagg ctaaggaatt
ttgtagccga agagagaagg aaggaaagtc

ttgcgaaaaa aataaaatat tatgcactcc

<210> 41

<211> 84

<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 41

Leu val
10

Asp Ala
25
Ala Asp

Phe Thr

Ala Cys

atcccaacta cctggaaata atgtcttcaa
tagggcagga aagtaagaga ttgaggaaaa
ccatattttg tttgttaatt gtaacgaatt

dddaddadaddada aaadaaddaadad daaadaadaaad

97

val

Thr

Asn

Ser

Met
75

Ile

Cys

Ser

Met

60

Lys

Leu

Gln

Asp

45

Asp

Glu

Ala

Phe

30

val

Thr

Lys

val

15

Arg

Leu

Ser

Ala

Leu

Lys

Gln

GlIn

60
120

180
240

300
360
419



10

15

Met Asn val

val Lys Ala

Phe GIn Lys

35

val Leu Ala

50

Lys Ser

65

Arg

Leu Trp Gly

<210> 42

<211> 429
<212> PRT
<213> Lutzomyia

<400> 42
tatttttaat

ttcttctctg
tccagaaatg
tcaagaagcg
ggactttcca
aatctgtgag
aagcattaaa

aadaaaaaa

<210> 43

<211> 626
<212> PRT
<213> Lutzomyia

<400> 43

ES 2447 843 T3

Leu Phe val Ser Phe Thr Leu Thr
5 10
Arg Pro Glu Asp Phe val Ala Leu
20 25
Cys Leu Glu GIn Tyr Pro Glu Pro
40
Cys Leu Lys Lys Arg Glu Gly Ala
55
Leu Asp Asp Ile Glu Gly Thr Phe
70 75
Ala
longipalpis
aattctgtgt aaaatgaacg ttcttttcgt
tgttaaggca cggccagaag atttcgtagc
cctcgaacaa tatccagaac caaatcaatc
cgaaggtgcc aaagatttcc gggaaaagag
agagtctgga aatctctggg gtgcatagga
aagagaaccc aacggctaga gaaaatttaa
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
longipalpis

98

Ile Leu Leu

Gln
30

Gln Asp

GIln Ser

45

Asn

Asp Phe

Glu ser

gtctttcacg
tcttcaggat
tggagaagtt
gagcctggat
agctcagagg
ggaaaataaa

daaaaadaaa

Leu Cys
15

Ala Asn
Gly Glu
Arg Glu

Gly Asn
80

ctcacaattc
caagctaatt
cttgcgtgcc
gacatagaag
acttctaatc
gaaattaatg

aadaaaaaada

60
120
180
240
300
360
420
429



Met

Ser

val

Arg

Thr

65

Lys

Glu

Leu

Ala

Tyr

145

Glu

Lys

Lys

Ser

Lys

Leu

val

Lys

Ser

Arg

Tyr

Tyr

Gly

Ile

130

Lys

Ile

Gln

Tyr

Gly

210

Gln

val

Ile

Ala

Ala

35

Asn

val

Tyr

Lys

Tyr

115

Thr

Asp

Leu

Trp

val

195

Leu

Ser

Thr

val

20

Glu

Ile

Asn

Lys

Ser

100

Ser

Trp

Pro

Ile

Glu

Glu

Tyr

Glu
260

val

Leu

Gln

Asn

Leu

Glu

85

Glu

Ala

Met

Lys

Leu

Ser

Asp

val

245

Lys

Ile

Lys

Arg

Thr

Asp

Leu

Glu

Lys

Ser

Lys

Asn

Trp

Ile

230

Arg

Gly

Leu

Lys

Leu

val

55

Asn

Ala

Leu

Pro

Ser

135

Cys

Arg

Ala

Arg

Leu

215

Phe

Phe

Pro

ES 2447 843 T3

Phe

Asn

Arg

40

Ala

Met

Ser

Lys

Ser

120

Asn

Asp

Asp

Gly

Glu

200

Asp

Ala

Lys

Ile

Thr

Gly

25

Glu

Ala

Asn

Glu

Tyr

Leu

Pro

Thr

185

Ala

Glu

Gln

Leu

Pro
265

Gly

10

Glu

Ile

Trp

Asp

Leu

90

Gln

Lys

Ala

Ala

Glu

170

Pro

Ala

Tyr

Ile

99

Phe

Thr

Asn

Ala

val

75

Lys

Tyr

Lys

Leu

155

Glu

Thr

Lys

Glu

Arg

Glu

Thr

Ile

Glu

Tyr

60

Ser

Gly

Lys

Lys

val

140

Glu

Leu

Arg

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

Glu

45

Ala

val

Phe

Lys

Glu

125

Lys

Pro

Lys

Glu

Asp

Glu

Leu

Tyr

Leu

Ala

Glu

30

Leu

Ser

Glu

Asn

Leu

110

Leu

val

Glu

Tyr

Ser

190

Gly

Thr

Tyr

Gly

Leu

15

Glu

Asp

Asn

Thr

Ala

95

Ser

Leu

Cys

Tyr

175

Phe

Phe

Phe

Glu

Asn

255

Asn

val

Glu

Arg

Ala

80

Lys

Lys

Glu

Ser

Thr

160

Trp

Asn

Tyr

Glu

Gln

240

Asp

Met



Trp

Glu

Thr

305

Asn

Lys

Phe

Asp

Leu

385

Gly

Pro

Glu

Ala

Phe

465

Met

Ser

Tyr

Ala

Gly

Lys

290

Pro

Met

Pro

Tyr

Gln

370

Gln

Phe

Lys

Glu

Phe

450

Arg

Arg

Asp

Leu

val
530

Gln

275

Lys

Ile

Thr

Glin

Thr

355

Phe

Tyr

His

His

Ser

435

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

Leu

Ser

Lys

Asp

340

Lys

Phe

Gln

Glu

Leu

420

Gln

Pro

Glu

Tyr

Tyr

Gln

Trp

Leu

Met

Leu

325

Gly

Asp

Thr

His

Ala

405

Glu

Ile

phe

Ile

Tyr

Pro

Leu

Lys

Ser

Asp

Phe

310

Pro

Arg

Asp

Ala

Leu

390

val

Lys

Asn

Ala

Ser

470

Gly

Pro

val

Thr

Glu

val

295

Glu

Lys

Glu

val

His

375

Pro

Gly

val

Gln

Tyr

455

Pro

Gly

Ala

Ser

Gly

ES 2447 843 T3

val

280

Thr

Lys

Thr

Leu

Ser

Asp

Gly

Leu

440

Thr

Ser

Ile

Lys

Phe

520

Gln

Ala

ASp

Gly

Phe

Ile

345

Lys

Glu

val

val

Leu

425

Leu

Ile

Glu

Glu

Tyr

505

Ile

Phe

Pro

Glu

Asp

Cys

Gln

Leu

Tyr

Leu

410

Leu

Asn

Asp

Tyr

Pro

490

His

Ile

val

100

Ile

Met

Glu

315

Glu

Cys

Gly

Lys

Leu

Lys

Asn

475

Pro

Ile

Gln

Pro

Leu

val

300

Phe

Tyr

Ala

Thr

His

380

Glu

Leu

Asp

Ala

Cys

Ile

Ser

Phe

Asn
540

val

285

Lys

Phe

Ser

Ser

Gly

ser

Phe

Leu

445

Arg

Lys

Ala

Ser

Gln

525

Asp

Pro

Gln

Gln

Ile

Ala

350

val

Gln

Ala

val

Lys

Asp

Trp

Phe

Arg

Asp

510

Phe

Pro

Tyr

Gly

Ser

Leu

335

Trp

Thr

Tyr

Asn

Ser

415

Phe

Lys

Gly

Trp

Ser

495

val

His

Glu

Pro

Tyr

Leu

320

Glu

Asp

Met

Tyr

Pro

400

Ser

Asp

Met

val

Glu

480

Glu

Glu

Gln

Lys



Thr

Leu Leu

545

Phe

Met

Glu

Leu

val

Lys Glu

Ile

Glu

Phe
595

Tyr

Gly Ala

610

Ser

625

<210> 44

<211> 2121
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis

<400>

44

gtatatcaag
agttgataaa
gagtagtgct
gcaacgactt
cgcttgggct
ggttgaaacc
ggaatacaag
tgctttacca
ttatgcaaaa
acctgaaatt
gaaacaatgg
actaaatcgt
tgaatatgaa
actgtacgag
cgttgtttcg
gtggagtgaa
cgatgagatg

tttccaaagc

Asn Cys

Met Leu

565

Lys

Leu Thr

580

Arg Pro Leu

Tyr val

tatcattcaa
atcatgaaaa
gtgcttaaga
agagagatca
tatgcatcca
gcgaaatact
agtgaggatc
tctgagaagt
gtgaaagttt
acggaaatcc
tacgacaaag
gaagcagcga
gatgagacat
caactccatg
gagaaaggtc
gttgccccaa
gttaagcagg
ttgaatatga

Asp Ile
550

Gly

Gly

ES 2447 843 T3

Tyr
Leu Gly
Gln Arg

Glu
600

ser

Asp

gtgaatcatt
tcactgtgat
aaaacggtga
atgaggaact
atattactga
acaaggaact
tgaagagaca
ataaggagct
gctcatacaa
ttattaaaag
ctggcacacc
aattggatgg
ttgagaaaca
cttatgttag
ccattccaat
ttttagtccc
gatacacacc

cgaaacttcc

Gln

Ser

Lys

Ala
555

Ser

Ser
570

Lys

Met Asp

Leu Gln

Ser Thr

ggctccgtaa
tttattcacg
aactattgaa
tgatcgtagg
ggtcaatctc
tgcatctgaa
aattaagaag
tttggaagct
ggatccaaag
tcgagatcct
aactcgagag
attttattcg
acttgaggat
attcaagctg
gcatctcttg
ataccccgaa
aatttctatg

aaaaaccttc

101

Glu

Pro

Ala

Lys

Lys

Ala Gly

Pro

Trp

Ala
590

Ser

Lys Asn

Cys val

tttgtacaaa
ggatttacaa
gaagaagaag
aagaatatca
aagaacatga
ttgaagggat
ctaagcaagt
atcacatgga
aaatgtgatt
gaggaactta
agttttaata
ggtgcagaat
atcttcgccc
agggaaaagt
gggaacatgt
aagaagctcc
tttgaaaaag
tgggagtaca

Ala
560

Asn

Asp

Leu

Lys Glu

Lys Asn

agaaaaaaaa
ttgccctegt
taagagctga
atactgtagc
atgatgtgtc
tcaatgccaa
tgggatatag
tggaatcgaa
tagcacttga
aatattattg
agtatgtaca
cttggcttga
aaattcgccc
atggaaatga
ggggtcaaac
tcgatgttac
gagacgaatt

gtattttgga

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

1020
1080



10

15

ES 2447 843 T3

aaaaccccaa gatggtaggg aattgatctg ccatgcaagt gcatgggact tctatacaaa 1140
ggatgatgta aggattaaac agtgtaccag agttacaatg gatcaattct tcacggctca 1200
tcatgagctt ggtcacattc aatattattt gcaatatcaa catttgccga gtgtttacag 1260
agaaggtgcc aatccaggct ttcacgaggc tgttggggat gttctctctc tttcggtatc 1320
aagtcctaaa catttggaaa aagttggttt gcttaaagac ttcaaatttg atgaagaatc 1380
CCagataaat caacttctaa atttagctct ggataaaatg gcattcctcc catttgccta 1440
taccattgat aaatatcgct ggggtgtgtt tcggggtgaa atttcgccgt ctgagtacaa 1500
ttgcaaattt tgggaaatgc gttcctacta tggtggtata gaaccaccaa ttgcacgttc 1560
tgagagtgat tttgatccac cagcaaaata tcatatttca tcggatgttg agtacctcag 1620
gtatttggtt tccttcatta ttcagttcca attccatcaa gctgtgtgcc aaaagactgg 1680
tcagttcgta ccgaatgatc cggagaagac tcttctaaat tgtgacatct accagagtgc 1740
tgaggctggt aatgccttca aagaaatgct caaattggga tcctcaaaac catggccaga 1800
tgcaatggaa attcttacgg ggcaaaggaa aatggatgct tctgcattaa ttgagtactt 1860
ccgtccactc agtgagtggt tgcagaagaa gaataaggaa ctaggagctt atgttggctg 1920
ggacaaatct actaagtgtg tcaaaaacgt cagttaattt tttgtgagcc ctaaaaaata 1980
ttcataacat ttcaatatga caaaatatat gattttcgtg aaaactaagc atgagtaagt 2040
tttttttgtg aatttttagc agtttcattt cagaataaac gtcaaatttt taaaaaaaaa 2100
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 2121
<210> 45
<211> 42
<212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 45

Met Lys Thr Phe Ala Leu Ile Phe Leu Ala Leu Ala val phe val teu

1 5 10 15

Cys Ile Asp Gly Ala Pro Thr Phe val Asn Leu Leu Asp Asp val Gln

20 25 30
Glu Glu val Glu val Asn Thr Tyr Glu Pro
35 40

<210> 46
<211> 463
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 46

tcagttagtt gactaacaaa ccacaataga gacactaaaa tgaagacatt cgccttaatc 60
ttcttggctc ttgctgtttt tgtgctctgc attgacggag ctccaacttt tgtgaattta 120
ctggacgacg tacaggaaga ggtagaagtt aatacgtatg agccttagga agaaaatgtt 180

102



10

15

tgaggagttt
tttttaaaaa
aattaaaaac
aattgtatta
aaaaaaaaaa
<210> 47

<211> 139
<212> PRT

caggcagagg
tgaatcaatt
taattatgga
attaaaaaat

aadaddaadadaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 47
Met Asn
1

GIn Ser
Arg Thr

val
50

Phe
Lys
Lys Leu
Gln

Pro

Arg Cys

His Leu

Leu

Asp

35

Asp

Leu

Gln

val

Cys
5

Ala Glu

20

Glu Asn

Asn

Lys

Leu val

Phe

His

Cys

Phe

Thr

ES 2447 843 T3

cagagctttc
tgattggagc
aattaatata
attgtatgaa

ddaaaaaaaa

Ile Ile

Pro Glu

Ile Leu

40

Arg
55

Phe Gly

70

His
85

Glu

Thr
100

Lys

val Asp

115

Ile
130

Ala

<210> 48
<211> 579
<212> ADN

Lys Phe

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 48

ggccattatg gccggggata gaacttaatt gttgttaaaa
attattgctc tattcttttt ggttcaacaa tctttggctg
attagagaat tggcgagaac tgatgaaaac tgcattcttc

ggattcgttg ataaaaattt caggatcgct aaaaaacatg

Ile

Asp

Gly

Asp

Glu Ala

Glu

Lys

Ile
120

Lys

Lys Thr

135

ccagagaggg
aattacgcta
taattttcag
attcccaata

aaaaaaadaa

Ala
10

Ile Leu

Glu
25

Lys Cys

His Cys Thr

Ala Lys Lys

Ala val Pro

75

Ala
90

Cys AsSp

Cys Thr

105

Lys

Leu Pro Trp

Leu Asn val

103

agcttttgcc
tatttgtggg
aatttcaata
aaagctttca

aaa

Phe Phe

Arg
30

Ser
45

Tyr Ty

His val

60

Lys Lys

Ala

Ser

Ile Asn

Leu

Glu

Gln

Glu

Asn

Lys

ttgctgtaga
aatatttttg
aattcatcaa

aattaaaaaa

val Gln

15

Leu Ala

r Tyr Gly
Lys Phe

Lys

Ala
95

Asp

Tyr Tyr

110

Asn Ser Ty

125

tgaatcactt gtgctttatt
aacatccaga agaaaaatgt
attgtacgta ttcgtactac

ttcaaaaatt caaaaaaatc

r Ala Asp

240
300
360
420
463

60
120
180
240



ctagttacat
gcttgtgcgg
ataaataagt
gatgcaatca
aacatcaaga

taacgcttaa

Met Lys Ile Ile Phe Leu Ala Ala
1

Ala Ala

Arg His

Glu

Ala

tcggegetgt
attctgcgaa
actatcgttg
ttaagtttga
ttatgctgga
tgctatatta

5

Glu
20

Pro

Thr Pro

35

Thr
50

Ala

Asp
65

Asp

Asp

Trp

Leu

Ala Ser

Thr

Phe

Asn

Ser

Ala

Ala Pro

val

Pro

Ser
85

Leu

Pro Leu

100

ser Gly

115

Thr
130

Pro

Phe
145

Asp

Thr Arg

Ala Ile

<210> 49
<211> 446
<212> PRT

Gly

Ile

Leu

val Thr

Leu

Lys

val
165

Tyr

Glu
180

Lys

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 49

ES 2447 843 T3

tcctaagaaa
tgctgatcaa
tgttgtggat
taaaaccctt
aagaaaaaaa

daaaaaaaaa

Ser val Glu

Gln
40

Lys Ala

Pro Ser

55

Arg

Phe Glu

70

Gly

Lys Ile val

Ser val Lys

Thr
120

Thr Leu

His Tyr Gln

135

Lys Ser

Asp GIn Phe

His Tyr Leu

gaaaaaaaga
cctcaaacta
ggaaaaatat
aacgtatgaa
taaaaaaaaa

adadaaaaaa

aacttttaga
aagatgaaaa
taccctggaa
gcaaagatat

ttgtgctaat

gcacattgag
atgtacaaaa
tagttatgct
tcgaaaaaaa

caaattgaat

Phe Leu Leu Ala Asp Gly Ile Trp
15

10

Ile val

25

Asp Ala

Glu Ser
Phe

Pro

Glu
90

Phe

Leu teu

105

Gln His

Ser

Arg

Asn Asp

Thr

Arg

Met

Lys

Glu

Met

Gln

Glu

Tyr

Pro Gln

Ser

val Arg

30

val Gly

45

Asp
60

Tyr

Asp

Asn

Lys

Ser Leu

Ser

Trp

Gly

Gly

Leu

Glu Ser

Glu

Asn

Phe
80

Glu

Asn Ala

95

Phe Glu

110

Leu Arg

Phe
140

Tyr

Thr val

155

Thr
170

val

Thr
185

Asp

104

Pro

Leu

Arg Gln

Lys val

Gln

Lys

His

Arg

Glu

Ala Thr

Asn Ile

Phe Gly

Tyr Ala

175

Asp Phe

190

300
360
420
480
540
579



Met

ala

Arg

Ala

Asp

65

ASp

Ile

Ala

Pro

Phe

145

Thr

ala

Lys

ala

Thr

50

Asp

Trp

Leu

Sar

Thr

130

Asp

Arg

Ile

Ile

Glu

ala

35

Thr

Phe

AN

S5er

Ala

Ile

Gly

Ile

Leuw

Glu

20

Thr

Ala

val

Leu

Fro

100

sSer

val

Leu

Tyr

Phe
5

Pro
Pro
Pro
Pro
Ser
Leu
Gly
Thr
Lys
val

165

Lys

Leuw

Ser

LyS

Arg

Pha

70

Lys

Ser

Thr

His

Lys

150

ASpD

His

ala

wal

ala

Pro

Glu

Ile

val

Leu

Tyr

135

Lys

Gln

Tyr

ES 2447843 T3

Ala

Glu

Gin

40

Ser

Gly

wval

Lys

Thr

120

Gln

S5er

Fhe

Leu

Fhe

Ile

25

Asp

Glu

Pro

FPhe

Leu

105

Gln

Ser

val

Thr
155%

Leu

10

val

Ala

Ser

Phe

His

Arg

Asp

Thr

170

ASD

105

Leu

Thr

Arg

Met

Lys

75

Glu

Mt

Gln

Glu

Tyr

153

Fro

Leu

&8la

Pro

val

ﬁ.EFI

B0

Asp

Asn

Ser

Leu

Phe

140

Thr

aArg

Lys

Asp

Gln

Gly

45

Tyr

Ile

Lys

Leu

Arg

125

Tyr

Wal

Gin

wal

Gly

Ser

30

Lar

Trp

Gly

Gly

Leu

110

Gln

Lys

His

Arg

Glu
1490

Ile

15

wal

Glu

Glu

Glu

Asn

95

Phe

Ala

Asn

Phe

Trp

Arg

ser

ASN

Phe

a0

Ala

Glu

Thr

Ile

Gl

16

Ala

Fhe



Ser

Ile

Asn

225

Arg

Asp

Phe

Lys

Phe

Gly

Arg

385

Ser

Phe

Gly

Lys

Thr

210

Ser

Lys

Glu

Tyr

Gly

Ile

Lys

His

Ile

Gly

Ala

Glu

Asn

Ala

<210> 50

<211> 1651
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis

Ala

195

Asn

val

Pro

Ser

Glu

275

Lys

Asp

Trp

Phe

Ser

355

Gln

Gly

val

Ala

Ile
435

Lys

Glu

Met

Phe

260

Ala

Gln

Ser

Leu

340

Gln

Gly

Ile

Ser

Asn

420

Leu

Glu

His

Leu

Asn

245

Thr

Lys

Tyr

Phe

Met

325

Met

Ile

val

Ile

Leu

405

His

Thr

Ile

Met

230

Arg

Thr

Glu

Ala

val

310

Asp

Thr

Phe

Gln

val

390

val

Pro

Thr

Thr

Lys

Leu

Thr

Asp

Leu

Met

295

Arg

Glu

Asn

Thr

Asn

375

Asp

Asn

Phe

Gly

ES 2447 843 T3

Gln

200

Asp

Asn

Leu

Phe

280

Thr

Gln

val

Glu

Ser

360

Arg

Glu

Lys

Leu

Lys
440

Ala

Leu

Ala

Pro

Met

265

Ala

val

Ile

Glu

Leu

345

Glu

Leu

Lys

Phe

Phe

425

val

Ile

val

val

Leu

250

Leu

Lys

Ile

Asn

Cys

330

Lys

Ala

Gln

Gly

Gly

410

Thr

val

106

Asn

Lys

Tyr

Pro

Thr

Ile

Leu

Thr

315

Arg

Glu

Ser

val

Ser

395

Asp

Ile

ASp

Ser

Glu

220

Phe

Phe

Asp

Leu

Pro

300

val

val

Ser

Leu

Ser

380

Thr

Asp

Glu

Pro

Leu

Ile

Leu

Pro

365

Asn

Ala

Glu

Asp

Thr
445

val

Asp

Gly

val

Leu

270

Ile

Ser

Leu

Leu

val

350

Ser

val

TYyr

Phe

Glu

430

Gln

sSer

val

Leu

Ser

255

Tyr

Pro

Lys

His

Pro

335

Lys

Leu

Ile

Ala

val

415

Thr

Asn

Gln

Tyr

Tyr

Ser

Lys

Leu

Gln

Ala

400

Met

Thr



10

<220>

<221> misc_feature
<222> (1636)..(1636)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 50

gtcggagatc
ttaagtgtgt
ttctactagc
aatcagtgcg
caacaacagc
catttgaggg
ttgaggaaaa
tgctcttcga
ccaccatcgt
agaaaaagag
tgacgcctcg
ttgaggactt
tcacaaatga
tcatgcttaa
cactgccctt
ggctctacta
aaggtaaaca
ttgtgcgtca
agtgcagggt
tcgtaaagtt
gaggacaggg
ttgtggatga
ttggagatga
acgaaaccac
tgaaaagcat
ttaatagagc
gacacataaa
gaaaaaaaaa
<210> 51

<211> 166
<212> PRT

gtctgccttg
gtgtcttagc
ggatggtatt
gagacacgct
accaagacca
tccattcaag
caaaggtaat
ggccagtgcg
cacccactat
taacgactac
ccagagatat
ctcgaaggca
gcacataaag
tgcagtctac
ccacgtgagc
cttctacgag
atacgcaatg
gattaacacg
tattctaccc
gggcatcagt
cgtacagaat
gaagggcagc
tgagttcgtc
cggcgcaatc
ttcatcgtat
atcttctcag
aaaaacagct

daaadanaaaa

<213> Lutzomyia longipalpis

ES 2447 843 T3

atgatcacat
aaagtgattt
tgggctgctg
acgccaaaag
agtgaatcaa
gatattggag
gccatcttgt
tcaggtacct
cagtctcgag
acggttcact
gctgccattt
aaagaaacaa
gatctcgtga
ttccgceggac
gctgatgagt
gcaaaggaat
actgtgatct
gtcctcctgce
aagttccact
cagattttca
cgtctgcagg
acagcctatg
atgttcaacg
ctatttacgg
acaacttttt
gaaggcactc
gtactttcta

aaaaaaaaaa

cgtgattgtg
ccacaatgaa
aagaaccttc
cccaggacgc
tggattactg
aattcgactg
cgccactctc
tgacccagca
aattttacaa
ttggtacgag
tggagaagca
ctcaggcaat
aggaggaaga
tctggcgcaa
ccaagacgac
tggatgctaa
taccaaattc
acaggattaa
ttgacatgac
catcagaggc
tgtctaatgt
ctgcgtcaga
ctaatcatcc
gaaaagtcgt
ttttaattaa
ctgacttatt
ctttttataa

a

107

agttacaaga
gattattttt
agtggaaatt
gagggtagga
ggagaatgat
gaacctttcg
tgtgaagcta
ccaactcaga
gaatatcttt
aatctacgtg
ttatctgact
caatagttgg
tgttcagaat
gcctttcaat
tgattttatg
gatcctcaga
caagagtggc
gtggttgatg
gaatgagctg
atctttgcca
gattcagaag
agtgagccta
attcctcttt
cgatcccacg
ttattcctca
tttactaaat

tatacgacca

gtgaaacttt
ttagccgett
gtaacaccac
agtgaatccg
gatttcgtcc
aagatcgttt
ctaatgagtt
caagccactc
gacggtctca
gatcagtttg
gatctcaaag
gtgtcaaaca
tcagttatgc
cgtacactcc
ctaaccgatg
attccttaca
attgatagct
gatgaagtgg
aaggaatcgc
tcattagcac
gcgggaataa
gtcaacaagt
acaattgagg
caatagggaa
ttgaaggaca
gtgatccttg
tatttgtgag

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
1651
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<400> 51

Met Arg
1

Thr Phe

val

Met

Thr
50

val

Ser Ser

65

Ile

Ile

Asn

val val

Phe

Lys

Leu

val

Asn

val

val

Leu Leu
Pro
Thr
Thr

Phe

Ser Glu

Leu

Gly

Ala

Asn

Leu

ES 2447 843 T3

Ala Phe

Leu

Trp

Ala
40

Asn

Thr Ile

55

Leu Gln

70

val
85

Gly

val val

100

Asp Glu

115

Glu
130

Leu

Asp Ala

145

Thr val

<210> 52
<211> 739
<212> ADN

Thr

Leu

Pro

Ile Ile

GIn Gly

Gly

Gln

Ala

Pro

Asn

Gln val

val

Gly Asn

120

Leu Pro

135

Ala Gly

150

Gln
165

Gln

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 52
tcagttaagc

cttcteccgtt
aactggtatt
ttctgtgaca
ttcggaactc
agtgcagagt
tggaaatgtt

agattttcaa
gctttggtge
aatgatatgg
ttattcacaa
cttcagcaag
gcctttgtga
ttggaagttg

Ser

gctaaagaaa
tttcaccaac
taaaaaatac
ataccatcac
tcaatgaaac
attcagctgg
ttgttgatga

val Ala

10

Ser

Asp Ile val

25

Leu Lys Asn

Thr Glu Ala

GIn val Asn

75

GIn Ser Ala

90

Ala Ala

val Glu

Gly val val

Thr Thr Ser

155

cttaactaag
attcgccaaa
tgcgaatgca
cgaagctata
ccttacggat
aaatgttgtt

ggctggaaat

108

Leu val

Thr

Gly

Leu
45

Arg

Ile
60

Lys
Glu Thr
val

Phe

Gly Asn

Leu

Ile

30

Thr

Asn

Leu

Asn

val

Ser Pro

15

Asn Asp

Thr Ser

Ala Asn

Thr Asp

80

Ser Ala

95

Leu Glu

110

Ala
125

val

Ile Gln

140

Asp Ser

atgcgattcc
ccaggtcttt
ctcaaaaatc
aaaaatgcaa
attattaatg
gtgcaaattg
atcgtggagg

Gly

Lys

Ala

Thr Ala

Ile

Ile

Ser
160

Ser

ttcttttggce
gggacattgt
gtctaacaac
attcttctgt
gtgtaggaca
ttgatgccgc

tagctggaac

60
120
180
240
300
360
420



10

15

ES 2447 843 T3

agcattggaa actatcattc cactgcccgg
ccaaggaaat gcagggacta catcggattc
actacaaccg caatgatgtt gtctttaacg
aagatgaaat attcagattt ttcaatcaat
actaaagcaa tttgtaaaag gaaaaccaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaa
<210> 53
<211>109
<212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 53
Met val Lys Tyr Ser Cys Leu val
1 5
Gly Pro Tyr Gly val val Gly Ser
20
Ala Lys Tyr Leu Gln Asp Glu Cys
35 40
Phe Leu Pro Phe Ser Glu Glu Glu
50 55
Pro Glu Asn val Gln Glu val Thr
65 70
Ala Glu G1n Ala Lys Glu His Gly
85
Ser GIn Cys Tyr Ile Glu Lys Asn
100
<210> 54
<211> 447
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 54
atatcaattt tatcatcatg gtgaagtact
tggccggacc ctacggcgtt gtaggttctt
atcttcaaga tgaatgcaat gcaggtgaaa
aagaagtggg tgaagcattg agcgacaaac
tgagaggatg ctttgaagct gaacaagcca
ctttgagtca atgctacatt gaaaagaatt
aaagttatga atgaaaattt tctgaaattt

tgtagtgatt
agcttcatca
gagaattttt
atgatacgaa

taaatatttg

val
10

Leu
Cys Glu
Asn Ala
val

Gly

val
75

Asn
Lys Cys

Leu
105

Cys

cgtgtcttgt
gtgagaatga
ttgcagatga
cagaaaacgt
aagagcatgg
tatgtcaatt

tgttgcaaaa

109

cagaagataa
actgtgcccc
aaatttgaat
attttgaaat

aaattgtaaa

Ala

Asn

Gly

Glu

Glu

Gln

Ile Phe Le

Th
30

Asp Leu

Ile
45

Glu

Ala
60

Leu Se

Arg Gly

Arg Phe Se

Phe Phe

tcttgttgca
cctgacagag
atttctaccc
gcaggaagtc
aaaatgtgaa
cttctaaaat

atatataaat

Ala

Cys

ttgatgctct
aacaatctta
atcaaaatcc
tatttttccg

gjaaaaaaaaa

u Leu Ala

15

r Glu Ala

Asp Glu
r Asp

Lys

Glu
80

Phe

r Ala
95

Leu

atttttcttc
gccgccaagt
ttctctgaag
accaacatcg
agattttccg
attttgaaga

tgcccaatta

480
540
600
660
720
739

60
120
180
240
300
360
420



10

15

20

ES 2447 843 T3

ddadaaddddadaa daadddddaaa addaadada

<210> 55
<211> 115
<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 55
Met Lys
1

Pro Ala

Asn Ala

Leu

Tyr

Phe Phe Tyr

5

val
20

Lys

Leu Leu

35

Glu
50

val

Asp val

65

Arg Glu

Glu Ile

Glu Asn

Tyr

Gly

Cys

Tyr

Asp Asp

val

Ser

Ala
85

Ile

Asp
100

Cys

Met

115

<210> 56
<211> 496
<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 56
agtttaattt

gatcctgctt
ctccttaaat
gatgaagaaa
gttgcgaaaa
tcagaaattt
taaaaaaaaa
aaaaatggcc

dadadaadaaaa

<211> 409
<212> PRT

tcatcatgaa
tggtcaagtg
tggattgtga
tatatgaaat
taataaggga
atgattgtta
ttatttattt
taatattgaa

daaaaa

Leu Phe

Cys Ser Glu

Lys Leu Asp

40

Ile Ser

55

Asp

Ser Glu

70

Asp

Gln val Ser

Tyr Met Lys

gttcttctac
ttcagaggat
agcaggaagg
aacggtcgat
gtgcattgca
catgaagaag
atataaaaaa

gcaaaaatta

Ala
10

Ser

Asp
25

Cys
Cys Glu
Glu Glu
Gln Glu

Gln
90

Thr

Lys
105

Lys

ttgattttct
tgtgagaata
gttgatcctg
gttggagttt
caagtttcaa
aaaatctgta
atataaggat

aagcatgaaa

110

Ile

Glu

Ala

Ile

Lys

Asp

Ile

Phe Phe

Asn Ile

Leu

Phe

Ala
15

Asp

His Asp

30

Gly Arg

45

Tyr Glu

60

val Ala

Thr

Cys

Cys Asnh

val

Ile

Lys

Lys

Tyr

Asp Pro

val

Thr

Ile
80

Ile

Phe
95

Ser

Tyr Pro

110

ctgcaatttt
tttttcatga
ttgaatacga
catctgagga
cgcaagattg
attattatcc
taaaatctct

caagaccaaa

ctttctggct
caatgcgtac
cgatatttcg
ccaggagaaa
cacgaaattt
tgaaaatatg
tattgattgt

dddaaaadaaa

447

60
120
180
240
300
360
420
480
496



<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 57

Met

1

Gly

Ser

Pro

Phe

65

Asp

Ala

Glu

Leu

Lys

145

val

Ile

Lys

Leu

Phe

225

Gln

His

Ile

Phe

Ser

50

val

Gly

Ser

Glu

Pro

130

Asn

Gly

Tyr

Phe

Asn

210

Arg

TYyr

Leu

Gln

Pro

35

Asn

Ser

Lys

Tyr

val

115

Ser

Leu

TYyr

Gly

Asn

195

Phe

Arg

Gln

Gln

Gly

20

Glu

Asp

Leu

Asp

Ser

100

Cys

Gly

Thr

His

Lys

Leu

Glu

Ser

Leu

Ala

Asn

Gly

Lys

val

85

Cys

Gly

Asn

Pro

Leu

165

val

Leu

Ser

Gln

Ile
245

Asn

Pro

val

Ser

Ile

70

Glu

Asn

Gly

Phe

Leu

150

Lys

Asn

Phe

Arg

His

230

Asn

Leu

Lys

Thr

Leu

55

Gly

Thr

Lys

Ser

His

135

Tyr

His

Ile

Gly

Gly

Ala

Gln

ES 2447 843 T3

Cys

Ser

Ala

40

Ser

Glu

Ile

Ser

Ser

Thr

Asp

Pro

200

His

Thr

Gly

Ala

Ile

25

Lys

Thr

Ser

Thr

Thr

105

Lys

Ile

Arg

Lys

185

Lys

Leu

Glu

Asn

Ile

10

Asn

Lys

Pro

Leu

val

Tyr

His

Gln

Ser

Met

111

Leu

Ser

Glu

Leu

Ala

75

Asn

Thr

Tyr

Gln

Ile

155

Ser

Tyr

Thr

Pro

Tyr

Leu

Leu

Lys

Pro

Gln

60

Ile

Thr

Asp

Lys

Thr

140

Leu

Phe

Lys

Phe

Glu

220

Ile

Arg

Ser

Ser

val

45

Pro

Phe

Asn

Thr

val

125

Cys

Asn

Arg

Thr

Phe

205

val

Asn

val

val

Tyr

Ser

Cys

Phe

Ile

110

Gly

Phe

Gly

Thr

Gln

190

Arg

Asp

Thr

Glu

Leu

15

Ala

Leu

Gly

Pro

Asp

95

Glu

Phe

Asp

Gln

Asn

175

Ile

Arg

Phe

Ala

Asn
255

Asn

Lys

Pro

Gly

80

Leu

Thr

Pro

Lys

Ala

160

Gly

Glu

Pro

Thr

Pro

240

His



val Arg

Gly Ile

Asp

Leu

Leu Ala

260

Gly Ile

275

Ile Tyr

290

Ala val

305

Asn Asn

Ala Gln

ser Ile

Asn
370

Lys Leu

385

val val

<210> 58
<211> 1281
<212> ADN

Leu

Phe

Pro

Ala

Gly

Ile

Leu

Arg

Gly Asp

Asp Pro

Lys

Leu

Asp

Gln

ES 2447 843 T3

val Leu

Leu
280

Arg

val Ile

295

Lys Gln

310

val
325

His
Phe
Leu Thr
Ile

Leu

Lys Phe

Lys

Gly

Ile

Pro

Pro

Thr Phe

Asn Asp

Cys Cys

360

Lys Glu

375

Lys Thr

390

Lys

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 58

tcaatctaac
gaattcaggg
atgtaacggc
cccccctaca
tctgtccagg
cttcatattc
gaggaagtgg
tctaccaaac
atggtcaagc

tctacgggaa

aatgcacctg
cgctcccaaa
taagaaggag
gccaagtggg
tgatggaaag
gtgcaacaag
aaaagtgtac
gtgttttgat
tgttggatat

agtcaacatt

Ala

Lys Gly

caattgaatt
agtattaatt
ccagtgtact
ccatttgtaa
gacgtagaga
agcacatcaa
aaagttggtt
aagaaaaatc
caccttaagc

gataaactct

Gln
265

Lys Asp

Lys Ser Lys

Ala val Pro

Ile
315

Glu Ala

Asn Pro Asn

330

Asn Glu

345

Leu

Lys Leu Glu

val Asn Asn

Arg Asn

395

Ala

tgtgcgctat
caaaatcctg
tgaaaccatc
gtctcaaaat
caattacgtg
cggataccat
ttccgetgec
tcacacctct
acacaagagg

acaagacgca

112

Ile Thr

val

val Thr

270

Ile
285

Lys

Ala
300

Met
val Phe
Cys Lys

Tyr Phe

Glu

Phe

val

Asp

Ser

Lys Glu

Trp

Lys

Ser
320

Ser

val
335

Cys

Asn Tyr

350

Phe
365

Glu

Lys Asn

380

Glu Gly

tctecttteg
cgcaatctcc
aaatgatggc
tggagaatct
caatacaaat
tgaaacggaa
ctctgggaat
ctactcaatt
aagctttcgt

aattgagaaa

val

Tyr

Asp

Lys Arg

Thr Lys

Lys Lys

gtactaaatg
tttccggaga
tcattgagta
cttgcaatct
ttcgatttag
gaagtttgcg
ttccattcaa
cacattctca
accaatggta

ttcaacaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



ttttcggccc
taagccccga
acacagcacc
tgagggatct
tacttcggtt
ccgtaccagce
ttgtttcctc
ctcaagctgg
ctatttgttg
taaataacaa
gagataagaa
aaaaaaaaaa
<210> 59

<211> 160
<212> PRT

taaacaaaca
agtggacttt
acagtaccaa
cgcaaaagtt
gaagagtaag
aatgttctgg
aaataatccc
atttgggaat
caaacttgag
aaactacacc
ggtggtacgt

daaadaadaaa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 59

Met Asn Leu

1

Ile Thr

Ile pPhe

Ala

Ile

His Leu

Thr
20

Asp

Ser Lys

35

Thr
50

Cys

Asn
65

Asp
Thr Lys
Lys

Asp

Tyr Ile

Glu

Glu

Lys

Phe

Asn

Gln Asn

Thr

val

His
85

Ser

Trp

Trp Tyr

115

Glu
130

Phe Cy

s Met Glu

ES 2447 843 T3

tttttccgta
acattccgta
tcaattaatc
ctgcagaagg
aaaatagaga
aaggctgttt
cacgtgaaga
gataatcttg
gaatttgtta
aaaaaactcc
aagcgcgceca

a

Ala Ile Ile

Leu Ile Glu

Ala Glu Leu

40

Thr
55

Leu Leu

Lys Ala val

Ile Trp Leu

Ile Ser Asp

Glu
120

Gln Gly

Leu Tyr Phe

gacccctcaa
gggaacaaca
aaggaaattg
acataacagt
aagaaatcta
ttgaccctca
cctttaatcc
aatatttctc
aaagaaataa
ttaagtttcc

aaggagcata

Phe
10

Leu

Lys Glu

Thr Trp

Leu Ser

Arg Ala

75

Gly
90

Gly
Gly Thr
Asn

Pro

Lys Thr

113

val Ser

Leu

Phe

Ile

Glu

Ile

Thr

Gly

Pro

ttttctatca
tgcaacggaa
gctacgtgtt
cgttacggga
tttaggagat
aaaacaagaa
caactgcaag
caattattct
aataattcta
taaaacaaga

aatattaaac

Tyr
Ser

Asp

Ala
45

Gln

Ser

His

Tyr

Arg

val Thr

Phe

Cys

Leu

Ala

Leu

ASp

Lys

cgtggacact
atgtacatta
gaaaatcacg
attttgggga
gacgtaattg
gcaattgtct
gatgtatgcg
attggtctga
cccaaagaag
aacaaggagg

gaaaaaaaaa

Thr
15

Leu

Lys Lys

Asp Phe

Arg Glu

Pro Asp

80

Gln
95

Asp

Thr val

110

Gly Arg

Ala
140

Gly

TYyr

Gln

Gln Lys

Trp Asn

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1281
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Asp Asp Ile Cys Thr Ala Lys His His Phe Ile Cys Gln Glu Lys Lys

10

145 150 155 160

<210> 60

<211> 671

<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 60

gttctacgat aaaattttct tttcaaactt ttcttttaaa gaaaaatctt caaaaagtta 60
aaatgaattt gcaccttgcg attatcctct ttgtgagtta cttcacactg atcactgcta 120
cggatctaat tgaaaaggaa ctttctgatt gcaaaaagat cttcatctcc aaggctgagc 180
taacttggtt ccaagctctc gatttctgta ccgaacaaaa cctaactttg ctctcaatta 240
aatccgcccg ggaaaatgat gaggtgacta aagcagttcg agctgaggtt catcttccag 300
acacaaagaa gtctcacatt tggctcggag gtattcgtta tgatcaagac aaggatttcc 360
gttggataag cgatggaaca actgttacga agacagtcta catcaattgg taccaaggag 420
aaccaaatgg tgggaggtac caaaaggaat tttgtatgga attgtacttt aaaactccag 480
ctggtcaatg gaatgatgat atttgtacag caaagcatca ttttatatgt caggagaaaa 540
aataaattga attgttcatg tgtctttggc ggtgcgaagg tataattcag gttgacgaca 600
taaattgatt tttctttcat taagaaaata aaggcttgaa tttataaaaa aaaaaaaaaa 660
aaaaaaaaaa a 671

<210> 61

<211> 160

<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 61

114



Met Asn

Ile Thr

Ile Phe

Cys Thr
50

Asn Glu
65

Thr Lys

Lys Asp

Tyr Ile

Glu Phe
130

Asp Asp
145

<210> 62
<211> 672
<212> ADN

Leu

Ala

Ile

35

Glu

Glu

Lys

Phe

Asn
115

Cys

Ile

Pro

Ala

20

Ser

Lys

val

Ser

Trp

Met

Cys

Leu

Asp

Lys

Asp

Thr

His

85

Trp

Tyr

Glu

Thr

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 62

Ala

Leu

Ala

Leu

Ile

Gin

Leu

Ala
150

Ile

Thr

Glu

Thr

55

Ala

Trp

ser

Gly

Tyr

Lys

ES 2447 843 T3

Ile

Glu

Leu

40

Leu

val

Leu

Asp

Glu

120

Phe

His

Leu

Lys

Ser

Leu

Arg

Gly

Pro

Lys

His

Phe
10
Glu

Trp

Thr

Gly
90

Thr

Asn

Thr

Phe

115

val

Leu

Phe

Ile

Glu

75

Ile

Thr

Gly

Pro

Ile
155

Ser

Ser

Asp

Arg

val

Gly

Ala
140

Cys

Tyr

Asp

Ala

45

Ser

His

Tyr

Thr

Arg

Gly

Gln

Phe

Gly

30

Leu

Ala

Leu

Asp

LysS

110

Tyr

Gln

Glu

Thr

15

Lys

Asp

Arg

Pro

Gln

95

Thr

Gln

Trp

Lys

Leu

Lys

Ala

Glu

Asp

80

Asp

val

Lys

Asn

Lys



gttctacgat
aaatgaattt
cggatctaac
taagttggtt
aatccgcccg
acacaaagaa
gttggataag
aaccaaatgg
ctggtcaatg
aataaattga
taaattgatt
aaaaaaaaaa
<210> 63

<211> 399
<212> PRT

aaaattttct
gccccttgeg
tgaaaaggaa
cgatgctctc
ggaaaatgag
gtctcacatt
cgatggaaca
tgggaggtac
gaatgatgat
attgttcatg
tttctttcat

aa

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 63
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tttcaaactt
attatcctct
ctttctgatg
gatgcctgta
gaagtgacta
tggctcggag
actgttacga
caaaaggaat
atttgtacag
tgtctttggc

taagaaaata

Met Lys val Phe Phe Ser Ile Phe
1 5

Leu Gly Ala égp Thr Gln Gly Tyr

ttcttttaaa
ttgtgagtta
gcaaaaagat
ccgaaaaaga
aagcagttcg
gtattcgtta
agacagtcta
tttgtatgga
caaagcatca
ggtgcgaagg
aaggcttgaa

Thr Leu val

10

Lys Trp Lys
25

Asn val ghr Pro Gly Ser Tyr Asn Pro Asp Asnh
5 40

Phe Ala Tyr Asp Ala Glu Gly Glu Lys Leu Phe
50 55

116

gaaaaatctt
cttcacactg
cttcatctcc
cctaactttg
agctgaggtt
tgatcaagac
catcaattgg
attgtacttt
ttttatatgt
tataattcag

tttagcaaaa

caaaaagtta
atcactgctg
aaggctgagc
ctcacaatta
catcttccag
aaggatttcc
taccaaggag
aaaactccag
caggagaaaa
gttgacgaca

ddaadaaaaaa

Leu Phe Gin Gly Thr
15

Gln Leu Leu Tyr Asn
30

Met Ile Ser Thr Ala

45

Leu Ala val Pro Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672
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Lys Leu Pro Arg val Pro Tyr Thr Leu Ala Glu val Asp Thr Lys Asn
Ser Leu Gly val Lys Gly Lys His Ser Pro Leu Leu Asn Lys Phe Ser

Gly His Lys Thr Gly Lys Glu Leu Thr Ser Ile Tyr Gln Pro val Ile
100 105 110

Asp Asp Cys Arg Arg Leu Trp val val Asp Ile Gly Ser val Glu Tyr
115 120 125

Arg Ser Arg Gly Ala Lys Asp Tyr Pro Ser His Arg Pro Ala Ile val
130 135 140

Ala Tyr Asp Leu Lys GIn Pro Asn Tyr Pro Glu val val Arg Tyr Tyr
145 150 155 160

Phe Pro Thr Arg Leu val Glu Lys Pro Thr Tyr Phe Gly Gly Phe Ala
165 170 175

val Asp val Ala Asn Pro Lys Gly Asp Cys Ser Glu Thr Phe val Tyr
180 185 190

Ile Thr Asn Phe Leu Arg Gly Ala Leu Phe Ile Tyr Asp His Lys Lys
195 200 205

GIn Asp Ser Trp Asn val Thr His Pro Thr Phe Lys Ala Glu Arg Pro
210 215 220

Gly Lys Glu Tyr Glu Phe Lys Ala Gly Ile

Thr Lys Phe Asp Tyr Gly
230 235 240

225

Phe Gly Ile Thr Leu Gly Asp Arg Asp Ser Glu Gly Asn Arg Pro Ala
245 250 255

Tyr Tyr Leu Ala Gly Ser Ala Ile Lys val Tyr Ser val Asn Thr Lys
260 265 270

Glu Leu Lys GIn Lys Gly Gly Lys Leu Asn Pro Glu Leu Leu Gly Asn
275 280 285

Arg Gly Lys Tyr Asn Asp Ala Ile Ala Leu Ala Tyr Asp Pro Lys Thr
290 295 300

Lys val Ile Phe Phe Ala Glu Ala Asn Thr Lys GIn val Ser Cys Trp
305 310 315 320

Asn Thr GIn Lys Met Pro Leu Arg Met Lys Asn Thr Asp val val Tyr
325 330 335
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Thr Ser

Gly Gly

Ser Arg Phe val Phe

340

Leu Trp Phe Met Ser

355

Glu Lys
370

Asp Thr
385

<210> 64
<211> 1429
<212> ADN

Phe Lys Tyr Asp Phe

Gln Glu Ala Ile Ala
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360

375

390

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 64

ttgaattgaa
agggaccctt
tacaccagga
gggtgaaaaa
ggaagtggat
attcagtggg
ttgtcgtcge
agactacccg
cgaagttgtt
atttgccgtt
aaacttcctc
aactcatccc
tgaattcaaa
tccagcettac
taagcagaag
tgccattgec
aaagcaagta
agtctacact
cctctggttc
cttcccacgce
ttgcgatatg
tccaggcttt

aggagaaatt

gcagcagcaa
ggagcggata
tcctacaatc
ctcttcctag
acaaagaata
cacaaaactg
ctttgggtag
agtcatcgtc
cgatactatt
gatgttgcaa
aggggagctc
accttcaaag
gccggaattt
tacttagccg
ggtggaaagc
ctagcttacg
tcctgctgga
agttctcgct
atgtctaacg
taccgtctaa
aatgcataaa
gatgcaggag
attgattctg

tgaaagtgtt
ctcaaggata
cggataatat
ctgtcccaag
gtcttggtgt
ggaaggaact
ttgatattgg
ctgcaattgt
tccccacaag
acccaaaggg
tctttatata
cagaacgacc
tcggaattac
gaagtgccat
tgaatccgga
atcccaaaac
acacacagaa
ttgtctttgg
gcttteccgcec
tgaggatcat
agttaatttt
aggtggttat

aattctataa

Gly Thr
345
Asn Gly

Pro Arg

Gly Thr

tttctcaatt
taaatggaag
gatcagtacg
gaagttaccc
taagggaaaa
aacatcaatc
ttccgtggaa
tgcgtacgac
attagtggag
ggattgtagt
cgatcataag
cactaaattt
tctcggagat
caaagtctac
gcttcttgga
taaagttatc
aatgccactg
aacggacatt
tataaggaaa
ggacacacag
caacccaaga
caacgcaaaa

aaaaaattta

118

Asp Ile Ser val

Phe Pro Pro Ile

Tyr Arg Leu Met
380

Ala Cys Asp Met
395

Asp Ser Lys

350

365

tttacgctcg
caattgctct
gcttttgect
agagttccgt
cattcaccgt
tatcagccag
tatcgctcaa
ctaaagcaac
aagccaacat
gaaacttttg
aagcaggatt
gattacggcg
cgagacagtg
agcgtcaaca
aaccgcggga
ttctttgctg
aggatgaaga
tcggttgata
tcagaaaaat
gaagcaattg
agaagaccta
tcagctattg

atttgtgaaa

Arg Lys Ser

Arg Ile Met

Asn Ala

tcctcttcca
acaataatgt
acgatgctga
atacattggc
tacttaacaa
ttattgatga
gaggtgccaa
Caaactaccc
atttcggtgg
tctacattac
cgtggaatgt
gaaaggaata
aaggcaatcg
cgaaagaact
agtacaacga
aggccaacac
ataccgacgt
gcaagggcgg
tcaaatatga
ccggaactgc
aagaggcttt
ttgtatgagg
tatttggcaa

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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taataaatta attgaattac aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 65
<211>170
<212> PRT

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 65

Met Gln
1

Tyr val

Ser Tyr

Thr Glu
50

Leu Phe
65

Asp Thr

Ser Gly

val Arg

Ala Thr
130

Asn Ser
145

Ala Phe

<210> 66
<211>712
<212> ADN

Ser

Leu

Ser

35

Phe

Ala

Thr

Asp

Lys

115

val

Glu

Ser

Lys

Gly

20

Thr

Ser

Glu

Tyr

Tyr

Ala

val

Ile

Thr

Ile

Glu

Thr

Leu

val

Gln

85

Ser

Gln

val

Leu

Arg

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 66

tctctttggt taacattgtg aagttatcgg acgtggccgg
atgcagtcaa aaattctttc tttcgtcctt ttcaccttat
gaaacatgct caaatgctaa ggttaaggga gctacctctt
attgtaagcc aaattgcctt tgtgactgaa ttctccttgg

Leu

Thr

Asp

Glu

Asp

70

val

val

Arg

Arg

Ala

150

Ser

ser

Cys

Ala

Cys

55

Gly

Ser

Lys

Ser

His

135

Ala

Lys

Phe

Ser

Thr

40

Ser

Lys

Trp

Leu

Gly

Pro

Gly

Ile

val

Asn

25

Ile

Asn

Ile

Asn

Tyr

105

Glu

Gly

Leu

Leu

Leu

10

Ala

val

Pro

Thr

Glu

90

Asp

Glu

Thr

Ile

Ser
170

119

Phe

Lys

Ser

Gly

Pro

75

Glu

Glu

Asn

Tyr

Ala
155

aaadaaaaa

Thr

val

GIn

Ser

60

val

val

Glu

Lys

Thr

140

val

tttctatttc ttttgcaaaa
ccttgggcta tgttttgggt
attccacaac ggatgccaca

aatgctcaaa tcctggatcc

Leu

Lys

Ile

45

Glu

Ala

Asn

Gly

val

125

Gly

val

Ser

Gly

30

Ala

Lys

Met

Lys

Tyr

110

Lys

Pro

Ala

Leu

15

Ala

Phe

Ile

Ile

Ala

95

Gly

Pro

Trp

Tyr

Gly

Thr

val

Ser

Gly

80

Arg

Ala

Leu

Phe

Phe
160

1429

60
120
180
240
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gagaaaatct ccctatttgc tgaagtcgat ggcaaaatta ctcctgttgc catgatcggg 300
gataccacct accaggtgag ctggaatgaa gaggttaata aggctagaag tggtgactac 360
agtgtgaagc tgtacgatga agaaggatac ggagcagtac gcaaagctca gagatcaggt 420
gaagagaaca aggtcaaacc actagcaacc gttgttgttc gacatccagg aacatacact 480
ggaccatggt tcaattccga aatcctcgca gctggtctca ttgctgttgt tgcctacttt 540
gctttctcaa cgcgaagcaa aattctttcc taaagagacg cagcatgaaa tttcacaaaa 600
aaataaaaac aaattcaagt catcaaccat gtctctttgg cactcagact gtttctgtga 660
aatacaaact attatttaac aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa 712
<210> 67
<211>73
5 <212> PRT
<213> Lutzomyia longipalpis
<400> 67
Met val Ser Ile Leu Leu Ile Ser Leu Ile Leu Asn Leu Leu val Phe
1 5 10 15
Tyr Ala Lys Ala Arg Pro Leu Glu Asp Ile Ser Ser Asp Leu Ser Pro
20 25 30
Asp Tyr Tyr Ile Thr Glu Gly Tyr Asp Gly val Lys Glu Lys Arg Glu
35 40 45
ITe Glu Leu val Pro val Thr Phe Gly Ile Phe Asn Ile His Thr Thr
50 55 60
Pro Ala Pro Arg Ile Thr Phe Glu Trp
65 70
10
<210> 68
<211> 379
<212> ADN
<213> Lutzomyia longipalpis
15
<400> 68
attcccacaa gaagctgcta aaatggtgtc aattctgtta atctccttga ttcttaattt 60
gttggttttc tatgctaaag ctagaccact agaagacatc tcgtcagatc tttcccctga 120
ttattacatc actgaaggct atgacggtgt gaaggagaag agagagatcg aacttgtacc 180
tgtgacattt ggaatattta atatacatac aacacctgct cccagaatta cctttgaatg 240
gtaaaaaatc caagaagaat ttatgatttt attcttcctt ccattgggat ggattgtaag 300
tcagcataaa acgccgttaa aaatgaattt ttaataaaaa aaaattattc caaaaaaaaa 360
aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 379
<210> 69
<211>76
20 <212> PRT

120
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<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 69

Met Lys Leu Phe Cys Leu Ile Phe val val Phe val Ala Leu
1 5 10

Cys Ile Glu Thr val Lys Ala Met Glu Ala Thr Glu Glu Ile

20 25 30
Lys Leu GIn Asp Asp Ala Asn Glu Pro Asp Asp Ser Leu Asp
35 40 45
Glu Gly Leu Pro Asp Ala Phe Asp Glu Asp Tyr Asn Asn Gln
50 55 60

Tyr Lys Pro Asn Pro Arg Gly Asp Tyr Arg Arg Arg

65 70 75

<210>70

<211> 526

<212> ADN

<213> Lutzomyia longipalpis

<400> 70
cactattcat tggaagattt attaacttca agatgaaatt attttgttta
tgtttgttgc tttagaagtc tgtatagaga ccgtgaaagc tatggaagca
tatctgtaaa attgcaagat gatgcgaatg aacctgatga ctctctggat
gtcttcctga tgcattcgat gaggactata ataatcaggc tgagtacaag
gaggggacta cagaagacga taattaatat aaattcagga aaacactcta
attgactcta ctttaaacga tttaatacct acctacacta aataccatat
tgttttaatt atttagtgca agatctacta gtttcagttc atattttggg
ctttctctcg atggaaaaat gattttacgg attcttaatt ttcattgtac
aaacaattga aagcaattaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa

<210> 71

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador del oligonucledtido

<400> 71
aapgiacicta goaatigiga ge 22

<210>72

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2447 843 T3

121

Glu val
15

Ser val

Leu Asp

Ala Glu

atttttgttg
acggaggaga
ttagacgaag
ccgaatccta
aaaatttcca
gcaataatta
actttcccgce

agagttaata

60
120
180
240
300
360
420
480
526
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<223> cebador del oligonucledtido

<400> 72

cicticgeta tacgooage tg 22
<210> 73
<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador del oligonucledtido

<400> 73
fictcgopasg cgogeooatig ight 24

122
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido salival de Lu. longipalpis sustancialmente purificado, donde el polipéptido comprende

a) una secuencia de aminoacido al menos un 80% idéntica a la longitud total de la secuencia de aminoacido
presentada como SEC. ID. N°: 15;

b) un fragmento inmunogénico, que comprende al menos ocho aminoacidos consecutivos de la secuencia de
aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 15, especificamente reconocido por un anticuerpo que se une de
forma especifica con la secuencia de aminoacido que se presenta como SEC. ID. N°: 15; o

c) la secuencia de aminoacido que se presenta como SEC. ID. N°: 15; y donde la administracion del polipéptido
a un sujeto provoca una respuesta inmune a Lu. longipalpis.

2. El polipéptido de Lu. longipalpis de la reivindicacion 1, donde el polipéptido comprende la secuencia de
aminoacido que se presenta como SEC. ID. N°: 15.

3. El polipéptido de Lu. longipalpis de las reivindicaciones 1 o 2, donde el polipéptido se compone de una secuencia
de aminoacido como la que se presenta en la SEC. ID. N°: 15.

4. Un fragmento antigénico del polipéptido de la reivindicacion 3.

5. El polipéptido de la reivindicaciéon 1, donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacido al menos un
80% idéntica a la longitud total de la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 15.

6. Un acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de la reivindicacién 1.

7. El acido nucleico de la reivindicacién 6, donde el acido nucleico comprende una secuencia como la presentada
como SEC. ID. N°: 16 o donde el acido nucleico codifica una secuencia de aminoacido al menos un 80% idéntica a
la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 16.

8. El acido nucleico de la reivindicacion 6, operativamente unido a una secuencia de control de la expresién, donde
la secuencia de control de la expresion es preferiblemente un promotor, donde preferiblemente el promotor es un
promotor inducible o constitutivo, donde preferiblemente el promotor es un promotor de citomegalovirus.

9. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 6.
10. El vector de la reivindicacion 9, donde el vector es un plasmido, o donde el vector es un vector viral.
11. Una célula huésped transformada con el vector de la reivindicacién 9.

12. Un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido de la reivindicacion 3 o al fragmento antigénico de la
reivindicacion 4.

13. El anticuerpo de la reivindicacién 12, donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

14. El anticuerpo de la reivindicaciéon 13, que comprende una etiqueta detectable, donde preferiblemente la etiqueta
es una etiqueta fluorescente, enzimatica o radiactiva.

15. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la reivindicaciéon 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable; o una composicién farmacéutica que comprende el acido nucleico de la reivindicacion
6 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Un polipéptido salival de Lu. longipalpis sustancialmente purificado seleccionado del grupo compuesto por:

a) una secuencia de aminoacido al menos un 80% idéntica a la longitud total de la secuencia de aminoacido
presentada como SEC. ID. N°: 15.

b) un fragmento inmunogénico, que comprende al menos ocho aminoacidos consecutivos de la secuencia de
aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 15, especificamente reconocido por un anticuerpo que se une de
forma especifica con la secuencia de aminoacido que se presenta como SEC. ID. N°: 15; o0

c) la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 15; para su uso en la induccion de una respuesta
inmune a un polipéptido de Lu. longipalpis en un sujeto.

17. Un polinucleétido que codifica el polipéptido que se presenta en las letras a), b) o c) de la reivindicacion 16, para
su uso en la induccién de una respuesta inmune a un polipéptido de Lu. longipalpis en un sujeto.

18. El polipéptido de la reivindicaciéon 16 o el polinucleétido de la reivindicacién 17, donde la respuesta inmune es
una respuesta de linfocitos T o donde la respuesta inmune es una respuesta de linfocitos B.
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19. El polipéptido de la reivindicacion 16 o el polinucleétido de la reivindicacion 17, donde el sujeto es un sujeto
veterinario no humano o donde el sujeto veterinario no humano es un perro.

20. El polipéptido de la reivindicacion 16 o el polinucleétido de la reivindicacién 17, donde el sujeto es un ser
humano.

21. Un polipéptido salival de Lu. longipalpis sustancialmente purificado seleccionado del grupo compuesto por:

a) una secuencia de aminoacido al menos un 80% idéntica a la longitud total de la secuencia de aminoacido
presentada como SEC. ID. N°: 15;

b) un fragmento inmunogénico que comprende al menos ocho aminoacidos consecutivos de la secuencia de
aminoacido que se presenta como SEC. ID. N°: 15, especificamente reconocido por un anticuerpo que se une
de forma especifica con la secuencia de aminoacido que se presenta como SEC. ID. N°: 15; o

c) la secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 15; para su uso en la inhibicion de un sintoma de
una infeccion por Leishmania o en la prevencion de una infecciéon por Leishmania en un sujeto.

22. Un polinucleétido que codifica el polipéptido que se presenta en las letras a), b) o c) de la reivindicacion 21, para
su uso en la inhibicién de un sintoma de una infeccién por Leishmania o en la prevencion de una infeccion por
Leishmania en un sujeto.

23. Uso de una composiciéon que comprende el polipéptido de la reivindicacién 1 o un acido nucleico que codifica el
polipéptido de la reivindicacion 1 para la fabricaciéon de un medicamento.

24. Uso de una composicién que comprende el polipéptido de la reivindicacién 1 o un acido nucleico que codifica el
polipéptido de la reivindicacion 1 conjuntamente con una composicién que comprende un polipéptido de P. ariasi o
P. perniciosus para la fabricacién de un medicamento.

25. Un método para diagnosticar la infeccion por Leishmania en un sujeto, que consiste en:

poner en contacto un sustrato sélido con una muestra obtenida del sujeto, donde el sustrato solido contiene un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacido presentada como SEC. ID. N°: 15 o un fragmento
inmunogénico del mismo; detectar la unién de un componente de la muestra a dicha secuencia del polipéptido en el
sustrato solido, donde la deteccidon de la union del componente al sustrato indica que el sujeto esta infectado por
Leishmania, diagnosticando asi la infeccion por Leishmania en el sujeto.

26. El método de la reivindicacién 25, donde el sustrato s6lido comprende una perla, una particula, una membrana o
una placa de poliestireno; o donde la deteccion consiste poner en contacto el componente unido al sustrato sélido
con un anticuerpo secundario etiquetado.

27. El polipéptido de la reivindicacién 1, donde el polipéptido esta codificado por los residuos de acido nucleico 115-
948 de la SEC. ID. N°: 16 o los residuos de acido nucleico 46-948 de la SEC. ID. N°: 16.
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