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DESCRIPCION
Proteinas de fusién y su uso en el diagnéstico y tratamiento de la leishmaniasis
Antecedentes de la invencion
1. Campo técnico

La presente invencion se refiere en general a proteinas de fusion hechas de una construccién génica quimérica
sintética que comprende secuencias de K26, K39 y K9 y su uso en el diagnéstico y tratamiento de la leishmaniasis.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Los organismos de Leishmania son parasitos protozoarios intracelulares de macréfagos que causan una amplia
gama de enfermedades clinicas en los seres humanos y en los animales domésticos, principalmente en los perros.
En algunas infecciones, el parasito puede permanecer inactivo durante muchos afos. En otros casos, el huésped
puede desarrollar una de una variedad de formas de leishmaniasis. Por ejemplo, la enfermedad puede ser
asintomatica o puede manifestarse como leishmaniasis visceral subclinica, que se caracteriza por sintomas leves de
malestar, diarrea y hepatomegalia intermitente. Los pacientes con enfermedad subclinica o asintomatica usualmente
tienen bajos titulos de anticuerpos, lo que hace que la enfermedad sea dificil de detectar con técnicas estandar.
Alternativamente, la leishmaniasis puede manifestarse como una enfermedad cutanea, el cual es un problema
médico grave, aunque generalmente autolimitado, o como una enfermedad mucosal altamente destructiva, que no
es autolimitada. Finalmente, y lo mas grave, la enfermedad puede manifestarse como una infeccion visceral aguda
que implica el bazo, el higado y los ganglios linfaticos, que, si no se trata, es generalmente una enfermedad mortal.
Los sintomas de la leishmaniasis visceral aguda incluyen hepatoesplenomegalia, fiebre, leucopenia, anemia e
hipergamma-globulinemia.

Se conocen tres variantes clinicas principales de esta enfermedad: cutanea, mucocutanea y visceral. La
leishmaniasis cutanea puede manifestarse como una ulceraciéon cutanea en el sitio de la picadura del mosquito
similido que aparece poco después de la infeccion o meses después como lesiones diseminadas. El sindrome
mucocutaneo se desarrolla como una forma cutanea, pero progresa meses o afios después a lesiones de la boca,
nariz o faringe. Los principales efectos a largo plazo de la enfermedad cutdnea y mucocutanea son las cicatrices. La
leishmaniasis visceral tiene un periodo de incubacion de 3-6 meses e implica el sistema reticuloendotelial.

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis visceral incluyen el agrandamiento del higado y del bazo, fiebre,
anemia y pérdida de peso. En ausencia de tratamiento, la enfermedad visceral sintomatica a menudo termina en la
muerte. En los dltimos afos, la coexistencia de especies de HIV y Leishmania causantes de enfermedad visceral ha
resultado en varios cientos de casos de individuos infectados dualmente (Berman, J.D., (1997) Clin. Infect. Dis. 24:
684). La Organizacién Mundial de la Salud estim6 recientemente en 2000 que la leishmaniasis afectaba a personas
en 88 paises, con 350 millones de personas en riesgo de contraer la enfermedad y alrededor de dos millones de
nuevos casos cada afio. El impacto devastador de esta enfermedad es ejemplificado por la reciente epidemia de
leishmaniasis visceral en el Sudan, que se cobrd unas 100.000 vidas (Seaman, J., et al. 1996) Int. J. Epidemiol. 25:
862). Esta enfermedad es frecuentemente una amenaza en las operaciones militares, como lo demuestra el brote de
leishmaniasis viscerotropica durante la Guerra del Golfo (Magill, J., et al. 1993) N Engl J Med 328: 1383).

La leishmaniasis es un serio problema en gran parte del mundo, incluyendo Brasil, China, Africa Oriental, India y
areas del Medio Oriente. La enfermedad también es endémica en la region mediterranea, incluyendo el sur de
Francia, Italia, Grecia, Espafa, Portugal y el norte de Africa. El nimero de casos de leishmaniasis ha aumentado
dramaticamente en los Ultimos 20 afios, y ahora existen en todo el mundo millones de casos de esta enfermedad.
Alrededor de 2 millones de nuevos casos se diagnostican cada afio, el 25% de los cuales son leishmaniasis visceral.
Sin embargo, actualmente no existen vacunas ni tratamientos eficaces.

La leishmaniasis estd causada por varias especies de Leishmania. Estos organismos unicelulares del orden
Kinetoplastida estan relacionados con los tripanosomas, los organismos causantes de la Enfermedad del Suefio en
Africa y la enfermedad de Chagas en América del Sur. Los parasitos de Leishmania cominmente existen en dos
formas distintas, el promastigote movil del vector insecto y el amastigote sésil presente en el huésped mamifero. Los
promastigotes se transmiten a los seres humanos por la picadura de fleb6tomos infectados, que se encuentran en
todas las regiones intertropicales y templadas del mundo. Tras la administracion en el huésped mamifero, los
promastigotes infectan los macréfagos del sistema reticuloendotelial y se transforman en amastigotes.

El diagnéstico preciso de la leishmaniasis es frecuentemente dificil de lograr. Hay 20 especies de Leishmania que
infectan a los seres humanos, incluyendo L. donovani, L. chagasi, L. infantum, L. mayor, L. amazonensis, L.
braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, L. tropica y L. guyanensis, y no hay signos distintivos o sintomas que
inequivocamente indiquen la presencia de la infeccion por Leishmania. Se han utilizado métodos de deteccion de
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parasitos, pero tales métodos no son ni sensibles ni clinicamente practicos. Las pruebas cutaneas actuales usan
tipicamente parasitos enteros o lisados. Tales pruebas son generalmente insensibles, irreproducibles y propensas a
la reaccion inespecifica con una variedad de otras enfermedades. Ademas, las preparaciones empleadas en tales
ensayos son a menudo inestables.

Boarino A, et al, Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, Vol. 12, No. 5 (5-2005), pags. 647-653, describen
una proteina de fusiébn que comprende antigenos de Leishmania K9-K39-K26, mediante los cuales se derivan
antigenos de Leishmania chagasi. EI documento da ademas resultados de ensayos ELISA para sueros de
leishmania negativos y positivos en seres humanos y caninos.

Por lo tanto, existe una necesidad de métodos mejorados para la deteccion de la infeccién por Leishmania. Por
ejemplo, existe una necesidad en la técnica de métodos mas sensibles y especificos para detectar la infeccion por
Leishmania y para identificar aquellas infecciones asintomaticas de Leishmania que puedan progresar
probablemente a infecciones viscerales agudas. La presente invencion satisface estas necesidades y proporciona
ademas otras ventajas relacionadas.

Breve resumen

La presente invencion se define por el alcance y la formulaciéon de las reivindicaciones y se refiere en general a
composiciones que comprenden al menos dos antigenos heterélogos de Leishmania, polipéptidos de fusién que
comprenden los antigenos y polinucleétidos que codifican los antigenos y fusiones, en el que los antigenos de
Leishmania se seleccionan de K39, K26 y/o K9. La presente invencidn también se refiere a métodos de utilizacion de
los polipéptidos y polinucledtidos de la invencién en el diagnéstico, tratamiento y prevencién de la leishmaniasis. Los
antigenos de la invencion, cuando se emplean en combinacién y/o como polipéptidos o polinucledétidos de fusion
como se describen en la presente memoria, ofrecen ventajas mejoradas e inesperadas, y son particularmente Utiles
en el contexto del diagndstico de leishmaniasis y el desarrollo de vacunas.

Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion, la presente invencién proporciona un polipéptido de fusion aislado que
comprende dos 0 mas antigenos de Leishmania seleccionados del grupo que consiste en K26, K39, y K9, en el que
cada antigeno se define como se describe en las reivindicaciones. En una realizacion relacionada, un polipéptido de
fusion aislado comprende al menos los tres de los antigenos de Leishmania anteriores, en donde al menos uno de
los antigenos se aisla de Leishmania donovani.

En realizaciones particulares, los polipéptidos de fusién de la invenciébn comprenden una primera porcion
inmunogénica que comprende al menos los residuos 142-267 de K26 (SEQ ID NO: 5); una segunda porcion
inmunogénica que comprende al menos los residuos 2110 - 2343 de K39 (SEQ ID NO: 6); y una tercera porcion
inmunogénica que comprende al menos los residuos 1-399 de K9 (SEQ ID NO: 7). En realizaciones mas
particulares, un polipéptido de fusién de la presente invencion comprende una secuencia de aminoacidos como se
expone en los residuos de aminoacidos 10 - 262 de la SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones, el polipéptido de
fusion comprende una secuencia de aminoacidos N-terminal de MHHHHHHTS (SEQ ID NO: 21). En ciertas otras
realizaciones, el polipéptido de fusién comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO:
8.

En diversas realizaciones, la presente invencién proporciona polinucleétidos aislados que codifican un polipéptido de
fusién de la presente invencion.

La presente descripcion también proporciona un anticuerpo aislado, o fragmento de unién al antigeno que se une
especificamente a un polipéptido de fusion tal como se describe en todo este documento.

En otra realizacion, la invenciéon contempla una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de fusion
de la presente invencién, o un polinucleétido que codifica un polipéptido de fusién de la presente invencion en
combinacién con un vehiculo fisiol6gicamente aceptable.

En una realizacion relacionada, la presente invencion contempla composiciones de vacuna que comprenden un
polipéptido de fusiéon de la presente invenciéon, o un polinucleétido que codifica un polipéptido de fusién de la
presente invencién en combinacién con un potenciador de la respuesta inmune no especifica.

En realizaciones particulares, la presente invencion proporciona métodos para detectar infecciones asintomaticas o
subclinicas de Leishmania en una muestra biolégica seleccionada del grupo que consiste en sueros, sangre y saliva,
que comprende: poner en contacto una muestra biolégica con un polipéptido de fusion que comprende dos o mas
antigenos de Leishmania seleccionados del grupo que consiste en K26, K39, y K9, como se define anteriormente; y
detectar en la muestra bioldgica la presencia de anticuerpos que se unen al polipéptido de fusion, detectando de
este modo una infeccién subclinica asintomatica o activa de Leishmania en la muestra biolégica. En realizaciones
mas particulares, un método para detectar una infeccion asintomatica o subclinica de Leishmania en una muestra
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bioldgica emplea un polipéptido de fusién que comprende: una primera porcidon inmunogénica que comprende al
menos los residuos 142-267 de K26 (SEQ ID NO: 5); una segunda porcion inmunogénica que comprende al menos
los residuos 2110 - 2343 de K39 (SEQ ID NO: 6); y una tercera porciéon inmunogénica que comprende al menos los
residuos 1-399 de K9 (SEQ ID NO: 7). En realizaciones ain mas particulares, el polipéptido de fusién comprende
una secuencia de aminoacidos como se establece en los residuos 10 - 262 de la SEQ ID NO: 8. En realizaciones
relacionadas aun mas particulares, el polipéptido de fusidn comprende ademas una secuencia de aminoacidos N-
terminal de MHHHHHHTS (SEQ ID NO: 21).

En realizaciones relacionadas, los métodos para detectar una infeccidon asintomatica o subclinica de Leishmania en
una muestra bioldgica utilizan un polipéptido de fusién unido a un soporte sélido, en el que el soporte sélido puede
comprender, por ejemplo, nitrocelulosa, latex o un material plastico. En ciertas realizaciones, los métodos
comprenden ademas i) eliminar la muestra no unida de un soporte sélido; ii) afiadir un reactivo de deteccion al
soporte solido; v iii) determinar el nivel de reactivo de deteccién unido al soporte sélido, con relacién a un valor de
corte predeterminado, detectando de este modo la infeccion de Leishmania asintomatica o subclinica en la muestra
biologica.

En diversas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos para identificar un paciente afligido con
leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda, que
comprende: poner en contacto una muestra biolégica obtenida de un paciente afligido con leishmaniasis visceral
asintomatica o subclinica con un primer polipéptido que es un polipéptido de fusién que comprende dos o mas
antigenos seleccionados de Leishmania del grupo que consiste en K26, K39, y como se define anteriormente,
seleccionandose la muestra biolégica del grupo que consiste en sueros, sangre y saliva; e independientemente
poner en contacto la muestra biolégica con un segundo polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en las SEQ ID NO: 6, 10 o 11; y detectar en la muestra la presencia de anticuerpos que se unen a
al menos uno de los polipéptidos primero y segundo, identificando asi a un paciente afligido con leishmaniasis
visceral asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda.

En realizaciones particulares, los métodos para identificar a un paciente afectado con leishmaniasis visceral
asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda emplean un polipéptido de
fusion que comprende una primera porcion inmunogénica que comprende al menos los residuos 142-267 de K26
(SEQ ID NO: 5); una segunda porcion inmunogénica que comprende al menos los residuos 2110 - 2343 de K39
(SEQ ID NO: 6); y una tercera porcion inmunogénica que comprende al menos los residuos 1-399 de K9 (SEQ ID
NO: 7). En realizaciones aln mas particulares, el polipéptido de fusién comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en los residuos de aminoacidos 10 - 262 de la SEQ ID NO: 8. En realizaciones relacionadas aun
mas particulares, el polipéptido de fusion comprende ademas una secuencia de aminoacidos N-terminal de
MHHHHHHTS (SEQ ID NO: 21).

En realizaciones relacionadas, los métodos de identificacién de un paciente afligido con leishmaniasis visceral
asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda emplean un polipéptido de
fusién unido a un soporte sélido, en el que el soporte sélido puede comprender, por ejemplo, nitrocelulosa, latex o un
material plastico. En ciertas realizaciones relacionadas, los métodos comprenden ademas i) eliminar la muestra no
unida de cada soporte solido; ii) afiadir un reactivo de deteccidon a cada soporte sélido; e iii) comparar el nivel de
reactivo de deteccién unido a cada soporte solido, con relaciéon a un valor de corte predeterminado, a partir de lo
cual se identifica a un paciente afectado con leishmaniasis asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle
leishmaniasis visceral aguda.

En realizaciones particulares, el reactivo de deteccion comprende un grupo indicador conjugado con un agente
aglutinante. En realizaciones relacionadas, el agente aglutinante se selecciona del grupo que consiste en anti-
inmunoglobulina, Proteina G, Proteina A y lectinas. En otras realizaciones relacionadas, el grupo indicador se
selecciona del grupo que consiste en radiois6topos, grupos fluorescentes, grupos luminiscentes, enzimas, oro
coloidal, biotina y particulas de colorante.

En diversas otras realizaciones, la presente invencion proporciona kits de diagnéstico para detectar leishmaniasis
visceral asintomatica o subclinica en una muestra biol6gica. En realizaciones particulares, los kits para detectar la
leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica en una muestra bioldgica, en donde la muestra se selecciona del
grupo que consiste en sueros, sangre y saliva, comprenden un polipéptido de fusion que comprende dos o0 mas
antigenos de Leishmania seleccionados del grupo consistente en K26, K39 y K9, como se define anteriormente; y un
reactivo de deteccion.

En ciertas realizaciones, un kit de diagndstico para identificar a un paciente afligido con leishmaniasis visceral
asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda, contiene un primer
polipéptido que es un polipéptido de fusién que comprende dos o mas antigenos de Leishmania seleccionados del
grupo que consiste en K26, K39, y K9, como se define anteriormente; y un segundo polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos como se expone en las SEQ ID NO: 10 o 11; y un reactivo de deteccion.
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Los kits de la presente invencion pueden comprender ademas, un reactivo de deteccidon que comprende un grupo
indicador conjugado con un agente aglutinante y/o un agente aglutinante se selecciona del grupo que consiste en
anti-inmunoglobulina, Proteina G, Proteina A y lectinas y/o el grupo indicador se selecciona del grupo que consiste
en radioisétopos, grupos fluorescentes, grupos luminiscentes, enzimas, oro coloidal, biotina y particulas de
colorante.

Breve descripcion de las diversas vistas de los dibujos

La Figura 1 muestra un diagrama esquematico de la construccién del gen de fusiéon K28, que comprende un motivo
de 9 aminoacidos N-terminal que comprende un marcador 6X HIS (es decir, 6 restos histidina), polinucleétidos 142-
267 de una secuencia génica LdK26 (SEQ ID NO: 1), los polinucleétidos 2110-2343 de una secuencia de gen LdK39
(SEQ ID NO: 2) y los polinucleétidos 1-399 de una secuencia génica de LdK9 (SEQ ID NO: 3).

La figura 2 muestra una comparacion de la capacidad de los antigenos K28, K39 y K9 para detectar LV en el suero
de pacientes humanos de Venezuela.

La figura 3 muestra una comparacion de la capacidad de los antigenos K9, K26, K28 y K39 para detectar LV en el
suero de caninos de Venezuela.

Breve descripcion de los identificadores de la secuencia

La SEQ ID NO: 1 representa los polinuclettidos 142-267 de una secuencia del gen K26 de L. donovani, que codifica
una porcién inmunogénica del antigeno K26.

La SEQ ID NO: 2 representa los polinucleétidos 2110-2343 de una secuencia del gen K39 de L. donovani, que
codifica una porcion inmunogénica del antigeno K39.

La SEQ ID NO: 3 representa los polinucleétidos 1-399 de una secuencia del gen K9 de L. donovani, que codifica una
porcién inmunogénica y el antigeno K9 de longitud completa.

La SEQ ID NO: 4 representa la secuencia polinucleotidica de un gen sintético K28 que comprende un motivo de 9
aminoacidos N-terminal que comprende un marcador 6X HIS, la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 1
fusionada a la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 2, que se fusiona con la secuencia polinucleotidica de SEQ
ID NO3. La ORF comienza en el nucleétido 4.

La SEQ ID NO: 5 representa la secuencia de aminoacidos de un polipéptido inmunogénico codificado por los
polinucleétidos 142-267 de un antigeno de L. donovani K26.

La SEQ ID NO: 6 representa la secuencia de aminoacidos de un polipéptido inmunogénico codificado por los
polinucleétidos 2110-2343 de un antigeno K39 de L. donovani.

La SEQ ID NO: 7 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido inmunogénico de longitud completa
codificado por los polinucleétidos 1-399 de un antigeno K9 de L. donovani.

La SEQ ID NO: 8 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido K28 codificado por SEQ ID NO: 4.

La SEQ ID NO: 9 representa la secuencia de aminoacidos de una Unica unidad repetida de un antigeno K26 de L.
donovani.

La SEQ ID NO: 10 representa la secuencia de aminoacidos de una Unica unidad repetida de un antigeno K39 de L.
donovani.

La SEQ ID NO: 11 representa la secuencia de aminoacidos de una Unica unidad repetida de un antigeno K39 de L.
donovani.

La SEQ ID NO: 12 representa una secuencia polinucleotidica que codifica una Unica unidad repetida de un antigeno
K26 de L. donovani de acuerdo con SEQ ID NO: 9.

La SEQ ID NO: 13 representa una secuencia polinucleotidica que codifica una Unica unidad repetida de un antigeno
K26 de L. donovani segun SEQ ID NO: 9.

La SEQ ID NO: 14 representa una secuencia polinucleotidica que codifica la unidad Unica de repeticién de un
antigeno K39 de L. donovani segin SEQ ID NO: 10.
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La SEQ ID NO: 15 representa una secuencia polinucleotidica que codifica la unidad Unica de repeticién de un
antigeno K39 de L. donovani segin SEQ ID NO: 11.

La SEQ ID NO: 16 representa la secuencia polinucleotidica de longitud completa de un gen K26 de L. donovani.
La SEQ ID NO: 17 representa la secuencia polinucleotidica de longitud completa de un gen K39 de L. donovani.
La SEQ ID NO: 18 representa la secuencia polinucleotidica de longitud completa de un gen K9 de L. donovani.
La SEQ ID NO: 19 representa la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 16.

La SEQ ID NO: 20 representa la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 17.

La SEQ ID NO: 21 representa un marcador de histidina N - terminal ilustrativo usado en la produccién recombinante
de los polipéptidos de la presente invencion.

Descripcion detallada
Antigenos de Leishmania y sus fusiones

La presente invencion se refiere en general a composiciones y métodos de utilizaciéon de antigenos de Leishmania.
Las composiciones de la presente invencion generalmente comprenden al menos dos antigenos heterélogos o su
porcién inmunogénica de una especie de Leishmania. Las secuencias de antigenos de Leishmania se pueden
obtener, por ejemplo, en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) para una
variedad de especies de Leishmania, incluyendo L. donovani, L. chagasi, L. infantum, L. major, L. amazonensis, L.
venezuelensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, L. tropica y L. guyanensis.

En un aspecto, la presente invencién proporciona polipéptidos de Leishmania aislados, como se describe en el
presente documento, que incluyen polipéptidos de fusién, y composiciones que contienen a los mismos.
Generalmente, un polipéptido de la presente invencién sera un polipéptido aislado, mdultiples fragmentos
polipeptidicos (por ejemplo, un polipéptido de fusién) o un polipéptido de longitud completa de una secuencia de
aminoacidos de dos o mas de los genes de Leishmania, incluyendo, pero sin limitarse a, K26, K39 y/o K9. Cualquier
experto en la técnica apreciaria que los fragmentos de polipéptidos antigénicos también podrian obtenerse de los ya
disponibles en la técnica. Los polipéptidos de la invencion pueden prepararse usando técnicas convencionales
recombinantes y/o sintéticas.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la presente invencién son polipéptidos de fusion. En realizaciones
particulares, los polipéptidos de fusion comprenden los antigenos K26, K39 y/o K9 o partes inmundgenas de los
mismos, que son antigénicas/inmunogénicas, es decir, reaccionan detectablemente dentro de un inmunoensayo (tal
como un ensayo con ELISA o de estimulacién de células T) con antisueros y/o células T de un sujeto infectado. El
cribado de la actividad inmunogénica puede realizarse utilizando técnicas bien conocidas por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, estos cribados pueden realizarse usando métodos tales como los descritos en Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988. En un ejemplo ilustrativo, un
polipéptido de la presente invencién (por ejemplo, un polipéptido de fusién) puede inmovilizarse sobre un soporte
sélido y ponerse en contacto con sueros de pacientes para permitir la unién de anticuerpos dentro de los sueros al
polipéptido inmovilizado. Los sueros no unidos pueden ser entonces eliminados y los anticuerpos unidos detectados
usando, por ejemplo, proteina A marcada con 125,

Como seria reconocido por cualquier experto en la técnica, los polipéptidos de fusion de la presente descripcion
pueden comprender porciones o fragmentos antigénicos o inmunogénicos de los polipéptidos de Leishmania K26,
K39 y/o K9 descritos en la presente memoria. Una "parte inmunogénica", tal como se utiliza en la presente memoria,
es un fragmento de un polipéptido inmunogénico de la invencion que es por si mismo inmunolégicamente reactivo
(es decir, se une especificamente) con los receptores de antigeno de superficie de células B y/o T que reconocen el
polipéptido. Las porciones inmunogénicas pueden identificarse generalmente usando técnicas bien conocidas, tales
como las resumidas en Paul, Fundamental Immunology, 52 ed., Lippincott Williams & Wilkins, 2003 y las referencias
citadas en la misma. Tales técnicas incluyen la seleccién de polipéptidos por su capacidad de reaccionar con
anticuerpos especificos de antigeno, antisueros y/o lineas o clones de células T. Como se usan en este documento,
los antisueros y anticuerpos son “"especificos del antigeno" si se unen especificamente a un antigeno (es decir,
reaccionan con la proteina en un inmunoensayo y no reaccionan detectablemente con proteinas no relacionadas).
Tales antisueros y anticuerpos pueden prepararse como se describe en la presente memoria y usando técnicas bien
conocidas.

En una realizacion particular, una parte o fragmento polipeptidico antigénico/inmunogénico de un polipéptido de
fusion de la presente descripcién es una porcidn que reacciona con antisueros y/o células T a un nivel que no es
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sustancialmente menor que la reactividad del polipéptido de fusién de longitud completa (por ejemplo, en un ensayo
ELISA y/o de reactividad con células T). Preferiblemente, el nivel de actividad inmunogénica de la porcion
antigénica/inmunogénica dentro de un polipéptido de fusion es al menos aproximadamente 50%, preferiblemente al
menos aproximadamente 70% y mas preferiblemente mayor que aproximadamente 90% de la inmunogenicidad para
el polipéptido de fusion de longitud completa. En algunos casos, se identificaran porciones inmunogénicas preferidas
qgue tienen un nivel de actividad inmunogénica mayor que el del polipéptido de fusion de longitud completa
correspondiente, por ejemplo, que tiene una actividad inmunogénica superior a aproximadamente 100% o 150% o
mas. En realizaciones particulares, la inmunogenicidad del polipéptido de fusion de longitud completa tendra una
inmunogenicidad aditiva aportada por cada una de las porciones antigénicas/inmunogénicas contenidas en el
mismo.

Un polipéptido de fusion de la descripcion puede comprender también uno o mas polipéptidos que son
inmunolégicamente reactivos con células T y/o anticuerpos generados contra un polipéptido de la invencion,
particularmente un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos descrita en la presente memoria 0 un
fragmento o variante inmunogénico del mismo. En realizaciones particulares, el polipéptido es un polipéptido de
fusién como se describe en el presente documento.

En otra realizacion de la invencion, se proporcionan polipéptidos de fusién que comprenden dos 0 mas polipéptidos
que son capaces de provocar células T y/o anticuerpos que son inmunolégicamente reactivos con dos o mas
polipéptidos descritos en la presente memoria, o0 dos o mas polipéptidos codificados por secuencias de
polinucleétidos contiguas contenidas en las secuencias polinucleotidicas descritas en la presente, o fragmentos
inmunogénicos o variantes de las mismas, 0 a dos 0 mas secuencias polinucleotidicas que se hibridan con dos o
mas de estas secuencias bajo condiciones de moderada a alta rigurosidad.

La presente descripcién también proporciona polipéptidos de fusion que comprenden fragmentos de los polipéptidos
K26, K39 y/o K9, incluyendo fragmentos antigénicos/inmunogénicos que comprenden al menos aproximadamente 5,
10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300 o 350 aminoacidos contiguos, 0 mas, incluyendo todas las longitudes
intermedias, de un antigeno de Leishmania K26, K39, y/o K9, tales como los expuestos en este documento, o los
codificados por una secuencia polinucleotidica en este documento expuesta.

En otro aspecto, los polipéptidos de fusién de la presente descripcién contienen copias multiples de fragmentos de
polipéptidos, repeticiones de fragmentos de polipéptidos o fragmentos de polipéptidos multiméricos, incluyendo
fragmentos antigénicos/inmunogénicos tales como polipéptidos de Leishmania K26, K39 y/o K9, que comprenden al
menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas fragmentos contiguos, en cualquier orden, e incluyendo
todas las longitudes de una composicién polipeptidica establecida en la presente memoria, o las codificadas por una
secuencia polinucleotidica descrita en la presente memoria. En otro aspecto, los polipéptidos de fusién de la
presente invencién pueden comprender dos o mas fragmentos de antigeno de Leishmania, tal como se describen en
las SEQ ID NO: 5-7 y 9-11. En un aspecto relacionado, el polipéptido de fusion comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 8 o los aminoacidos 10 - 262 de SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona polipéptidos de fusion que comprenden dos o mas variantes
de los polipéptidos de Leishmania K26, K39 y/o K9 descritos en el presente documento. Las variantes de
polipéptidos generalmente abarcadas por la presente invencién exhibiran tipicamente al menos aproximadamente
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98% 0 99% o0 mas de identidad (determinada
como se describe a continuacién), a lo largo de su longitud, a una secuencia polipeptidica descrita en la presente
memoria. Preferiblemente, dichas variantes tendran la misma actividad inmunolégica, similar o mejorada con
respecto a una secuencia nativa K26, K39 y/o K9.

Un polipéptido "variante", tal como se utiliza en este documento, es un polipéptido que tipicamente difiere de un
polipéptido especificamente descrito en la presente memoria (por ejemplo, polipéptidos de Leishmania K26, K39, y/o
K9) en una o mas sustituciones, deleciones, adiciones y/o inserciones. Dichas variantes pueden producirse
naturalmente o pueden generarse sintéticamente, por ejemplo, modificando una o mas de las secuencias
polipeptidicas anteriores de la invencién y evaluando su actividad inmunogénica como se describe en la presente
memoria utilizando cualquiera de una serie de técnicas bien conocidas en la técnica.

En muchos casos, una variante contendra sustituciones conservadoras. Una "sustitucién conservadora" es aquella
en la que un aminoéacido se sustituye por otro aminoacido que tiene propiedades similares, de modo que un experto
en la técnica de la quimica de péptidos esperaria que la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del
polipéptido permanezcan sustancialmente sin cambios. Como se ha descrito anteriormente, se pueden hacer
modificaciones en la estructura de los polinucleétidos y polipéptidos de la presente invencién y todavia obtener una
molécula funcional que codifiqgue un polipéptido variante o derivado con caracteristicas deseables, por ejemplo, con
caracteristicas inmunogénicas. Cuando se desea alterar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido para crear
una variante o porcién inmunogénica equivalente o incluso mejorada de un polipéptido de la invencién, un experto
en la técnica tipicamente cambiara uno o mas de los codones de la secuencia de ADN codificante de acuerdo con la
Tabla 1.
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Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos en una estructura de proteina sin pérdida
apreciable de capacidad de unién interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de union a antigenos
de anticuerpos o sitios de unién en moléculas de sustrato. Dado que es la capacidad interactiva y la naturaleza de
una proteina la que define la actividad funcional biolégica de dicha proteina, ciertas sustituciones de secuencia de
aminoacidos pueden hacerse en una secuencia de proteinas y, por supuesto, su secuencia codificante de ADN
subyacente, y sin embargo obtener una proteina con propiedades similares. Se contempla asi que se pueden hacer
diversos cambios en las secuencias peptidicas de las composiciones descritas, o secuencias de ADN
correspondientes que codifican dichos péptidos sin pérdida apreciable de su utilidad o actividad biolégica.

Tabla 1

Aminoacidos Codones

Alanina Ala A GCAGCCGCG GCU
Cisteina Cys C UGCUGU

Acido aspartico Asp D GAC GAU

Acido glutamico Glu E GAA GAG

Fenilalanina Phe F UUCUUU

Glicina Gly G GGAGGC GGG GGU

Histidina His H CACCAU

Isoleucina lle | AUA AUC AUU

Lisina Lys K AAA AAG

Leucina Leu L UUAUUG CUA CUC CUG Cuu
Metionina Met M AUG

Asparagina Asn N AAC AAU

Prolina Pro P CCACCCCCGCCU
Glutamina GIn Q CAACAG

Arginina Arg R AGAAGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG uUCcU
Treonina Thr T ACAACCACGACU

Valina Val V GUA GUC GUG GUU
Triptoéfano Trp W UGG

Tirosina Tyr Y UAC UAU

Al hacer tales cambios, se puede considerar el indice hidropatico de los aminoacidos. La importancia del indice de
aminoéacidos hidropatico en conferir funcién bioldgica interactiva a una proteina se entiende generalmente en la
técnica (Kyte y Doolittle, 1982, incorporada en este documento como referencia). Se acepta que el caracter
hidropatico relativo del aminoacido contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, que a su vez
define la interaccion de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN,
anticuerpos, antigenos, y similares. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropéatico en base a sus
caracteristicas de hidrofobicidad y carga (Kyte y Doolittle, 1982). Estos valores son: isoleucina (+4,5); Valina (+4,2);
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Leucina (+3,8); Fenilalanina (+2,8); Cisteina/cistina (+2,5); Metionina (+1,9); Alanina (+1,8); Glicina (-0,4); Treonina (-
0,7); Serina (-0,8); Triptoéfano (-0,9); Tirosina (-1,3); Prolina (-1,6); Histidina (-3,2); Glutamato (-3,5); Glutamina (-3,5);
Aspartato (-3,5); Asparagina (-3,5); Lisina (-3,9); Y arginina (-4,5).

Se sabe en la técnica que ciertos aminoacidos pueden estar sustituidos por otros aminoacidos que tienen un indice
0 puntaje hidropatico similar y que todavia producen una proteina con actividad biolégica similar, es decir, ain
obtener una proteina bioldgicamente funcional equivalente. Al realizar tales cambios, se prefiere la sustitucion de
aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro de * 2, los que estan dentro de + 1 son particularmente
preferidos y los que estan dentro de + 0,5 son aun mas particularmente preferidos. También se entiende en la
técnica que la sustitucion de aminoéacidos similares puede hacerse eficazmente sobre la base de la hidrofilicidad.

Como se detalla en la Patente de EE.UU. 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a los
residuos de aminoacidos: arginina (+3,0); Lisina (+3,0); Aspartato (+3,0 + 1); Glutamato (+3,0 + 1); Serina (+0,3);
Asparagina (+0,2); Glutamina (+0,2); Glicina (0); Treonina (-0,4); Prolina (-0,5 £ 1); Alanina (-0,5); Histidina (-0,5);
Cisteina (-1,0); Metionina (-1,3); Valina (-1,5); Leucina (-1,8); Isoleucina (-1,8); Tirosina (-2,3); Fenilalanina (-2,5);
Triptoéfano (-3,4). Se entiende que un aminoéacido puede ser sustituido por otro que tiene un valor de hidrofilicidad
similar y todavia obtener una proteina biolégicamente equivalente, y en particular, una proteina inmunolégicamente
equivalente. En tales cambios, se prefiere la sustitucién de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad estan dentro
de £ 2, los que estan dentro de + 1 son particularmente preferidos y los que estan dentro de + 0,5 son aun mas
particularmente preferidos.

Como se ha indicado anteriormente, las sustituciones de aminoacidos se basan generalmente en la similitud relativa
de los sustituyentes de las cadenas laterales de aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga,
tamafio y similares. Las sustituciones ejemplares que toman en consideracion varias de las caracteristicas anteriores
son bien conocidas por los expertos en la técnica e incluyen: arginina y lisina; Glutamato y aspartato; Serina y
treonina; Glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Ademas, cualquier polinucleétido puede modificarse adicionalmente para aumentar la estabilidad in vivo. Las
posibles modificaciones incluyen, pero no se limitan a, la adicién de secuencias flanqueantes en los extremos 5' y/o
3'; el uso de enlaces fosforotioato o 2' O-metilo en lugar de fosfodiesterasa en el esqueleto; y/o la inclusion de bases
no tradicionales tales como inosina, queosina y wybutosina, asi como acetilmetil-, tio- y otras formas modificadas de
adenina, citidina, guanina, timina y uridina.

Las sustituciones de aminoacidos pueden realizarse adicionalmente sobre la base de similitudes en polaridad, carga,
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o naturaleza anfipatica de los residuos. Por ejemplo, los aminoacidos
cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutdmico; Los aminoacidos cargados positivamente
incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos de cabeza polar sin carga que tienen valores de
hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina y valina; glicina y alanina; asparagina y glutamina; y serina,
treonina, fenilalanina y tirosina. Otros grupos de aminoacidos que pueden representar cambios conservadores
incluyen: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gin, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg,
his; y (5) phe, tyr, trp, his. Una variante también puede, o alternativamente, contener cambios no conservadores. En
una realizacion preferida, los polipéptidos variantes difieren de una secuencia nativa por sustitucion, supresion o
adicién de cinco aminoacidos o menos. Las variantes también pueden (o alternativamente) ser modificadas por, por
ejemplo, la delecién o adicién de aminoacidos que tienen minima influencia sobre la inmunogenicidad, la estructura
secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido.

Como se ha indicado anteriormente, los polipéptidos pueden comprender una secuencia sefal (o lider) en el
extremo N-terminal de la proteina, que dirige co-traslacional o post-traduccionalmente la transferencia de la proteina.
El polipéptido puede conjugarse también con un enlazador u otra secuencia para facilitar la sintesis, purificacién o
identificacion del polipéptido (por ejemplo, marcador de poli-histidina (6 x His), GST, MBP, TAP/TAG, epitopo FLAG,
epitopo MYC, epitopo V5, epitopo VSV-G, etc.), o para aumentar la unién del polipéptido a un soporte sélido. Por
ejemplo, un polipéptido puede conjugarse con una region Fc de inmunoglobulina.

Cuando se comparan secuencias de polipéptidos, se dice que dos secuencias son "idénticas" si la secuencia de
aminoacidos en las dos secuencias es la misma cuando estan alineadas para correspondencia maxima, como se
describe a continuacién. Las comparaciones entre dos secuencias se realizan tipicamente comparando las
secuencias sobre una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales de similitud de
secuencia. Una "ventana de comparacion”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un segmento de al
menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, usualmente de 30 a aproximadamente 75, 40 a
aproximadamente 50, en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo
namero de posiciones contiguas Después de que las dos secuencias estén alineadas 6ptimamente.

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

Alternativamente, la alineacién optima de secuencias para comparacion puede realizarse mediante el algoritmo de
identidad local de Smith y Waterman (1981) Add. APL. Math 2: 482, por el algoritmo de alineacién de identidad de
Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, mediante la blusqueda de métodos de similitud de Pearson y
Lipman (1988) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85: 2444, mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en el Paquete de Software de Genética de Wisconsin, Genetics
Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wiss, 0 por inspeccion.

Un ejemplo preferido de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y
similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1977) Nucl. Acids
Res. 25: 3389 - 3402 y Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403 - 410, respectivamente. BLAST y BLAST 2.0
pueden usarse, por ejemplo, con los parametros descritos en este documento, para determinar el porcentaje de
identidad de secuencia para los polinucleétidos y polipéptidos de la invencién. El software para realizar andlisis
BLAST esta disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology Information. Para secuencias de
aminoacidos, se puede usar una matriz de puntuacion para calcular la puntuacién acumulada. La extension de los
golpes de palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuaciéon de alineacién acumulada disminuye por la
cantidad X de su valor maximo alcanzado; La puntuacion acumulada va a cero o por debajo, debido a la
acumulacién de una o mas alineaciones de residuo de puntuacion negativa; o se alcanza el final de cada secuencia.
Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion.

En un enfoque preferido, el "porcentaje de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias
alineadas Optimamente sobre una ventana de comparacién de al menos 20 posiciones, en donde la porcion de la
secuencia polipeptidica en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o supresiones (es decir,
huecos) del 20 por ciento o menos, normalmente del 5 al 15 por ciento, o del 10 al 12 por ciento, en comparacion
con las secuencias de referencia (que no comprende adiciones o supresiones) para la alineacién 6ptima de las dos
secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que se produce el residuo de
aminoacido idéntico en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero
de posiciones coincidentes por el nUmero total de posiciones en la secuencia de referencia (es decir, el tamafio de la
ventana) y multiplicando los resultados por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

En ciertas realizaciones preferidas de la descripcion, se proporcionan polipéptidos de fusién de Leishmania, y
polinucleétidos que codifican polipéptidos de fusién, donde los polipéptidos de fusion comprenden dos o mas
secuencias de polipéptidos K26, K39 y/o K9 o porciones inmunogénicas de los mismos. El polipéptido de fusién y las
proteinas de fusién se refieren a un polipéptido que tiene al menos dos polipéptidos heterdlogos de Leishmania sp.,
tales como polipéptidos de Leishmania donovani, unidos covalentemente, ya sea directamente o a través de un
enlazador de aminoacidos. Las secuencias antigénicas K26, K39 y/o K9 pueden, pero no necesitan, derivarse de la
misma especie de Leishmania. Los polipéptidos que forman la proteina de fusién estan tipicamente unidos del
extremo C al extremo N, aunque también pueden estar enlazados del extremo C al extremo C, del extremo N al
extremo N o del extremo N al extremo C. Los polipéptidos de la proteina de fusién pueden estar en cualquier orden y
pueden contener multiples copias, repeticiones o multimeros de cada uno o cualquiera de los polipéptidos que
comprenden la proteina de fusion. Los polipéptidos de fusion o las proteinas de fusion también pueden incluir
variantes conservativamente modificadas, variantes polimorficas, alelos, mutantes, subsecuencias, homoélogos
interespecies y fragmentos inmunogénicos de los antigenos que constituyen la proteina de fusién. En realizaciones
particulares, los polipéptidos de fusién de la presente invencién pueden comprender uno o mas fragmentos de
antigeno de Leishmania como se describen en las SEQ ID NO: 5-7 y 9-11. En una realizacién relacionada, el
polipéptido de fusiébn comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 8 o los aminoacidos 10 -
262 de SEQ ID NO: 8.

También se pueden usar antigenos de otras especies de Leishmania que corresponden a antigenos de Leishmania
donovani, y pueden ser identificados, por ejemplo, utilizando algoritmos de comparacién de secuencias, como se
describen en la presente memoria, u otros métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, ensayos
de hibridacién y ensayos de unién a anticuerpos.

Los polipéptidos de fusion de la descripcion generalmente comprenden por lo menos dos porciones o fragmentos
antigénicos/inmunogénicos de los polipéptidos K26, K39 y/o K9 como se describen en la presente memoria, y
pueden comprender ademas otras secuencias no relacionadas, tales como una secuencia que ayuda a proporcionar
epitopes T colaboradores (una pareja de fusion inmunoldgica), preferiblemente epitopos T colaboradores
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reconocidos por los seres humanos, 0 que ayudan a expresar la proteina (un potenciador de la expresién) con
mayores rendimientos que la proteina recombinante nativa. Ciertas parejas de fusion preferidas son tanto parejas de
fusién inmunoldgicas como mejoradores de la expresion. Otras parejas de fusién pueden seleccionarse de manera
gue aumenten la solubilidad de la proteina o permitan que la proteina se dirija a los compartimentos intracelulares
deseados. Otras parejas de fusidn adicionales pueden incluir marcadores de afinidad tales como V5, 6xHIS, MYC,
FLAG y GST, que facilitan la purificacion de la proteina. Se entendera por alguien con experiencia en la técnica que
las secuencias no relacionadas pueden estar presentes, pero no necesariamente, en un polipéptido de fusién usado
de acuerdo con la presente invencion.

Las proteinas de fusién pueden prepararse generalmente usando técnicas estandar. Preferiblemente, una proteina
de fusién se expresa como una proteina recombinante. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican los
componentes polipeptidicos de una fusiéon deseada pueden ser ensambladas por separado, y ligadas en un vector
de expresion apropiado. El extremo 3' de la secuencia de ADN que codifica un componente polipeptidico se liga, con
0 sin un enlazador peptidico, al extremo 5' de una secuencia de ADN que codifica el segundo componente
polipéptido de modo que los marcos de lectura de las secuencias estén en fase. Esto permite la traduccién en una
Unica proteina de fusion que retiene la actividad biolégica de ambos polipéptidos componentes.

Se puede emplear una secuencia enlazadora peptidica para separar los componentes polipeptidicos primero y
segundo por una distancia suficiente para asegurar que cada polipéptido se pliegue en sus estructuras secundarias
y terciarias, si se desea. Dicha secuencia enlazadora peptidica se incorpora en la proteina de fusién usando técnicas
estandar bien conocidas en la técnica. Ciertas secuencias enlazadoras peptidicas pueden elegirse basandose en los
siguientes factores: (1) su capacidad para adoptar una conformacion extendida flexible; (2) su incapacidad para
adoptar una estructura secundaria que pudiera interactuar con epitopos funcionales sobre el primer y el segundo
polipéptidos; Y (3) la falta de residuos hidrofébicos o cargados que podrian reaccionar con los epitopes polipéptidos
funcionales. Las secuencias enlazadoras peptidicas preferidas contienen residuos Gly, Asn y Ser. Otros
aminoacidos casi neutrales, tales como Thr y Ala también pueden usarse en la secuencia enlazadora. Las
secuencias de aminoacidos que se pueden emplear Gtilmente como ligadores incluyen las descritas en Maratea et
al., Gene 40:39 46 (1985); Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 8258-8262 (1986); Pat. N° 4.935.233 y la
Patente de EE.UU. 4.751.180. La secuencia enlazadora puede tener generalmente de 1 a aproximadamente 50
aminoacidos de longitud. Las secuencias de enlace no son necesarias cuando el primer y el segundo polipéptidos
tienen regiones de aminoacidos N-terminales no esenciales que pueden usarse para separar los dominios
funcionales y prevenir la interferencia estérica.

Las secuencias de ADN ligadas estan unidas operativamente a elementos reguladores transcripcionales o
traduccionales adecuados. Los elementos reguladores responsables de la expresion de ADN estan situados sélo a
5' de la secuencia de ADN que codifica los primeros polipéptidos. De forma similar, los codones de parada
requeridos para terminar la traduccién y las sefiales de terminacion de la transcripcion sélo estan presentes 3' con
respecto a la secuencia de ADN que codifica el segundo polipéptido.

Dentro de las realizaciones preferidas, una pareja de fusion inmunolégica para uso en un polipéptido de fusion de la
descripcion se deriva de la proteina D, una proteina de superficie de la bacteria gramnegativa Haemophilus influenza
B (documento WO 91/18926). Preferiblemente, un derivado de proteina D comprende aproximadamente el primer
tercio de la proteina (por ejemplo, el primer N-terminal de 100 110 aminoacidos), y un derivado de proteina D puede
ser lipidado. Dentro de ciertas realizaciones preferidas, los primeros 109 residuos de una pareja de fusion de
lipoproteina D se incluyen en el extremo N para proporcionar el polipéptido de fusion con epitopos de células T
exogenos adicionales y para aumentar el nivel de expresiéon en E. coli (funcionando asi como un potenciador de
expresion ). La cola lipidica garantiza una presentacién optima del antigeno a las células presentadoras de antigeno.
Otras parejas de fusion incluyen la proteina no estructural del virus influenzae, NS1 (hemaglutinina). Tipicamente, se
usan los 81 aminoacidos N-terminales, aunque pueden usarse diferentes fragmentos que incluyen epitopos T
auxiliares. En otra realizacién, una pareja de fusion inmunolégica comprende una secuencia de aminoacidos
derivada de la proteina conocida como LYTA, o una parte de la misma (preferiblemente una porcion C-terminal).
LYTA se deriva de Streptococcus pneumoniae, que sintetiza una N-acetil-L-alanina amidasa conocida como
amidasa LYTA (codificada por el gen LytA, Gene 43: 265-292 (1986)). LYTA es una autolisina que degrada
especificamente ciertos enlaces en el esqueleto del peptidoglicano. EI dominio C-terminal de la proteina LYTA es
responsable de la afinidad con la colina o con algunos anéalogos de colina tales como DEAE. Esta propiedad ha sido
explotada para el desarrollo de plasmidos que expresan C-LYTA de E. coli Gtiles para la expresion de proteinas de
fusién. La purificacion de proteinas hibridas que contienen el fragmento C-LYTA en el extremo amino se ha descrito
(véase Biotechnology 10: 795-798 (1992)). Dentro de una realizacién preferida, una porciéon de repeticion de LYTA
puede incorporarse en polipéptidos de fusion de la presente invencién, como se describe en la presente memoria.
Una porcién de repeticion se encuentra en la regiéon C-terminal comenzando en el residuo 178. Una porcién de
repeticion particularmente preferida incorpora los restos 188 - 305.

En general, se aislan polipéptidos y polipéptidos de fusién (asi como sus polinucleétidos que codifican). Un
polipéptido o polinucledtido "aislado” es uno que se elimina de su entorno original. Por ejemplo, una proteina natural
se aisla si est4 separada de algunos o todos los materiales coexistentes en el sistema natural. Preferiblemente,
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dichos polipéptidos son al menos aproximadamente 90% puros, mas preferiblemente al menos aproximadamente
95% puros y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99% puros. Se considera que un polinucledétido
esta aislado si, por ejemplo, se clona en un vector que no forma parte del medio natural.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de fusion de la invencién comprenderan al menos un epitopo de cada uno
de K26, K39 y K9. Los epitopos pueden determinarse generalmente generando polipéptidos que contienen
porciones o fragmentos de la secuencia y evaluando la reactividad de los polipéptidos con sueros de individuos
infectados con Leishmania usando, por ejemplo, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Los
ensayos adecuados para evaluar la reactividad de un polipéptido con sueros infectados con Leishmania se
describen con mas detalle a continuacién. Dentro de tales ensayos representativos, se considera que las porciones
de la secuencia que generan una sefial que diferencia entre sueros positivos y negativos de una manera
sustancialmente similar a la de toda la longitud contienen un epitopo. En otras palabras, una porcién del antigeno
gue contiene un epitopo generard una sefial que indica la infeccion de Leishmania en sustancialmente todas (es
decir, al menos aproximadamente 80%, y preferiblemente al menos aproximadamente 90%) de las muestras
bioldgicas para las cuales tal infeccion seria indicado usando el antigeno de longitud completa y generara una sefial
gue indica la ausencia de infeccion de Leishmania en sustancialmente todas las muestras que serian negativas con
el polipéptido de longitud completa.

En un aspecto relacionado, se describen polipéptidos de fusién que comprenden epitopos de mdltiples polipéptidos
de Leishmania. En ciertas realizaciones particulares, los epitopos de diferentes polipéptidos, repeticiones o variantes
de Leishmania, se unen a través de un enlace peptidico a una Unica cadena de aminodacidos. Los epitopos pueden
unirse directamente (es decir, sin aminoacidos intermedios) o pueden unirse por medio de una secuencia enlazadora
(por ejemplo, Gly - Cys - Gly) que no altera significativamente las propiedades antigénicas de los epitopos. En
realizaciones particulares, el polipéptido de fusibn se deriva de dos o mas porciones o fragmentos
antigénicos/inmunogénicos. En otro aspecto, los polipéptidos de fusién de la presente invencion pueden comprender
dos o mas fragmentos de antigeno de Leishmania como se describen en las SEQ ID NO: 5-7 y 9-11. En un aspecto
relacionado, el polipéptido de fusidbn comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 8 o los
residuos de aminoacidos 10-262 de SEQ ID NO: 8.

Los polipéptidos de fusion de esta invencion se pueden generar usando técnicas bien conocidas por los expertos en
la técnica. Los polipéptidos de la presente invencion que tienen menos de aproximadamente 100 aminoacidos, y
generalmente menos de aproximadamente 50 aminoacidos, se pueden sintetizar utilizando, por ejemplo, el método
de sintesis en fase solida Merrifield, en el que se afiaden secuencialmente aminoacidos a una cadena de
aminoacidos en crecimiento (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 - 2146, 1963). El equipo para la sintesis
automatizada de polipéptidos esta disponible comercialmente de proveedores tales como Applied Biosystems, Inc.,
Foster City, Calif. Asi, por ejemplo, se pueden sintetizar por este método antigenos de Leishmania K26, K39 y K9, o
porciones de los mismos.

Alternativamente, los polipéptidos de esta invencidn pueden prepararse por expresion de ADN recombinante que
codifica el polipéptido en células huésped cultivadas. Preferiblemente, las células huésped son E. coli, levadura, una
linea celular de insecto (tal como Spodoptera o Trichoplusia) o una linea celular de mamifero, incluyendo (pero no
limitado a) CHO, COS, HEK-293T y NS-1. Las secuencias de ADN expresadas de esta manera pueden codificar
proteinas naturales y proteinas de fusién que comprenden antigenos de Leishmania tales como K26, K9 y/o K39,
partes de los mismos y repeticiones u otras variantes de tales proteinas. Los polipéptidos de fusidon expresados de
esta invencion se aislan generalmente en forma sustancialmente pura. Preferiblemente, los polipéptidos de fusion se
aislan hasta una pureza de al menos 80% en peso, mas preferiblemente, hasta una pureza de al menos 95% en
peso, y lo mas preferiblemente hasta una pureza de al menos 99% en peso. En general, tal purificacién puede
conseguirse utilizando, por ejemplo, las técnicas estandar de fraccionamiento de sulfato de amonio, electroforesis
SDS-PAGE y cromatografia de afinidad.

Composiciones polinucleotidicas

La presente invencién también proporciona polinucleétidos aislados, particularmente aquellos que codifican los
polipéptidos de fusién de la invencién, asi como composiciones que comprenden dichos polinucleétidos. Tal como
se usa en el presente documento, los términos "ADN" y "polinucleétido” y "acido nucleico” se refieren a una molécula
de ADN que ha sido aislada libre de ADN gendmico total de una especie particular. Por lo tanto, un segmento de
ADN que codifica un polipéptido se refiere a un segmento de ADN que contiene una 0 mas secuencias codificantes
pero esta sustancialmente aislado de, o purificado libre de, ADN gendmico total de la especie a partir de la cual se
obtiene el segmento de ADN. Dentro de los términos "segmento de ADN" y "polinucle6tido” se incluyen segmentos
de ADN y fragmentos mas pequefios de dichos segmentos, y también vectores recombinantes, incluyendo, por
ejemplo, plasmidos, césmidos, fagémidos, fagos, virus y similares.

Como comprenderan los expertos en la técnica, las secuencias polinucleotidicas de esta invencion pueden incluir
secuencias gendémicas, secuencias extra genémicas y codificadas en plasmidos y segmentos génicos de ingenieria
mas pequefios que expresan o pueden adaptarse para expresar proteinas, polipéptidos de fusién, Péptidos y
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similares. Tales segmentos pueden estar naturalmente aislados, ser recombinantes o modificados sintéticamente
por la mano del hombre.

Como sera reconocido por el experto en la técnica, los polinucleétidos pueden ser monocatenarios (codificantes o
antisentido) o bicatenarios, y pueden ser moléculas de ADN (genémico, ADNc o sintético) o ARN. Pueden estar
presentes, pero no necesariamente, secuencias codificantes o no codificantes adicionales dentro de un
polinucleétido de la presente invencién, y un polinucleétido puede, aunque no necesariamente, estar enlazado a
otras moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledtidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endégena que codifica un
antigeno de Leishmania o una parte de los mismos) o pueden comprender una variante, o un equivalente funcional
biolégico o antigénico de dicha secuencia. En realizaciones particulares, los polinucleétidos pueden codificar para
dos o mas porciones, fragmentos o variantes antigénicos/inmunogénicos derivados de los antigenos Leishmania
K26, K39 y/o K9. En cierta realizacion, los polinucleétidos que codifican polipéptidos de fusion de la presente
invencion pueden codificar dos o mas fragmentos de antigeno de Leishmania como se describen en las SEQ ID NO:
5-7 y 9-11. En un aspecto relacionado, el polipéptido de fusion esta codificado por polinucleétidos que codifican la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 8 o los aminoéacidos 10 - 262 de SEQ ID NO: 8.

Las variantes de polinucledtidos pueden contener una o mas sustituciones, adiciones, supresiones y/o inserciones,
como se describe adicionalmente mas adelante, preferiblemente de manera que la inmunogenicidad del polipéptido
codificado no disminuya, con relacion a la proteina nativa. El efecto sobre la inmunogenicidad del polipéptido
codificado puede evaluarse generalmente como se describe en la presente memoria. El término "variantes" también
abarca genes homologos de origen xenogénico.

En realizaciones adicionales, los polinucleétidos de fusion aislados comprenderan varias longitudes de tramos
contiguos de secuencia idénticos o complementarios a dos 0 mas K26, K39, y/o K9, tales como las secuencias
descritas en la presente memoria, porciones o variantes de las mismas. Por ejemplo, son proporcionados
polinucleétidos por esta invencion que comprenden al menos aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150,
200, 300, 400, 500 o 1000 o mas nucleétidos contiguos de dos 0 mas de las secuencias Descritos en la presente
memoria, asi como todas las longitudes intermedias entre los mismos. Se entendera facilmente que "longitudes
intermedias", en este contexto, significa cualquier longitud entre los valores citados, tales como 16, 17, 18, 19, etc.;
21, 22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; incluyendo
todos los enteros a través de 200-500; 500-1.000, y similares.

Los polinucleétidos de fusién de la presente invencion, o sus fragmentos, independientemente de la longitud de la
propia secuencia codificante, pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores, sefiales de
poliadenilacion, sitios de enzimas de restricciéon adicionales, sitios de clonaciébn mudltiples, otros segmentos
codificantes, Y similares, de manera que su longitud total pueda variar considerablemente. Por lo tanto, se
contempla que se puede emplear un fragmento de polinucleétido de casi cualquier longitud; estando preferiblemente
limitada la longitud total por la facilidad de preparacion y el uso en el protocolo del ADN recombinante deseado.

Ademas, los expertos en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético, hay
muchas secuencias de nucleotidos que codifican un polipéptido como se describe en el presente documento.
Algunos de estos polinuclettidos tienen una homologia minima con la secuencia de nucleétidos de cualquier gen
nativo. Sin embargo, los polinucledtidos que varian debido a las diferencias en el uso de codones estan
especificamente contemplados por la presente invencion, por ejemplo polinucleétidos que estan optimizados para la
seleccidon de codones humanos y/o primates. Ademas, los alelos de los genes que comprenden las secuencias
polinucleotidicas proporcionadas en el presente documento estan dentro del alcance de la presente invencion. Los
alelos son genes enddgenos que se alteran como resultado de una o mas mutaciones, tales como supresiones,
adiciones y/o sustituciones de nucleétidos. EI ARNm y la proteina resultantes pueden, pero no necesitan, tener una
estructura o funcion alterada. Los alelos pueden identificarse usando técnicas estandar (tales como hibridacion,
amplificacién y/o comparacion de secuencias de bases de datos).

Los polinucleétidos de Leishmania y sus fusiones pueden prepararse, manipularse y/o expresarse usando cualquiera
de una variedad de técnicas bien establecidas conocidas y disponibles en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse
secuencias polinucleotidicas o fragmentos de las mismas que codifican polipéptidos de la invencion, o proteinas de
fusion o equivalentes funcionales de las mismas, en moléculas de ADN recombinante para dirigir la expresion de un
polipéptido en células huésped apropiadas. Debido a la degeneracion inherente del codigo genético, pueden
producirse otras secuencias de ADN que codifican sustancialmente la misma o una secuencia de aminoacidos
funcionalmente equivalente y estas secuencias pueden usarse para clonar y expresar un polipéptido dado de la
presente invencion.

Como comprenderan los expertos en la técnica, puede ser ventajoso en algunos casos producir secuencias de
nucleétidos codificantes del polipéptido de fusion que poseen codones no naturales. Por ejemplo, los codones
preferidos por un huésped procariético o eucariotico particular pueden seleccionarse para aumentar la velocidad de
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expresion de la proteina o para producir un transcripto de ARN recombinante que tenga propiedades deseables, tal
como una semivida que sea mas larga que la de un transcrito generado a partir de la secuencia natural.

Por otra parte, las secuencias polinucleotidicas de la presente invencién pueden ser modificadas mediante métodos
generalmente conocidos en la técnica con el fin de alterar las secuencias codificantes de polipéptidos de fusién por
una diversidad de razones, incluyendo pero sin limitarse a alteraciones que modifican la clonacion, procesamiento,
expresion y/o inmunogenicidad del producto génico.

Con el fin de expresar un polipéptido de fusion deseado que comprenda dos o mas fragmentos o porciones
antigénicas/inmunogénicas o porciones de polipéptidos K26, K39 y/o K9, se puede insertar una secuencia de
nucleétidos que codifica el polipéptido de fusidon o un equivalente funcional en el vector de expresion apropiado, es
decir, un vector que contenga los elementos necesarios para la transcripcion y traduccién de la secuencia
codificante insertada. Pueden usarse métodos que son bien conocidos por los expertos en la técnica para construir
vectores de expresion que contienen secuencias que codifican un polipéptido de interés y elementos de control
transcripcionales y de traduccién apropiados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro,
técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo. Tales técnicas se describen en Sambrook et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (2001) y Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology (enero de 2008,
edicion actualizada).

Se conocen una variedad de sistemas vector/huésped de expresion y pueden utilizarse para contener y expresar
secuencias de polinucledtidos. Estos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como bacterias
transformadas con bacteriéfagos recombinantes, plasmidos, o vectores de expresion de ADN césmido; levadura
transformada con vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insectos infectados con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células de planta transformadas con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV, virus del mosaico del tabaco, TMV) o con
vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, plasmidos Ti o pBR322); o sistemas celulares animales.

Los "elementos de control" 0 "secuencias reguladoras" presentes en un vector de expresion son aquellas regiones
no traducidas de los potenciadores del vector, promotores, regiones 5' y 3' no traducidas que interaccionan con
proteinas celulares del huésped para llevar a cabo la transcripcion y la traduccion. Tales elementos pueden variar en
su resistencia y especificidad. Dependiendo del sistema de vector y huésped utilizado, se puede usar cualquier
namero de elementos de transcripcion y traduccion adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles.
Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como el promotor
lacZ hibrido del fagémido PBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, CA) o el plasmido PSPORT1 (Gibco BRL,
Gaithersburg, Md.) y similares. En sistemas de células de mamiferos, se prefieren generalmente promotores de
genes de mamiferos o de virus de mamiferos. Si es necesario generar una linea celular que contenga multiples
copias de la secuencia que codifica un polipéptido, los vectores basados en SV40 o EBV pueden usarse
ventajosamente con un marcador seleccionable apropiado.

En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar varios vectores de expresion dependiendo del uso destinado al
polipéptido expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades, se pueden usar vectores que dirigen
la expresion de alto nivel de proteinas de fusion que se purifican facilmente. Tales vectores incluyen, pero no se
limitan a, los vectores de clonacion y expresion de E. coli multifuncionales tales como PBLUESCRIPT (Stratagene),
en los que la secuencia que codifica el polipéptido de interés puede ligarse al vector en el marco con secuencias
para el Met terminal amino y los subsiguientes 7 residuos de B-galactosidasa de manera que se produce una
proteina hibrida; vectores PIN (Van Heeke y Schuster, J. Biol. Chem. 264: 5503 - 5509 (1989)); y similares. Los
vectores pGEX (Promega, Madison, Wis.) También pueden usarse para expresar polipéptidos ajenos como
proteinas de fusion con glutatiéon S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusidn son solubles y pueden
purificarse facilmente a partir de células lisadas por adsorcion a perlas de glutation-agarosa seguido por elucién en
presencia de glutation libre. Las proteinas fabricadas en tales sistemas pueden disefiarse para incluir sitios de
escision de heparina, trombina o factor XA proteasa de manera que el polipéptido clonado de interés pueda liberarse
del resto GST a voluntad.

En la levadura, Saccharomyces cerevisiae, pueden usarse varios vectores que contienen promotores constitutivos o
inducibles tales como el factor alfa, la alcoholoxidasa y la PGH. Para revisiones, véase Ausubel et al. (Supra) y
Grant et al., Methods Enzymol. 153: 516 - 544 (1987).

En los casos en que se usan vectores de expresién de plantas, la expresion de secuencias que codifican
polipéptidos puede ser impulsada por cualquiera de un numero de promotores. Por ejemplo, los promotores virales
tales como los promotores 35S y 19S de CaMV pueden usarse solos o en combinacion con la secuencia lider
omega de TMV (Takamatsu, EMBO J. 6: 307-311 (1987)). Alternativamente, se pueden usar promotores de plantas
tales como la subunidad pequefia de RUBISCO o promotores de choque térmico (Coruzzi et al., EMBO J. 3: 1671 -
1680 (1984), Broglie y col., Science 224: 838 - 843 (1984), y Winter et al., Results Probl. Cell Differ. 17: 85 - 105
(1991)). Estas construcciones se pueden introducir en células de planta mediante transformacion directa de ADN o
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transfecciébn mediada por patdégenos. Tales técnicas se describen en una serie de revisiones generalmente
disponibles (véase, por ejemplo, Hobbs in McGraw Hill, Yearbook of Science and Technology, pp. 191-196 (1992)).

También se puede usar un sistema de insectos para expresar un polipéptido de interés. Por ejemplo, en un sistema
de este tipo, se utiliza el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para
expresar genes extrafios en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Las secuencias que
codifican el polipéptido pueden clonarse en una regién no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y se
ponen bajo control del promotor de poliedrina. La insercion exitosa de la secuencia que codifica el polipéptido hara
que el gen de la poliedrina sea inactivo y produzca un virus recombinante que carece de proteina de recubrimiento.
Los virus recombinantes pueden utilizarse entonces para infectar, por ejemplo, células de S. frugiperda o larvas de
Trichoplusia en las que puede expresarse el polipéptido de interés (Engelhard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:
3224 - 3227 (1994)).

En células huésped de mamifero, estan disponibles generalmente varios sistemas de expresion basados en virus.
Por ejemplo, en los casos en que se usa un adenovirus como vector de expresion, las secuencias que codifican un
polipéptido de la presente invencién pueden ligarse a un complejo de transcripcion/traduccion de adenovirus que
consiste en el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. La insercién en una regién E1 o E3 no esencial del
genoma viral puede usarse para obtener un virus viable que sea capaz de expresar el polipéptido en células
huésped infectadas (Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81: 3655 - 3659 (1984)). Ademas, se pueden usar
potenciadores de la transcripcion, tales como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV), para aumentar la
expresion en células huésped de mamifero.

También se pueden usar sefiales de iniciacién especificas para conseguir una traduccion mas eficaz de las
secuencias que codifican un polipéptido de fusion de interés. Tales sefiales incluyen el codén de iniciacién ATG y
secuencias adyacentes. En los casos en que las secuencias que codifican el polipéptido, su coddn de iniciacién y
secuencias aguas arriba se insertan en el vector de expresion apropiado, no se necesitaran sefiales adicionales de
control transcripcional o de traduccién. Sin embargo, en los casos en los que so6lo se inserta secuencia de
codificacién, o una porcion de la misma, se deben proporcionar sefiales de control de traduccién exdégenas que
incluyen el coddn de iniciacion ATG. Ademas, el coddn de iniciacion debe estar en el marco de lectura correcto para
asegurar la traduccion de todo el inserto. Los elementos de traduccién exégenos y los codones de iniciacion pueden
ser de diversos origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la expresion puede potenciarse mediante la
inclusién de potenciadores que son apropiados para el sistema celular particular que se utiliza, tales como los
descritos en la bibliografia (Scharf et al., Results Probl. Cell Differ. 20: 125 - 162 (1994)).

Ademas, se puede elegir una cepa de célula huésped por su capacidad para modular la expresion de las secuencias
insertadas o para procesar la proteina de fusién expresada de la manera deseada. Tales modificaciones del
polipéptido incluyen, pero no se limitan a, acetilacion, carboxilacién, glicosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacion.
El procesamiento postraduccional que escinde una forma "prepro” de la proteina también puede usarse para facilitar
la insercion, plegado y/o funcion correctos. Se pueden elegir diferentes células huésped tales como CHO, Hela,
MDCK, HEK293 y W138, que tienen magquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para tales
actividades postraduccionales, para asegurar la correcta modificacion y procesamiento de la proteina ajena.

Para la produccion a largo plazo y de alto rendimiento de proteinas recombinantes, generalmente se prefiere una
expresion estable. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de manera estable un polinucleétido de fusion de
la presente invencion se pueden transformar utilizando vectores de expresién que pueden contener origenes virales
de replicacion y/o elementos de expresién endégenos y un gen marcador seleccionable en el mismo o en un vector
separado. Después de la introduccién del vector, se puede permitir que las células crezcan durante 1-2 dias en un
medio enriquecido antes de que se cambien a medios selectivos. El objetivo del marcador seleccionable es conferir
resistencia a la seleccion, y su presencia permite el crecimiento y la recuperacion de células que expresan con éxito
las secuencias introducidas. Los clones resistentes de células transformadas de forma estable pueden proliferarse
usando técnicas de cultivo de tejidos apropiadas para el tipo de células.

Puede usarse cualquier numero de sistemas de seleccién para recuperar lineas celulares transformadas. Estos
incluyen, pero no se limitan a, genes de la timidina quinasa del virus del herpes simple (Wigler et al., Cell 11: 223-
232 (1977)) y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al., Cell 22: 817-823 (1990)) que pueden ser empleados en
células tk- o aprt-, respectivamente. También, la base para la seleccién puede ser la resistencia a antimetabolitos,
antibiéticos o herbicidas; por ejemplo, dhfr que confiere resistencia al metotrexato (Wigler et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 77: 3567 - 70 (1980)); Npt, que confiere resistencia a los aminoglucdsidos, neomicina y G - 418 (Colbere
- Garapin et al., J. Mol. Biol. 150: 1 - 14 (1981)); y als o pat, que confieren resistencia al clorsulfuron ya la
fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente (Murry, supra). Se han descrito genes seleccionables adicionales,
por ejemplo, trpB, que permite a las células utilizar indol en lugar de triptéfano, o hisD, que permite a las células
utilizar histinol en lugar de histidina (Hartman y Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 8047 - 51 (1988)). El uso
de marcadores visibles ha ganado popularidad con marcadores tales como antocianinas, B-glucuronidasa y su
sustrato GUS, y la luciferasa y su sustrato luciferina, siendo ampliamente utilizado no sélo para identificar
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transformantes, sino también para cuantificar la cantidad de expresiéon de proteina transitoria o estable Atribuible a
un sistema vector especifico (Rhodes et al., Methods Mol. Biol. 55: 121 - 131 (1995)).

Se conocen en la técnica una variedad de protocolos para detectar y medir la expresién de productos codificados
por polinucleétidos, usando anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para el producto. Los ejemplos
incluyen el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), el radioinmunoensayo (RIA) y la clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS). Estos y otros ensayos se describen, entre otros lugares, en Hampton et al., Serological
Methods, a Laboratory Manual (1990) y Maddox et al., J. Exp. Med. 158: 1211 - 1216 (1983).

Una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacién son conocidas por los expertos en la técnica y
pueden usarse en diversos ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos. Los medios para producir hibridacion
marcada o sondas de PCR para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos incluyen oligomarcaje,
traduccién de muescas, marcado final o amplificacion por PCR usando un nucleétido marcado. Alternativamente, las
secuencias, o cualquiera de sus porciones, se pueden clonar en un vector para la produccion de una sonda de
ARNm. Tales vectores son conocidos en la técnica, estan disponibles comercialmente y pueden usarse para
sintetizar sondas de ARN in vitro mediante la adicion de una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3 0 SP6 y
nucleétidos marcados. Estos procedimientos pueden llevarse a cabo usando una variedad de kits comercialmente
disponibles. Las moléculas indicadoras o marcadores adecuados que pueden usarse incluyen radionuclidos,
enzimas, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores,
particulas magnéticas y similares.

Las células huésped transformadas con una secuencia polinucleotidica de interés pueden cultivarse bajo
condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion de la proteina a partir del cultivo celular. La proteina
producida por una célula recombinante puede ser secretada o contenida intracelularmente dependiendo de la
secuencia y/o del vector utilizado. Como comprenderan los expertos en la técnica, los vectores de expresion que
contienen polinucledtidos de la invenciéon pueden estar disefiados para contener secuencias sefial que dirigen la
secrecién del polipéptido codificado a través de una membrana celular procaridtica o eucaridtica. Se pueden usar
otras construcciones recombinantes para unir secuencias que codifican un polipéptido de interés para la secuencia
de nucledtidos que codifica un dominio polipéptido que facilitara la purificacion de proteinas solubles.

Ademas de los métodos de produccion recombinante, los polipéptidos de fusién de la invencion, y sus fragmentos,
pueden producirse mediante sintesis directa de péptidos usando técnicas en fase sélida (Merrifield, J. Am. Chem.
Soc. 85: 2149 - 2154 (1963)). La sintesis de proteinas se puede realizar usando técnicas manuales o por
automatizacion. La sintesis automatizada puede conseguirse, por ejemplo, utilizando el sintetizador de péptidos
Applied Biosystems 431A (Perkin Elmer). Alternativamente, varios fragmentos, por ejemplo, dos o mas fragmentos
antigénicos/inmunogénicos de antigenos de Leishmania K26, K39 y/o K9, pueden sintetizarse quimicamente por
separado y combinarse usando métodos quimicos para producir la molécula de longitud completa.

Métodos y kits de diagnéstico

En otro aspecto, esta invencidn proporciona compuestos y métodos para detectar leishmaniasis en individuos y en
suministros de sangre. En una realizacion particular, el individuo es un mamifero. En una realizacién mas particular
el mamifero es humano o canino.

En un aspecto, se proporcionan métodos para detectar leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica en una
muestra bioldgica, que comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica con un polipéptido de fusion tal
como se describe en el presente documento, por ejemplo, que comprende al menos dos antigenos heterélogos de
Leishmania, en donde los antigenos de Leishmania se seleccionan de K39, K26, como se define anteriormente que
difiere solamente en sustituciones y/o modificaciones conservativas; y (b) detectar en la muestra biolégica la
presencia de anticuerpos que se unen al polipéptido de fusion, detectando de este modo infeccién visceral
asintomatica o subclinica de Leishmania en la muestra biolégica.

En un aspecto particular, la presente invencién proporciona métodos para detectar leishmaniasis visceral
asintomatica o subclinica en una muestra bioldgica, que comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica
con un polipéptido de fusién como se describe en el presente documento, por ejemplo, que comprende al menos dos
antigenos heterélogos de Leishmania, en el que los antigenos de Leishmania se seleccionan de secuencias de
polipéptidos K39, K26 y/o K9 de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO: 5-7 y 9-11, en cualquier combinacion,
como se define anteriormente; y (b) detectar en la muestra biolégica la presencia de anticuerpos que se unen al
polipéptido, detectando de este modo infeccion visceral asintomatica o subclinica de Leishmania en la muestra
bioldgica. En realizaciones relacionadas, al menos uno de los antigenos K26, K39 y K9 de Leishmania es de la
especie de Leishmania donovani.

En ciertos aspectos, la presente invencion proporciona métodos para detectar la infeccion visceral de Leishmania en
una muestra bioldgica, que comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica con un polipéptido de fusion
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como se describe en la presente memoria, por ejemplo, que comprende al menos dos antigenos heterélogos de
Leishmania, en donde la proteina de fusién comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 8 o
los aminoacidos 10-262 de SEQ ID NO: 8, como se define anteriormente; y (b) detectar en la muestra biolégica la
presencia de anticuerpos que se unen al polipéptido, detectando de este modo la infeccion visceral de Leishmania
en la muestra biologica.

En otro aspecto relacionado, se proporcionan métodos para identificar un paciente afectado con leishmaniasis
visceral asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda. En una realizacion,
el método comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica obtenida de un paciente afligido con
leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica con un polipéptido de fusién como se describe en este documento,
por ejemplo, que comprende al menos dos antigenos de Leishmania heterélogos, en donde los antigenos de
Leishmania se seleccionan de K39, K26, y/o K9 como se define anteriormente; (b) detectar en la muestra biologica
obtenida de un paciente la presencia de anticuerpos que se unen al polipéptido de fusiéon en la etapa (a),
identificando asi un paciente afligido con leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica que es probable que
desarrolle leishmaniasis visceral aguda (LV).

Dentro de los aspectos relacionados, se proporcionan kits de diagnostico para diagnosticar la leishmaniasis. En una
realizacién, por ejemplo, se proporcionan kits para detectar leishmaniasis visceral en una muestra biol6gica, que
comprende: (a) un polipéptido de fusiéon tal como se describe en este documento, por ejemplo, que comprende al
menos dos antigenos de Leishmania heterélogos, en el que los antigenos de Leishmania se seleccionan de K39,
K26 y/o K9 como se define anteriormente; y (b) detectar en la muestra bioldgica la presencia de anticuerpos que se
unen al polipéptido, detectando asi la leishmaniasis visceral en la muestra biologica.

En otro aspecto relacionado, se proporcionan métodos para identificar un paciente afectado con leishmaniasis
visceral asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda. En una realizacion,
el método comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica obtenida de un paciente afligido con
leishmaniasis asintomatica o subclinica con un polipéptido de fusiébn como se describe en este documento, por
ejemplo, que comprende al menos dos antigenos heterélogos de Leishmania, en el que los antigenos de Leishmania
son seleccionados de secuencias de polipéptidos K39, K26 y/o K9 de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO: 5-7
y 9-11, en cualquier combinacién, como se define anteriormente; y (b) detectar en la muestra biolégica obtenida de
un paciente la presencia de anticuerpos que se unen al polipéptido de fusién en la etapa (a), identificando asi un
paciente afligido con leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis
visceral aguda (LV).

Dentro de los aspectos relacionados, se proporcionan kits de diagnostico para diagnosticar la leishmaniasis. En una
realizacién, se proporcionan kits para detectar leishmaniasis visceral en una muestra bioldgica, que comprende: (a)
un polipéptido de fusion tal como se describe en este documento, por ejemplo, que comprende al menos dos
antigenos heter6logos de Leishmania, en el que los antigenos de Leishmania se seleccionan entre secuencias de
polipéptidos K39, K26, y/o K9 de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NO: 5-7 y 9-11, en cualquier combinacion,
como se define anteriormente; y (b) detectar en la muestra biolégica la presencia de anticuerpos que se unen al
polipéptido, detectando asi la leishmaniasis visceral en la muestra bioldgica.

En otro aspecto relacionado, se proporcionan métodos para identificar un paciente afectado con leishmaniasis
visceral asintomatica o subclinica que es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda. En una realizacion,
el método comprende: (a) poner en contacto una muestra biolégica obtenida de un paciente afligido con
leishmaniasis asintomatica o subclinica con un polipéptido de fusiébn como se describe en este documento, por
ejemplo, que comprende al menos dos antigenos heterélogos de Leishmania, en donde la proteina de fusién
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 8 o los aminoacidos 10-262 de SEQ ID NO: 8,
como se define anteriormente; y (b) detectar en la muestra biolégica la presencia de anticuerpos que se unen al
polipéptido, detectando asi la leishmaniasis visceral en la muestra bioldgica.

Dentro de los aspectos relacionados, se proporcionan kits de diagnostico para diagnosticar la leishmaniasis. En una
realizacién, se proporcionan kits para detectar leishmaniasis visceral en una muestra biolégica, que comprende: (a)
un polipéptido de fusién tal como se describe en este documento, por ejemplo, que comprende al menos dos
antigenos heterdlogos de Leishmania, en donde la proteina de fusién comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 8 o los aminoéacidos 10 - 262 de SEQ ID NO: 8, como se define anteriormente; y (b)
detectar en la muestra bhioldgica la presencia de anticuerpos que se unen al polipéptido, detectando asi la
leishmaniasis visceral en la muestra biolégica.

En otro aspecto de esta invencion, se describen métodos para detectar y monitorizar la infeccién por Leishmania, asi
como para distinguir entre tipos de infecciones de Leishmania, en individuos y extracciones de sangre. En general, la
infeccion por Leishmania puede detectarse en cualquier muestra biolégica que contenga anticuerpos.
Preferiblemente, la muestra es sangre, suero, plasma, saliva, liquido cefalorraquideo, heces u orina. Mas
preferiblemente, la muestra es una muestra de sangre o suero obtenida de un paciente o de una extraccion de
sangre.
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En otro aspecto, la infeccidn de Leishmania puede detectarse usando un polipéptido de fusion que comprende dos o
mas polipéptidos que contienen uno o mas de los epitopos discutidos anteriormente, repeticiones o variantes de los
mismos. Si se emplean multiples epitopos, estos epitopos pueden estar presentes en uno o mas antigenos de
Leishmania. Por ejemplo, en un aspecto, un polipéptido de fusion de la presente invencién comprende dos o mas
polipéptidos antigénicos K26, K29 y/o K9. El polipéptido de fusion se utiliza entonces para determinar la presencia o
ausencia de anticuerpos frente a los mismos polipéptidos antigénicos en la muestra, con relacion a un valor de corte
predeterminado.

Hay una variedad de formatos de ensayo conocidos por los expertos en la técnica para usar un polipéptido de fusion
para detectar anticuerpos en una muestra. Véase, por ejemplo, Harlow and Lane, Antibodies. A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988. En una realizacion preferida, el ensayo implica el uso del polipéptido de
fusién inmovilizado sobre un soporte solido para unirse y retirar el anticuerpo de la muestra. El anticuerpo unido
puede entonces ser detectado usando un reactivo de deteccion que se une al complejo de anticuerpo/péptido y
contiene un grupo indicador de deteccidn. Los reactivos de deteccién adecuados incluyen anticuerpos que se unen
al complejo anticuerpo/polipéptido y polipéptido libre marcado con un grupo indicador (por ejemplo, en un ensayo
semicompetitivo). Los grupos indicadores adecuados incluyen marcadores fluorescentes, marcadores enzimaticos,
radioisotopos, marcadores  quimioluminiscentes,  marcadores  electroquimioluminiscentes, = marcadores
bioluminiscentes, polimeros, particulas de polimero, particulas metalicas, haptenos y colorantes. Alternativamente,
se puede utilizar un ensayo competitivo, en el que un anticuerpo, que se une a un polipéptido de fusion de la
presente invencién marcado con un grupo indicador, se deja unirse al polipéptido de fusion inmovilizado después de
la incubacién del polipéptido de fusién con la muestra. El grado en que los componentes de la muestra inhiben la
union del anticuerpo marcado al polipéptido de fusion es indicativo de la reactividad de la muestra con el polipéptido
de fusién inmovilizado.

El soporte solido puede ser de cualquier material conocido por los expertos en la técnica al que se puede unir el
polipéptido de fusién. Por ejemplo, el soporte puede ser un pocillo de ensayo en una placa de microtitulaciéon o una
nitrocelulosa u otra membrana adecuada. Alternativamente, el soporte puede ser una perla o un disco, tal como
vidrio, fibra de vidrio, latex o un material plastico tal como poliestireno o cloruro de polivinilo. El soporte puede ser
también una particula magnética o un sensor de fibra éptica, tales como los descritos, por ejemplo, en la Patente de
EE.UU. 5.359.681.

El polipéptido de fusion puede unirse al soporte sélido usando una variedad de técnicas conocidas por los expertos
en la técnica, las cuales se describen ampliamente en la patente y en la literatura cientifica. En el contexto de la
presente invencion, el término "unido” se refiere tanto a la asociacién no covalente, como a la adsorcion, y la unién
covalente (que puede ser un enlace directo entre el antigeno y los grupos funcionales sobre el soporte o puede ser
un enlace por Forma de un agente de reticulacién). Se prefiere la union por adsorcién a un pocillo en una placa de
microvaloracion 0 a una membrana. En tales casos, la adsorcién se puede conseguir poniendo en contacto el
polipéptido, en un tampdén adecuado, con el soporte sélido durante un tiempo adecuado. El tiempo de contacto varia
con la temperatura, pero es tipicamente entre aproximadamente 1 hora y 1 dia. En general, el contacto de un pocillo
de una placa de microtitulacién de plastico (tal como poliestireno o cloruro de polivinilo) con una cantidad de
polipéptido de fusiébn que varia de aproximadamente 10 ng a aproximadamente 1 ug, y preferiblemente
aproximadamente 100 ng, es suficiente para unir una cantidad adecuada de antigeno. La nitrocelulosa unira
aproximadamente 100 pg de proteina por cmd.

La fijacién covalente del polipéptido de fusion a un soporte sélido puede lograrse generalmente haciendo reaccionar
primero el soporte con un reactivo bifuncional que reaccionara con el soporte y un grupo funcional, tal como un
grupo hidroxilo o amino, sobre el polipéptido de fusién. Por ejemplo, el polipéptido de fusiébn puede unirse a un
soporte que tenga un recubrimiento de polimero apropiado usando benzoquinona o por condensacion de un grupo
aldehido sobre el soporte con una amina y un hidrégeno activo sobre el polipéptido (véase, por ejemplo, Pierce
Immunotechnology Catalog and Handbook (1991) en A12 - A13).

En ciertas realizaciones, el ensayo es un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA). Este ensayo puede
realizarse poniendo en contacto primero un polipéptido de fusion de la presente invencion que se ha inmovilizado
sobre un soporte sélido, cominmente el pocillo de una placa de microvaloracién, con la muestra, de modo que los
anticuerpos contra los antigenos de Leishmania del polipéptido de fusion dentro de la muestra Se les permite unirse
al polipéptido de fusién inmovilizado. La muestra no unida se retira entonces del polipéptido de fusién inmovilizado y
se aflade un reactivo de deteccion capaz de unirse al complejo de anticuerpo-polipéptido inmovilizado. La cantidad
de reactivo de deteccion que permanece unida al soporte sélido se determina entonces usando un método
apropiado para el reactivo de deteccion especifico.

Una vez que el polipéptido de fusién se inmoviliza sobre el soporte, los sitios restantes de unién a la proteina sobre
el soporte son tipicamente bloqueados. Se puede emplear cualquier agente blogueante adecuado conocido por los
expertos en la técnica, tal como alblmina de suero bovino (BSA) o Tween 20™ (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo.). El polipéptido inmovilizado se incuba entonces con la muestra, y se permite que el anticuerpo (si esta presente
en la muestra) se una al antigeno. La muestra puede diluirse con un diluyente adecuado, tal como solucién salina
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tamponada con fosfato (PBS) antes de la incubacion. En general, un tiempo de contacto apropiado (es decir, el
tiempo de incubacién) es aquel periodo de tiempo que es suficiente para permitir la deteccién de la presencia de
anticuerpo dentro de una muestra infectada con Leishmania. Preferiblemente, el tiempo de contacto es suficiente
para conseguir un nivel de unién que es al menos el 95% del alcanzado en equilibrio entre el anticuerpo unido y no
unido. Los expertos en la técnica reconoceran que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio puede
determinarse facilmente analizando el nivel de unién que se produce durante un periodo de tiempo. A temperatura
ambiente, generalmente es suficiente un tiempo de incubacion de aproximadamente 30 minutos.

La muestra no unida puede entonces eliminarse lavando el soporte sélido con un tampén apropiado, tal como PBS
gue contiene 0,1% de Tween 20™. El reactivo de deteccion puede entonces afadirse al soporte sélido. Un reactivo
de deteccion apropiado es cualquier compuesto que se une al complejo de anticuerpo-polipéptido inmovilizado y que
puede ser detectado por cualquiera de una variedad de medios conocidos por los expertos en la técnica.
Preferiblemente, el reactivo de deteccion contiene un agente de unién (tal como, por ejemplo, Proteina A, Proteina
G, inmunoglobulina, lectina o antigeno libre) conjugado a un grupo indicador. Los grupos indicadores preferidos
incluyen enzimas (tales como peroxidasa de rabano picante), sustratos, cofactores, inhibidores, colorantes,
radionuclidos, grupos luminiscentes, grupos fluorescentes y biotina. La conjugacién del agente de unién con el grupo
indicador se puede conseguir usando métodos estandar conocidos por los expertos en la técnica. También se
pueden comprar agentes de unién comunes conjugados a una variedad de grupos indicadores de muchas fuentes
(por ejemplo, Zymed Laboratories, San Francisco, Calif. y Pierce, Rockford, IL).

El reactivo de deteccién se incuba luego con el complejo de polipéptido de anticuerpo inmovilizado durante una
cantidad de tiempo suficiente para detectar el anticuerpo unido. Generalmente se puede determinar una cantidad de
tiempo apropiada a partir de las instrucciones del fabricante o analizando el nivel de unién que se produce durante
un periodo de tiempo. Entonces se retira el reactivo de deteccién no unido y se detecta el reactivo de deteccion
unido usando el grupo indicador. El método empleado para detectar el grupo indicador depende de la naturaleza del
grupo indicador. Para los grupos radiactivos, los métodos de contaje de escintilacién o autorradiograficos son
generalmente apropiados. Pueden usarse métodos espectroscopicos de deteccion de colorantes, grupos
luminiscentes y grupos fluorescentes. La biotina puede detectarse usando avidina, acoplada a un grupo indicador
diferente (comUnmente un grupo radiactivo o fluorescente o una enzima). Los grupos indicadores enzimaticos
pueden ser detectados generalmente por la adicion de sustrato (generalmente durante un periodo de tiempo
especifico), seguido por analisis espectroscopico u otro analisis de los productos de reaccion.

Para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos anti-Leishmania en la muestra, la sefial detectada desde el
grupo indicador que permanece unida al soporte solido se compara generalmente con una sefial que corresponde a
un valor de corte predeterminado. En una realizacion preferida, el valor de corte es preferiblemente la media de la
sefial media obtenida cuando el polipéptido inmovilizado se incuba con muestras de un paciente no infectado. En
general, una muestra que genera una sefial que es tres desviaciones estandar por encima del valor de corte
predeterminado se considera positiva (es decir, reactiva con el polipéptido). En una realizacion preferida alternativa,
el valor de corte se determina usando una Curva de Operador Receptor, de acuerdo con el método de Sackett y col.,
Clinical Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, p. 106-7 (Little Brown y Co., 1985). Brevemente, en
esta realizacion, el valor de corte se puede determinar a partir de un grafico de pares de tasas positivas verdaderas
(es decir, sensibilidad) y tasas de falsos positivos (100% de especificidad) que corresponden a cada valor de corte
posible para el resultado diagndstico de la prueba. El valor de corte en el grafico que es el mas cercano a la esquina
superior izquierda (es decir, el valor que encierra el area mas grande) es el valor de corte mas preciso, y una
muestra que genera una sefial que es mas alta que la del valor de corte determinado por este método puede
considerarse positivo. Alternativamente, el valor de corte se puede desplazar a la izquierda a lo largo de la grafica,
para minimizar la tasa de falsos positivos, o hacia la derecha, para minimizar la tasa de falsos negativos.

En una realizacion relacionada, el ensayo se realiza en un formato de prueba de flujo o de tira, donde el antigeno se
inmoviliza sobre una membrana tal como nitrocelulosa. En la prueba de flujo, los anticuerpos dentro de la muestra se
unen al polipéptido inmovilizado a medida que la muestra pasa a través de la membrana. Un reactivo de deteccion
(por ejemplo, proteina A-oro coloidal) se une entonces al complejo de anticuerpo-polipéptido cuando la solucién que
contiene el reactivo de deteccion fluye a través de la membrana. La deteccién del reactivo de deteccion unido se
puede realizar entonces como se ha descrito anteriormente. En el formato de prueba de tira, un extremo de la
membrana a la que se une el polipéptido se sumerge en una solucién que contiene la muestra. La muestra migra a
lo largo de la membrana a través de una region que contiene el reactivo de deteccién y al area del polipéptido de
fusién inmovilizado. La concentracion del reactivo de deteccion en el polipéptido de fusién indica la presencia de
anticuerpos de Leishmania en la muestra. Tipicamente, la concentracion de reactivo de deteccidon en ese sitio
genera un patrén, tal como una linea, que puede leerse visualmente. La ausencia de tal patrén indica un resultado
negativo. En general, la cantidad de polipéptido de fusién inmovilizado sobre la membrana se selecciona para
generar un patrén visualmente discernible cuando la muestra bioldgica contiene un nivel de anticuerpos que seria
suficiente para generar una sefal positiva en un ELISA, como se ha discutido anteriormente. Preferiblemente, la
cantidad de polipéptido de fusién inmovilizado en la membrana oscila entre aproximadamente 25 ng y
aproximadamente 1 ug, y mas preferiblemente entre aproximadamente 50 ng y aproximadamente 500 ng. Tales
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ensayos se pueden llevar a cabo tipicamente con una cantidad muy pequefa (por ejemplo, una gota) de suero o
sangre de paciente.

Por supuesto, existen numerosos otros protocolos de ensayo que son adecuados para su uso con los polipéptidos
de fusién de la presente invencion. Las descripciones anteriores estan destinadas a ser Unicamente ilustrativas.

En un aspecto de la descripcion, los ensayos discutidos anteriormente pueden usarse para detectar especificamente
la leishmaniasis visceral. En este aspecto, los anticuerpos en la muestra pueden ser detectados usando un
polipéptido de fusibn que comprende la secuencia de aminoacidos de dos o mas fragmentos o epitopos
antigénicos/inmunogénicos de un antigeno de Leishmania K26, K39, y/o K9. En otro aspecto, los anticuerpos en la
muestra pueden detectarse utilizando un polipéptido de fusién que comprende la secuencia de aminoacidos de dos
0 mas fragmentos o epitopos inmunogénicos como se establece en cualquiera de las SEQ ID NO: 5-7 y 9-11. En
otro aspecto, los anticuerpos en la muestra se pueden detectar usando un polipéptido de fusién que comprende la
secuencia de aminodacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 o los aminoacidos 10 - 262 de la SEQ ID NO: 8.
Preferiblemente, los antigenos de Leishmania se inmovilizan por adsorcién a un soporte sélido tal como un pocillo de
una placa de microvaloracion o una membrana, como se ha descrito anteriormente, en cantidades aproximadamente
similares, de modo que la cantidad total de polipéptido de fusibn en contacto con el soporte oscila entre
aproximadamente 10 ng hasta aproximadamente 100 ug. El resto de los pasos en el ensayo puede realizarse
generalmente como se ha descrito anteriormente. Sera facilmente evidente para los expertos en la técnica que, al
combinar los polipéptidos descritos en la presente memoria con otros polipéptidos que pueden detectar
leishmaniasis cutanea y mucosa, los polipéptidos descritos en la presente memoria pueden usarse en métodos que
detectan todos los tipos de leishmaniasis.

En otro aspecto de la invencion, los pacientes con LV asintomatica o subclinica cuya enfermedad es probable que
progresen a la leishmaniasis visceral aguda pueden distinguirse de los pacientes infectados cuya enfermedad no es
probable que progrese. Tal progresion puede ocurrir dentro de un afio (y tipicamente dentro de 5-12 meses) para la
enfermedad subclinica, o dentro de muchos afios en el caso de pacientes asintomaticos. Esta determinacion puede
realizarse usando cualquiera de varios enfoques. En una realizacion, el ensayo se realiza utilizando un polipéptido
como se describe en la presente memoria, por ejemplo, que comprende al menos una unidad repetida del antigeno
K39, como se expone en las SEQ ID NO: 6, 10 o 11, por ejemplo. En una realizacién relacionada, el polipéptido
comprende una unidad repetida del antigeno K39 codificada por la secuencia polinucleotidica recitada en las SEQ ID
NO: 2, 14 o 15. Mientras que una unidad repetida del antigeno K39 genera un resultado positivo (en relacion con el
valor de corte predeterminado) cuando reacciona con sueros de mas del 97% de pacientes con leishmaniasis
visceral aguda, los pacientes con leishmaniasis asintomatica reaccionan muy débilmente, si lo hacen, con este
antigeno. Es probable que los sueros que reaccionen débilmente indiquen infecciones que estan en proceso de
progresion o que probablemente progresen, hasta la leishmaniasis visceral aguda (o infecciones que estan en
remision o respuesta al tratamiento, que pueden distinguirse segun la historia del paciente).

En otra realizacion, el ensayo se realiza por separado con un polipéptido de fusion de la invencién, por ejemplo, que
comprende la secuencia de aminoacidos de dos o mas fragmentos o epitopos antigénicos/inmunogénicos de un
antigeno Leishmania K26, K39 y/o K9, tal como K28 Por ejemplo, y con un polipéptido que comprende al menos una
unidad de repeticion del antigeno K39. En esta realizacion, la densidad optica (DO) obtenida en el ensayo que usa el
polipéptido de fusién K28 se compara con el valor obtenido usando el polipéptido K39. Una DO significativamente
mayor en el ensayo usando el polipéptido de fusién K28, cuando se compara con la DO en el ensayo usando el
polipéptido K39 indica una deteccibn mas robusta y fiable de una infeccién asintomatica o subclinica de LV. Los
pacientes asintomaticos o subclinicos para los cuales ambos valores son relativamente altos probablemente estén
en el proceso de desarrollar leishmaniasis visceral aguda (o en el proceso de recuperacion de la infecciéon). En otro
aspecto, el ensayo se realiza por separado con un polipéptido de fusiébn que comprende la secuencia de
aminoacidos de dos o mas fragmentos o epitopos inmunogénicos como se establece en cualquiera de las SEQ ID
NO: 5-7 y 9-11 y con un polipéptido que comprende al Menos una unidad repetida de un antigeno K39. En otro
aspecto, el ensayo se realiza por separado con un polipéptido de fusién que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 o los aminoacidos 10-262 de la SEQ ID NO: 8, y con un polipéptido que
comprende al menos una unidad repetida de un antigeno K39.

En otra realizacion, los pacientes asintomaticos o subclinicos que pueden desarrollar leishmaniasis visceral aguda
pueden identificarse usando ensayos de polipéptidos de fusion separados (por ejemplo, K28) y K39 (como se
describié anteriormente) que se realizan durante un periodo de tiempo. Por ejemplo, los ensayos se pueden realizar
cada 1, 2, 3, 4, 5 0 6 meses durante un periodo de meses 0 afios. Los pacientes asintomaticos o subclinicos que
tienden a permanecer asintomaticos o subclinicos generalmente tienen sueros que muestran una alta reactividad
con K28 y una baja reactividad con el K39, como se ha expuesto anteriormente, en cada punto de tiempo. Sin
embargo, los pacientes que estan progresando hacia la leishmaniasis visceral aguda mostraran un aumento en la
reactividad de ambos polipéptidos K28 y K39 durante el periodo de tiempo de los ensayos. Mediante la
monitorizacion de un paciente individual de esta manera, el desarrollo de la leishmaniasis visceral aguda puede ser
identificado antes de que otros sintomas aparezcan. Esta identificacion temprana permite el tratamiento selectivo de
s6lo aquellos pacientes asintomaticos que estan predispuestos a desarrollar una forma mas grave de la enfermedad.
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En otro aspecto de esta descripcion, se pueden usar polipéptidos de fusion inmovilizados para purificar anticuerpos
que se unan a los mismos. Tales anticuerpos pueden prepararse mediante cualquiera de una variedad de técnicas
conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Harlow and Land, Antibodies. A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988. En una de tales técnicas, un inmunégeno que comprende un polipéptido
de fusion de la presente invencién se inyecta inicialmente en cualquiera de una amplia variedad de mamiferos (por
ejemplo, ratones, ratas, conejos, ovejas y cabras). En esta etapa, el polipéptido puede servir como el inmunégeno
sin modificacién. Alternativamente, particularmente para polipéptidos relativamente cortos, puede obtenerse una
respuesta inmune superior si el polipéptido se une a una proteina portadora, tal como albdimina de suero bovino o
hemocianina de lapa californiana. El inmundgeno se inyecta en el huésped animal, preferiblemente de acuerdo con
un programa predeterminado que incorpora una 0 mas inmunizaciones de refuerzo, y a los animales se les extrae
sangre periddicamente. Los anticuerpos policlonales especificos para el polipéptido pueden purificarse después de
tales antisueros por, por ejemplo, cromatografia de afinidad usando el polipéptido acoplado a un soporte sélido
adecuado.

Los anticuerpos monoclonales especificos para el polipéptido antigénico de fusion de interés pueden prepararse, por
ejemplo, utilizando la técnica de Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6: 511 - 519, 1976, y mejoras al mismo. En
resumen, estos métodos implican la preparacién de lineas celulares inmortales capaces de producir anticuerpos que
tienen la especificidad deseada (es decir, reactividad con el polipéptido de interés). Tales lineas celulares pueden
producirse, por ejemplo, a partir de células de bazo obtenidas de un animal inmunizado como se ha descrito
anteriormente. Las células del bazo se inmortalizan a continuacién, por ejemplo, mediante la fusién con una pareja
de fusion de células de mieloma, preferiblemente una que sea singénica con el animal inmunizado. Se pueden
emplear una variedad de técnicas de fusion. Por ejemplo, las células de bazo y las células de mieloma se pueden
combinar con un detergente no i6énico durante unos minutos y después se plaquean a baja densidad en un medio
selectivo que soporta el crecimiento de células hibridas, pero no de células de mieloma. Una técnica de seleccién
preferida utiliza la seleccién de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina). Después de un tiempo suficiente,
normalmente de 1 a 2 semanas, se observan colonias de hibridos. Las colonias individuales se seleccionan y se
ensayan en cuanto a actividad de union contra el polipéptido. Se prefieren los hibridomas que tienen alta reactividad
y especificidad.

Los anticuerpos monoclonales pueden aislarse de los sobrenadantes de las colonias de hibridoma en crecimiento.
En este procedimiento, pueden emplearse diversas técnicas para aumentar el rendimiento, tal como la inyeccion de
la linea celular de hibridoma en la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado adecuado, tal como un ratén. Los
anticuerpos monoclonales pueden entonces ser recuperados del fluido de ascitis o de la sangre. Los contaminantes
pueden eliminarse de los anticuerpos mediante técnicas convencionales, tales como cromatografia, filtracion en gel,
precipitacion y extraccion. Uno o mas polipéptidos se pueden usar en el proceso de purificacion en, por ejemplo, una
etapa de cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoespecificos que se unen a un polipéptido de fusidn que comprende dos o mas porciones
inmunogénicas de antigenos de Leishmania K26, K39, y/o K9 pueden usarse, por ejemplo, para detectar la infeccion
de Leishmania en una muestra bioldgica utilizando uno de una variedad de inmunoensayos que pueden ser directos
0 competitivos. Brevemente, en un formato de ensayo directo, se puede inmovilizar un anticuerpo monoespecifico
sobre un soporte solido (como se ha descrito anteriormente) y ponerse en contacto con la muestra a ensayar.
Después de la eliminacion de la muestra no unida, se puede afiadir un segundo anticuerpo monoespecifico, que ha
sido marcado con un grupo indicador, y usarse para detectar el antigeno unido. En un ensayo competitivo ejemplar,
la muestra puede combinarse con el anticuerpo monoclonal o policlonal, que se ha marcado con un grupo indicador
adecuado. La mezcla de muestra y anticuerpo puede entonces combinarse con antigeno polipeptidico inmovilizado
sobre un soporte s6lido adecuado. El anticuerpo que no se ha unido a un antigeno en la muestra se deja unirse al
antigeno inmovilizado y el resto de la muestra y el anticuerpo se elimina. El nivel de anticuerpo unido al soporte
sélido esta inversamente relacionado con el nivel de antigeno en la muestra. Por lo tanto, un nivel inferior de
anticuerpo unido al soporte sélido indica la presencia de Leishmania en la muestra. Otros formatos para el uso de
anticuerpos monoespecificos para detectar Leishmania en una muestra seran evidentes para los expertos en la
técnica, y los formatos anteriores se proporcionan Unicamente para propositos ejemplares.

Composiciones farmacéuticas y vacunales

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a formulaciones de uno o mas polinucleétidos, polipéptidos de
fusion u otras composiciones descritas en la presente invencién en soluciones farmacéuticamente aceptables o
fisiolégicamente aceptables para administraciéon a una célula o un animal, ya sea solo o en combinaciéon con uno o
mas otras modalidades de terapia. Tales composiciones farmacéuticas son particularmente preferidas para su uso
como vacunas cuando se formulan con un sistema inmunoestimulante/adyuvante adecuado. Las composiciones son
también adecuadas para su uso en un contexto de diagnéstico.

También se entendera que, si se desea, las composiciones de la invencion se pueden administrar en combinacion
con otros agentes también, tales como, por ejemplo, otras proteinas o polipéptidos o diversos agentes
farmacéuticamente activos. Practicamente no hay limite para otros componentes que también pueden incluirse,
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siempre que los agentes adicionales no causen un efecto adverso significativo sobre los objetivos de acuerdo con la
invencion.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciéon se usan como vacunas y se formulan en combinacion
con uno o mas inmunoestimulantes. Un inmunoestimulante puede ser cualquier sustancia que realce o potencia una
respuesta inmune (anticuerpo y/o mediada por células) a un antigeno exdgeno. Ejemplos de inmunoestimulantes
incluyen coadyuvantes, microesferas biodegradables (por ejemplo, galactida polilactica) y liposomas (en los que se
incorpora el compuesto, véase, por ejemplo, Fullerton, Patente de Estados Unidos N° 4.235.877). La preparacién de
la vacuna se describe generalmente, por ejemplo, en Powell & Newman, eds., Vaccine Design (the subunit and
adjuvant approach) (1995).

Puede utilizarse cualquiera de una variedad de inmunoestimulantes en las vacunas de esta invencién. Por ejemplo,
se puede incluir un adyuvante. Muchos adyuvantes contienen una sustancia disefiada para proteger el antigeno de
un catabolismo rapido, tal como hidréxido de aluminio o aceite mineral, y un estimulador de respuestas inmunitarias,
tales como las proteinas derivadas del lipido A (natural o sintético), Bortadella pertussis o Mycobacterium o
proteinas derivadas de Mycobacterium. Adyuvantes adecuados estan comercialmente disponibles como, por
ejemplo, el Adyuvante Incompleto de Freund y el Adyuvante Completo (Difco Laboratories, Detroit, Mich.); Adjuvante
65 de Merck (Merck and Company, Inc., Rahway, N.J.); AS-2 y sus derivados (SmithKline Beecham, Philadelphia,
Pa.); CWS, TDM, Leif, sales de aluminio tales como gel de hidréxido de aluminio (alumbre) o fosfato de aluminio;
Sales de calcio, hierro o cinc; Una suspensién insoluble de tirosina acilada; AzUcares acilados; Polisacaridos
derivatizados cationicamente o anidnicamente; Polifosfacenos; Microesferas biodegradables; Monofosforil lipido A 'y
quil A. También pueden usarse como adyuvantes citocinas, tales como GM-CSF o interleuquina-2, -7, 0 -12.

Otros adyuvantes ilustrativos Utiles en el contexto de la invencion incluyen agonistas del receptor de tipo Toll, tales
como agonistas de TLR7, agonistas de TLR7/8, y similares. Todavia otros adyuvantes ilustrativos incluyen
imiquimod, gardiquimod, resiquimod, y compuestos relacionados.

Ciertas vacunas emplean sistemas adyuvantes diseflados para inducir una respuesta inmunitaria
predominantemente del tipo Thl. Los niveles altos de citoquinas de tipo Thl (por ejemplo, IFN-y, TNF-q, IL-2 e IL-
12) tienden a favorecer la induccion de respuestas inmunes mediadas por células a un antigeno administrado. Por el
contrario, los niveles elevados de citoquinas de tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) tienden a favorecer la
induccion de respuestas inmunes humorales. Después de la aplicacion de una vacuna como se proporciona en la
presente, un paciente apoyara una respuesta inmune que incluye respuestas de tipo Thl y Th2. En una realizacion,
en la que una respuesta es predominantemente de tipo Th1l, el nivel de citoquinas de tipo Thl aumentara en mayor
medida que el nivel de citoquinas de tipo Th2. Los niveles de estas citoquinas pueden ser facilmente evaluados
usando ensayos estandar. Para una revision de las familias de citoquinas, véase Mossman y Coffman, Ann. Rev.
Immunol. 7: 145 - 173 (1989).

Algunos adyuvantes para usar en la induccidon de una respuesta predominantemente de tipo Thl incluyen, por
ejemplo, una combinacion de monofosforil lipido A, preferiblemente monofosforil lipido A 3-de-O-acilado (3D-MPL™),
junto con una sal de aluminio (patentes de EE.UU. Nos. 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034; y 4.912.094). Los
oligonucledtidos que contienen CpG (en los que el dinucleétido CpG estd desmetilado) también inducen una
respuesta predominantemente Thl. Tales oligonucleétidos son bien conocidos y se describen, por ejemplo, en los
documentos WO 96/02555, WO 99/33488 y patentes de EE.UU. Nos. 6.008.200 y 5.856.462. Las secuencias de
ADN inmunoestimuladoras también se describen, por ejemplo, por Sato et al., Science 273: 352 (1996). Otro
adyuvante ilustrativo comprende una saponina, tal como Quil A, o sus derivados, incluyendo QS21 y QS7 (Aquila
Biopharmaceuticals Inc., Framingham, Mass.); Escin; Digitonin; o saponinas de Gypsophila o Chenopodium quinoa.
Otras formulaciones ilustrativas incluyen mas de una saponina en las combinaciones de adyuvantes de la presente
invencion, por ejemplo combinaciones de al menos dos del siguiente grupo que comprende QS21, QS7, Quil A,
escina o digitonina.

En una realizacion particular, el sistema coadyuvante incluye la combinacion de un monofosforil lipido A y un
derivado de saponina, tal como la combinacion de QS21 y 3D-MPL™, como se describe en el documento WO
94/00153, o una composicion menos reactogénica en la que QS21 se inactiva con colesterol, como se describe en el
documento WO 96/33739. Otras formulaciones comprenden una emulsion de aceite en agua y tocoferol. En WO
95/17210 se describe otra formulacion adyuvante que emplea QS21, adyuvante 3D-MPL™ vy tocoferol en una
emulsién de aceite en agua.

Otro sistema adyuvante mejorado implica la combinacién de un oligonucleétido que contiene CpG y un derivado de
saponina como se describe en el documento WO 00/09159.

Otros adyuvantes ilustrativos incluyen Montanide ISA 720 (Seppic, Francia), SAF (Chiron, California, Estados
Unidos), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la serie de adyuvantes SBAS (por ejemplo, SBAS-2, AS2’, AS2", SBAS-4
0 SBASSG, disponible de SmithKline Beecham, Rixensart, Bélgica), Detox, RC-529 (Corixa, Hamilton, Mont.) y otros
glucosaminida 4-fosfatos de aminoalquilo (AGP), tales como los descritos en las patentes de EE.UU. US6113918 y
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US6355257 en tramite, y adyuvantes de éter de polioxietileno tales como los descritos en el documento WO
99/52549A1.

Las composiciones de la invencion pueden también, o alternativamente, comprender células T especificas para un
polipéptido de fusién de Leishmania, tal como se describe en todo este documento. Tales células se pueden
preparar generalmente in vitro o ex vivo, usando procedimientos estandar. Por ejemplo, las células T pueden
aislarse de médula 6sea, sangre periférica, o una fraccion de médula 6sea o sangre periférica de un paciente.
Alternativamente, las células T pueden derivarse de seres humanos relacionados o no relacionados, de mamiferos
no humanos, de lineas celulares o de cultivos.

Las células T pueden estimularse con un polipéptido de fusidon que comprende dos 0 mas porciones inmunogénicas
de antigenos de Leishmania K26, K39 y/o K9, polinucleétido que codifica dicho polipéptido de fusién y/o una célula
presentadora de antigeno (APC) que expresa tal polipéptido de fusién. Dicha estimulacion se realiza bajo
condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir la generacion de células T que son especificas para el
polipéptido de fusion. Preferiblemente, el polipéptido o polinucledtido de fusion esta presente dentro de un vehiculo
de suministro, tal como una microesfera, para facilitar la generacion de células T especificas.

Las células T se consideran especificas para un polipéptido de fusion de la invencion si las células T proliferan
especificamente, segregan citocinas o destruyen células diana recubiertas con el polipéptido o expresan un gen que
codifica el polipéptido. La especificidad de las células T puede evaluarse usando cualquiera de una variedad de
técnicas estandar. Por ejemplo, dentro de un ensayo de liberacion de cromo o ensayo de proliferacion, un indice de
estimulacion de mas de dos veces el aumento en lisis y/o proliferacion, en comparacion con controles negativos,
indica la especificidad de células T. Tales ensayos pueden realizarse, por ejemplo, como se describe en Chen et al.,
Cancer Res. 54: 1065 - 1070 (1994)). Alternativamente, la deteccion de la proliferacion de células T puede realizarse
mediante una diversidad de técnicas conocidas. Por ejemplo, la proliferacién de células T puede detectarse
midiendo una velocidad incrementada de sintesis de ADN (por ejemplo, marcando por pulso cultivos de células T
con timidina tritiada y midiendo la cantidad de timidina tritiada incorporada en el ADN). El contacto con un polipéptido
de la invencion (100 ng/ml-100 ug/ml, preferiblemente 200 ng/ml-25 ug/ml) durante 3-7 dias debe resultar en al
menos un aumento de dos veces en la proliferacion de las células T. El contacto como se ha descrito anteriormente
durante 2-3 horas debe resultar en la activacion de las células T, medida segun los ensayos estandar de citoquinas
en las que un aumento de dos veces en el nivel de liberacion de citoquinas (por ejemplo, TNFa o IFN-y) es indicativo
de la activacion de células T (Véase Coligan y col., Current Protocols in Immunology, vol. 1 (1998)). Las células T
gue se han activado en respuesta a una APC que expresa un polipéptido de fusion, un polinucledtido o un
polipéptido de fusiéon pueden ser CD4+ y/o CD8+. Las células T especificas de la proteina se pueden expandir
usando técnicas estandar. En las realizaciones preferidas, las células T se derivan de un paciente, un donante
relacionado o un donante no relacionado, y se administran al paciente después de la estimulacion y la expansion.

En las composiciones farmacéuticas de la invencion, la formulacién de excipientes y soluciones portadoras
farmacéuticamente aceptables es bien conocida por los expertos en la técnica, al igual que el desarrollo de
regimenes de dosificacion y tratamiento adecuados para usar las composiciones particulares descritas en la
presente memoria en una variedad de regimenes de tratamiento, incluyendo, por ejemplo, la administracion y
formulacion oral, parenteral, intravenosa, intranasal e intramuscular.

En ciertas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas descritas en la presente invencién pueden administrarse
por via oral a un sujeto. Como tales, estas composiciones se pueden formular con un diluyente inerte o con un
vehiculo comestible asimilable, o pueden encerrarse en capsulas de gelatina dura o blanda, o pueden comprimirse
en tabletas, o pueden incorporarse directamente con el alimento de la dieta.

En ciertas circunstancias, sera deseable entregar las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria
parenteral, intravenosa, intramuscular o incluso intraperitonealmente, como se describe, por ejemplo, en la patente
de EE.UU. N° 5.543.158; patente de EE.UU. N° 5.641.515 y la patente de EE.UU. N° 5.399.363. Las soluciones de
los compuestos activos como base libre o sales farmacoldgicamente aceptables pueden prepararse en agua
adecuadamente mezclada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden
prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones normales de
almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de
microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacién extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles (Patente de
EE.UU. No. 5.466.468). En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista
una facilidad de inyeccion. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe
preservarse contra la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede
ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y/o aceites vegetales. La
fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante
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el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y por el uso de tensioactivos. La
prevencion de la accién de microorganismos puede ser facilitada por diversos agentes antibacterianos y
antifangicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos,
seré preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las
composiciones inyectables puede ser provocada por el uso en las composiciones de agentes retardadores de la
absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Para la administracién parenteral en una soluciéon acuosa, por ejemplo, la solucion debe ser adecuadamente
tamponada si es necesario y el diluyente liquido se hace primero isotonico con suficiente solucién salina o glucosa.
Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la administracién intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, un medio acuoso estéril que se puede emplear sera
conocido por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion. Por ejemplo, se puede disolver una dosis
en 1 ml de solucién isoténica de NaCl y se afiade a 1000 ml de fluido de hipodermocisis o se inyecta en el sitio de
infusion propuesto (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 152 edicion, pags. 1035-1038 y
1570-1580). Cierta variacion en la dosificacion necesariamente ocurrira dependiendo de la condicion del sujeto que
se esté tratando. En cualquier caso, la persona responsable de la administracion determinara la dosis apropiada
para cada sujeto. Ademas, para la administracion humana, las preparaciones deben cumplir con la esterilidad,
pirogenicidad y los estandares generales de seguridad y pureza segun lo requerido por los estandares de la Oficina
de Biologia de la FDA.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con los otros ingredientes enumerados anteriormente, segin se requiera, seguido por
esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién bésico y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacién preferidos son técnicas de secado al vacio y liofilizacion que
proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién
filtrada previamente esterilizada del mismo.

Las composiciones descritas en la presente invencion pueden formularse en una forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos
organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico , y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también se pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.
Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulacion de dosificacién y
en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad
de formas de dosificacién tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Tal como se usa en la presente memoria, "vehiculo" incluye cualquier y todos los disolventes, medios de dispersion,
vehiculos, revestimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la
absorcién, tampones, soluciones portadoras, suspensiones, coloides y similares. El uso de tales medios y agentes
para sustancias farmacéuticas activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio
0 agente convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones
terapéuticas. Los ingredientes activos suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen una
reaccion alérgica o similar adversa cuando se administran a un ser humano. La preparacion de una composicion
acuosa que contiene una proteina como ingrediente activo se entiende bien en la técnica. Tipicamente, tales
composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas; También se pueden
preparar formas soélidas adecuadas para solucién en, o suspensiéon en un liquido antes de la inyeccion. La
preparacion también puede emulsionarse.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por pulverizaciones intranasales,
inhalacién, y/u otros vehiculos de suministro de aerosoles. Los procedimientos para suministrar genes,
polinucleétidos y composiciones de péptidos directamente a los pulmones a través de aerosoles nasales se han
descrito, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N° 5.756.353 y la Patente de EE.UU. N° 5.804.212 (cada una de las
cuales se incorpora especificamente en este documento como referencia en su totalidad). Del mismo modo, la
administracion de farmacos usando resinas de microparticulas intranasales (Takenaga et al., 1998) y compuestos de
lisofosfatidil-glicerol (Patente de Estados Unidos N° 5.725.871, incorporado especificamente en este documento
como referencia en su totalidad), también se conocen bien en las técnicas farmacéuticas. Del mismo modo, el
suministro de farmaco transmucosal en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetheileno se describe en la
Patente de EE.UU. N° 5.780.045 (incorporado especificamente en este documento como referencia en su totalidad).
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En ciertas realizaciones, el suministro puede producirse mediante el uso de liposomas, nanocapsulas,
microparticulas, microesferas, particulas lipidicas, vesiculas y similares, para la introduccion de las composiciones
de la presente invencion en células huésped adecuadas. En particular, las composiciones de la presente invencién
pueden formularse para su administracion bien encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula,
una nanosfera, una nanoparticula o similar. La formulacién y el uso de tales vehiculos de suministro pueden llevarse
a cabo usando técnicas conocidas y convencionales.

En otro aspecto de esta invencion, se proporcionan vacunas y composiciones farmacéuticas para la prevencion de la
infeccion por Leishmania y sus complicaciones, en un mamifero, preferiblemente un ser humano o un perro. Las
composiciones farmacéuticas comprenden generalmente uno o mas polipéptidos de fusion como se describe en este
documento, y un vehiculo fisiologicamente aceptable. Las vacunas comprenden uno o mas de los polipéptidos de
fusién anteriores y un adyuvante, para potenciar la respuesta inmune.

Las rutas y la frecuencia de las dosis de administracion y polipéptido de fusion variaran de individuo a individuo y
pueden ser paralelas a las utilizadas actualmente en la inmunizacién contra otras infecciones por protozoarios. En
general, las composiciones farmacéuticas y las vacunas pueden administrarse por inyeccién (por ejemplo,
intramuscular, intravenosa o subcutanea), intranasal (por ejemplo, por aspiracién) u oralmente. Entre 1 y 4 dosis
pueden administrarse durante un periodo de 2-6 semanas. Preferiblemente, se administran dos dosis, con la
segunda dosis 2-4 semanas mas tarde que la primera. Una dosis adecuada es una cantidad de polipéptido de fusién
que es eficaz para producir anticuerpos en un mamifero tratado que son suficientes para proteger al mamifero de la
infeccion de Leishmania durante un periodo de tiempo. En general, la cantidad de polipéptido de fusién presente en
una dosis oscila entre aproximadamente 1 pg y aproximadamente 100 mg por kg de huésped, tipicamente entre
aproximadamente 10 pg y aproximadamente 1 mg y preferiblemente entre aproximadamente 100 pg Yy
aproximadamente 1 pg. Los tamafios de dosis adecuados variaran con el tamafio del animal, pero tipicamente
oscilaran entre aproximadamente 0,01 ml y aproximadamente 5 ml para 10-60 kg de animal.

Aunque cualquier vehiculo adecuado conocido por los expertos en la técnica puede ser empleado en las
composiciones farmacéuticas de esta invencion, el tipo de vehiculo variara dependiendo del modo de
administracion. Para la administracién parenteral, tal como inyeccion subcutanea, el vehiculo preferiblemente
comprende agua, solucién salina, alcohol, una grasa, una cera o un tampoén. Para la administracién oral se puede
emplear cualquiera de los vehiculos anteriores o un vehiculo sélido, tal como manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa y carbonato de magnesio. También pueden emplearse
microesferas biodegradables (por ejemplo, galactida polilactica) como vehiculos para las composiciones
farmacéuticas de esta invencion.

Puede utilizarse cualquiera de una variedad de adyuvantes en las vacunas de esta invencién para aumentar de
forma no especifica la respuesta inmune. La mayoria de los adyuvantes contienen una sustancia disefiada para
proteger el antigeno del catabolismo rapido, tal como hidréxido de aluminio o aceite mineral, y un estimulador no
especifico de la respuesta inmune, tal como el lipido A, Bordella pertussis o Mycobacterium tuberculosis. Tales
coadyuvantes estan comercialmente disponibles como, por ejemplo, el adyuvante incompleto de Freund y el
adyuvante completo (Difco Laboratories, Detroit, Michigan) y el adyuvante 65 de Merck (Merck y Company, Inc.,
Rahway, N.J.).

Ejemplo 1
Clonacién y expresion del polipéptido de fusién de leishmania

La presente invencion se refiere a una construccion génica sintética, denominada K28, que comprende secuencias
derivadas de 3 genes de Leishmania donovani. El gen sintético comprende secuencias de ADN parciales de los
genes K26 y K39 y las secuencias de ADN completas del gen K9. Adicionalmente, el gen sintético comprende un
motivo N - terminal de nueve aminoacidos, que incluye 6 histidinas (por ejemplo, un marcador de epitopo 6X HIS).
La construccién de ADN sintético se cloné en el sitio Ndel/Xhol del plasmido pCRX2.1 con el fin de expresar la
proteina de fusion de este gen. El gen sintético contiene tres repeticiones de 14 aminoacidos de K26 codificadas por
SEQ ID NO: 1, dos repeticiones de 39 aminoacidos de K39 codificadas por SEQ ID NO: 2 y el marco de lectura
abierto completo para el gen K9 codificado por SEQ ID NO: 3. Esta construccion de fusion fue disefiada para
mejorar el potencial de diagnéstico de cada una de estas proteinas individuales en una molécula y ofrece una
cobertura mas amplia, mayor sensibilidad y costos reducidos en términos de la fabricacién de una sola proteina en
lugar de las tres.

Ejemplo 2

Deteccion de infecciones viscerales asintomaticas y subclinicas de leishmania en seres humanos utilizando un
polipéptido K28

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2628 743 T3

Este Ejemplo ilustra el aumento de la sensibilidad de deteccion de la infecciéon por Leishmania en seres humanos
usando un polipéptido de fusién de la invencion, preparado como se describe en el Ejemplo 1, en un formato ELISA.

Los ensayos ELISA se realizaron como sigue. Tres series de placas de 96 pocillos de Polysorp (Nunc, Rochester,
NY) se recubrieron cada una con 2 pyg/ml de un antigeno recombinante diferente en tampén de bicarbonato durante
la noche a 4°C y se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente con PBST con 1% (p/v) de BSA en un
agitador de placas. Los sueros se diluyeron apropiadamente a 1/200 en PBST con BSA al 0,1%, se afiadieron a
cada pocillo y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas con agitacion. Las placas se lavaron
con PBST con BSA al 0,1% y se afiadié a cada pocillo inmunoglobulina IgG conjugada con HRP (Sigma, St. Louis,
MO), diluida a 1:10000 en PBST y BSA al 0,1% y se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos con
sacudida. Después del lavado, se desarrollaron las placas con sustrato de color de peroxidasa (KPL, Baltimore Md.)
con reaccion inactivada por la adicién de H2SO4 1N después de 10 minutos. La densidad Optica corregida de cada
pocillo a 450-570 nm se ley6 utilizando un lector de microplacas VERSAmax® (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
El valor de corte se determind para cada ensayo calculando la media de los controles negativos de Conjugado de
Enzima mas tres desviaciones estandar (EC).

Se identificaron individuos venezolanos con leishmaniasis visceral (LV) basandose en la serologia (por ejemplo,
inmunofluorescencia o hemaglutinacién IFAT o IHA), sintomas clinicos (p. Ej., malestar, diarrea, esplenomegalia y
hepatomegalia) y ELISA de lisado entero. De las 52 muestras de suero de pacientes con LV, 94% dieron positivo en
el ensayo anterior. Sin embargo, la prueba del antigeno K28 mostro6 valores de DO significativamente mayores en el
33% de las muestras débiles o marginalmente detectadas usando el antigeno K39 solo. Ademas, 3 muestras que se
caracterizaron inicialmente como negativas utilizando el ensayo K39 se detectaron de manera fiable utilizando la
prueba del antigeno K28.

Estos resultados se representan en la FIG. 2, que muestran la distribucién de los valores de absorbancia a 450-570
nm para las 52 muestras de suero de LV ensayadas con K26, K28 y K39. Estos resultados indican que el uso de
K28 proporciona una mayor sensibilidad sobre el uso de K39 solo para detectar la leishmaniasis visceral
asintomatica o subclinica.

Ejemplo 3

Deteccion de infecciones viscerales asintomaticas y subclinicas de leishmania en caninos utilizando un polipéptido
K28

Este Ejemplo ilustra el aumento de la sensibilidad de deteccion de la infeccién por Leishmania en caninos usando un
polipéptido de fusién de la invencién, preparado como se describe en el Ejemplo 1, en un formato ELISA.

Los ensayos ELISA se realizaron como se describe en el Ejemplo 2, excepto que se usaron 4 antigenos
recombinantes diferentes. Cuatro series de placas de 96 pocillos de Polysorp se recubrieron cada una con 2 ug/ml
de los antigenos recombinantes K9, K26, K28 o K39. Se identificaron caninos venezolanos con leishmaniasis
visceral (LV) basandose en la serologia (por ejemplo, inmunofluorescencia o hemaglutinacion IFAT o IHA), sintomas
clinicos (p. ej., malestar, diarrea, esplenomegalia y hepatomegalia) y ELISA de lisado completo.

Los resultados representados en la FIG. 3 muestran que K28 identific6 un namero significativamente mayor de
casos que cualquiera de los otros tres antigenos usados solos. Esto indica que el uso de K28 proporciona una
mayor sensibilidad en los caninos para detectar la leishmaniasis asintomatica o subclinica, y ademas, K28
proporciona una sensibilidad aumentada de deteccion con respecto al uso de antigenos K9, K26 y K39 solamente.

Ejemplo 4

Deteccion de infecciones viscerales de Leishmania en seres humanos usando un polipéptido K28 o un polipéptido
K39 en un formato de prueba rapida de doble via comparado con el ensayo de aglutinacién directa

Este Ejemplo ilustra el aumento de la sensibilidad de deteccion de la infeccidon por Leishmania en seres humanos
usando un polipéptido de fusiéon de la invencion (K28), preparado como se describe en el Ejemplo 1, frente a un
Unico antigeno (K39) en un formato de prueba rapida de doble via, en comparacién con un Ensayo de aglutinacion
(DAT) utilizando sueros de Sudan.

El ensayo rapido de doble via se realizé esencialmente como se describe en la patente de EE.UU. N° 7.189.522, que
se incorpora en este documento como referencia en su totalidad. Brevemente, se recubrié K28 o K39 sobre una tira
de nitrocelulosa. Se afiadié una gota de suero humano adecuadamente diluido al pocillo de muestra en un cartucho
de ensayo que contenia la nitrocelulosa impregnada con antigeno. Después se afiadieron dos gotas de tampdén de
muestra al pocillo de muestra y se dejé que la muestra migrara por accion capilar hasta que desaparecieran las
lineas en la ventana de deteccion del cartucho de prueba. A continuacion se afiadieron dos gotas de tampoén al
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pocillo de reactivo de deteccién en el cartucho de ensayo para reconstituir el reactivo de deteccidon inmovilizado
(proteina A de Staphylococcus conjugada con oro coloidal).

El reactivo de deteccion migra por flujo capilar a la ventana de deteccion. Si la muestra contiene anticuerpos para el
antigeno de prueba, se unen al antigeno inmovilizado en la ventana de deteccion donde se visualizaran como dos
lineas rosadas por unién del reactivo de deteccion. Una sola linea rosa indica que no hay anticuerpo en la muestra 'y
gue el reactivo de deteccién esta unido a inmunoglobulina (Ig) de control inmovilizada en la ventana de deteccion. La
ausencia de lineas rosadas es indicativa de una prueba defectuosa.

El ensayo DAT se realizé esencialmente como se describe por Sundar y Rai en Clin Diag Lab Immunol 9: 951 - 958,
2002.

Los resultados de este analisis demostraron que K28 identificé un numero significativamente mayor de casos de LV
humana que el K39 solo. Mas especificamente, K28 proporcion6 una mayor sensibilidad en humanos (muestras
66/69, 95,6%) para detectar la leishmaniasis visceral frente a K39 solo (61/69 muestras, 88,4%) cuando se empled
en un formato de prueba rapida de doble via. Ademas, 4 muestras de pacientes con titulos DAT muy bajos (<3200)
se identificaron correctamente mediante la prueba rapida K28, mientras que solo 2 de los 4 se identificaron
correctamente mediante la prueba rapida K39.

Listado de secuencias

<110> Instituto de investigacién de enfermedades infecciosas
Ajay Bhatia
Steven G. Reed

<120> PROTEINAS DE FUSION Y SU USO EN EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LA LEISHMANIASIS

<130> 480239.406PC

<140> PCT

<141> 2009-07-02

<150> US 61/078,255

<151> 03-07-2008

<160> 21

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1
<211> 126
<212> ADN

<213> L. donovani
<400> 1

cogaaggagg acggocatac acagaaasat gacggogatg gocctaagga ggacggocat 60
acacagaaaa atgacggoga tggccogaag gaggacggece atacacagaa aaatgacgge 120

gatggc 126
<210> 2
<211> 234

27



10

15

<212> ADN

<213> L. donovan

<400> 2

cttgagcagc
tccactactg
gagoagcagc
actgctgcty
<210> 3
<211> 399

<212> ADN

tgcttegoga
ctgogaagat
ttocgtgactc
cgaagtoegto

<213> L. donovani

<400> 3

abtgggaagtt
cataaaacca
gogatdaacy
cctaaggagyg
gCcgcacaacyg
gocgcaggaga
ggtaacgaty

<210> 4

<211> 804

<212> ADN

<213>
<220>
<223>

<400> 4

catatgcatc
gacggcgatg
gaggacggcc
gaggagcgcog
goggagcagy
gagogoegoty
gagoaggaco
daaggagocco
gocogoogtgo
ggocatacac
gacggcgatyg
gatgagaatc
gtgggggatg
googgocaacy

cttgtacaaa
ctgaggccaa
actctgccoo
atgaccatac
acggcggtgg
agaacgaadga
atcagococgaa

Secuencia artificial

accatcacca
goocctaagga
atacacagaa
ctgoggaget
accgogagaa
cggagctggco
gogagaacac
agaagcglgo
CcCoCcogaagoa
agaaaaatga
goocctaagga
tgcocgoaaaa
gagctaacda
ctagetgact
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atccgaggag
gtoggeggayg
cgaggagogo
ggcggagcag

ggactocgoa
tcacagaggc
Hgaadaadggat
acagaaaaat
ccctaaggag
tggacacaac
ggagqoacgot

tcacactagt
ggacggcocat
aaatgacggeo
ggcgagteag
cacgagggoc
gagooagotag
gagggocgog
tgataacatc
cgccggeggt
cggcgatgge
ggatgaccat

cgatggggat
caatgaggat

cgag

cgogotgogg
caggaccgog
gctgocggagc
gacogogada

aaggagoocc
gocogoogtgo
gogccatacac
gacggcgatg
gatgagaatc
gtgggggatg
geoggoaac

Secuencia de polinucleétido de un gen sintético de K28

codaaggady
acacagaaaa
gatggocttyg
ctggagtceca
acgctagago
gaggocacta
atgggaagtt
cataaaacca
gcgatgaacg
cctaaggagg
gogoacaacyg
gogoaggaga
ggtaacgatg

28

agctggogayg
agaacacdag
tggcgagcca
acacqgadggdge

agaagogtgc
cocoocgaagca
ajaaaaatga
gooctaadda
tgccgcaaaa
gagotaacga

acggccatac
atgacggcga
agcagctget
ctactgetge
agcagctteg
ctgctgogaa
cttgtacaaa
ctgaggccaa
actctgccoc
atgaccatac
acggcggtygg
agaacgaaga
atcagoccgaa

tcagotggag
ggocacgcta
gctggaggcoc
cgcyg

tgataacatc
cgccggeggt
cggcgatgge
ggatgaccat

cgatggggat
caatgaggat

acajgaaaaat
tggoccocgaag
tocgegaatec
gaagatgteg
tgactococgag
gtcegteggeg
ggactccgea
tcacagaggc
gaagaaggat
acagaaaaat
ccctaaggag
tggacacaac

ggagcacgct

60

120
180
234

60

120
180
240
300
380
399

6l

120
180
240
300
360
420
480
540
a00
660
720
T80
and
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<210> 5

<211> 42

<212> PRT
<213> L. donovani
<400> 5

Pro Lys Glu Asp Gly His Thr Gln Lys &sn Asp Gly Rsp Gly Pro Lys

1 5 10 15
Glu Asp Gly His Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp Gly Pro Lys Glu Asp
20 25 30
Gly His Thr Gln Lys Asn Asp Gly Asp Gly
35 40
<210> 6
<211> 78
<212> PRT

<213> L. donovan
<400> 6

Leu Glu Gln Leu Leu Arg Glu Ser Glu Glu Arg Ala Ala Glu Leu Ala

1 5 10 15
Ser Gln Leu Glu Ser Thr Thr Ala Ala Lys Met Ser Ala Glu Gln Asp
20 2 3a
Rrg Glu Rsn Thr Arg Rla Thr Leu Glu Gln Gln Leu Rrg Bsp Ser Glu
a5 40 45
Glu Arg Ala 2&la Glu Leu Ala Ser Gln Leu Glu Ala Thr Ala Ala Ala
50 55 60
Lys Ser Ser Ala Glu Gln Asp Arg Glu Esn Thr Arg ARla Bla
65 T0 75
<210> 7
<211> 133
<212> PRT

<213> L. donovan
<400> 7

M=t Gly Ser Ser Cys Thr Lys Asp Ser RAla Lys Glu Fro Gln Lys Arg
1 5 10 15

29



Ala
Val
Lys
Bsp

65
Ela

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gly

Ala

130

8

Asn
Pro
35

Glvy

: Thr

Ala
115
Ala

264

PRT

Ile
20
Lys

His

Gln

100
Asn

Gly

His
His
Thr
Lys
Gly
85

Ala
Azp

Asn

Secuencia artificial

Lys

Lla

Azn
70

ol

uly
Gln

hen

Thr
Gly
Lys

55
Asp

Zlu

Glu

ES 2628 743 T3

Thr
Gly
40

Asn

z1ly

Fro

Glu
25
Ala

Asp

2 Asn

105
Gly

Ala Asn
Met Asn
Gly Asp
Gly Pro
Glu Asp
20

Glu Asp

Asn Asp

Secuencia de aminoacidos del gen sintético K28

8

30

His
Asp
Gly
60

Lys

Glu

Arg
Ser

Pro

Glu

His

Gln
125

z1ly
30
Ela

B=n
110
Pro

la Ala

Asp
Fro
95

Wal

Lys

Lys
Asp
His

B8O
Gln

Glu



10

Met
z1ln
Asn
Gly
Glu
&5

Glu
Rsp
Ala
Ala
Arg
145
Ala
Lys
Asp
His
Gln
225
Gly

zlu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

His
Lys
Asp
Asp
o0

Len
Gln
Ser
Ala
Met
130
Zla
Val
Lys
Asp
Ala
210
Asn

Asp

His

9

14

His
Asn
Gly
Gly
Lla
Asp
Glu
Ala
115
Gly
Asp
Pro
Asp
His
135
His
Asp

Gly

2la

PRT

His
Asp
20

Asp
Leu
Ser
Arg
Glu
100
Lys
Ser
Asn
Pro
Gly
180
Thr
Asn
Gly
Ala

Ala
260

L. donovani

9

His
Gly
Gly
Glu
Gln
Glu
85

Arg
Ser
Ser
Ile
Lys
165
His
zln
Asp
Asp
Asn

245
Gly

His
Asp
Pro
Gln
Leu
70

Bsn
Ala
Ser
Cys
His
150
His
Thr
Lys
Gly
Bla
230
Asp

Azn

His
Gly
Lys
Leu
55

Glu
Thr
Ela
Ala
Thr
135
Lys
Ala
Gln
Asn
Gly
215
Gln

Esn

Ala

ES 2628 743 T3

Thr Ser

Pro Lys
25

zlu Asp

40

Leu Arg

Ser Thr
Arg Ala
zlu Leun
105
zlu Gln
120
Lys Asp
Thr Thr
Gly Gly
Lys Asn
185
Asp Gly
200
Gly Pro
zlu Lys
Glu Asp

Ser

Pro
10

Glu
Gly
Glu
Thr
Thr
S0

Ela
hsp
Ser
Glu
2la

170
RSP

Lys
Asn

Gly
250

Lys
Zap
His
Ser
Ala
75

Leu
Ser
Arg
Ala
Ala
155

Met

Gly

zlu

Glu
235
Asn

Glu
Gly
Thr
Glu
a0

Ala
Glu
Gln
Glu
Lys
140
Asn
Asn
Asp
Pro
Asp
220

Asp

Asp

hsp
His
Gln
45

Glu
Lys
Gln
Leu
Asn
125
Glu
His
EeEp
Gly
Lys
205
Glu
Gly

Eep

Gly
Thr
30

Lys
Arg
Met
Gln
zlu
110
Thr
Pro
Erg
Ser
Fro
190
Glu
Bsn
His

Gln

Pro Lys Glu ARsp Gly His Thr Gln Lys RAsn &Asp Gly Asp Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

10

39

PRT

L. donovani

10

5

10

31

His
15

Gln
Asn
Ala
Ser
Leu
a5

Ala
Arg
Gln
Gly
Ala
175
Lys
Asp
Len

Asn

Pro
255

Thr
Lys
Asp
Ala
ila
BO

Arg
Thr
Ala
Lys
Zla
160

Pro

Glu



10

15

20

ES 2628 743 T3

Leu Glu Gln Leu Leu Arg Glu Ser Glu Glu Arg Ala Rla Glu Leu Ala

30

15

1 5 10
Ser Gln Leu Glu Ser Thr Thr Ala Ala Lys Met Ser Ala Glu Gln Asp
20 25
Arg Glu Asn Thr Arg Ala Thr
35
<210> 11
<211> 39
<212> PRT

<213> L. donovani

<400> 11

Leu Glu Gln Gln Leu Arg AZsp Ser Glu Glu Arg Alas Rla Glu Len 2Ala

30

15

1 3 10
Ser Gln Leu Glu Ala Thr &la Ala Ala Lys Ser Ser &la Glu Gln Asp
20 25
Arg Glu Asn Thr Arg Rla Zla
35
<210> 12
<211> 42
<212> ADN

<213> L. donovani
<400> 12

cocgaaggagg acggccatac acagaaaaat gacggogatg go

<210> 13

<211> 42

<212> ADN

<213> L. donovan

<400> 13

cctaaggagyg acggccatac acagaaaaat gacggocgatg go
<210> 14

<211> 117

<212> ADN

<213> L. donovani

<400> 14

32

=%

[

b
P



10

15

ES 2628 743 T3

cttgagcage tgcttogoga atcocgaggaqg cgogotgodg agetggogag tcagotggag 60
tccactactg ctgcgaagat gteggeggag caggaccgcog agaacacgag ggecacd

<210> 15

<211> 117

<212> ADN

<213> L. donovan

<400> 15

117

cltagagecage agettegtga ctocgaggag cgogetgegy agebggegag ccagetggag 60
gocactgoty ctgogaagte gtoggodgag cadgacoded agaacacgag ggccgog

<210> 16

<211> 1206

<212> ADN

<213>

<400> 16
atgggaactt
cataaaacca
agtgcgatga
ggccctaagg
catacacaga
ggocgatggcc
Jgacggccata
aatgacggog
aaggaggacy
cagaaaaatg
gycccdaagg
catacacaga
ggcgatggcc
gacggocata
aatgacggeyg
aagygagygacy
cagaaaaatg
ggcccgaagg
aatctgcagc
gatggagcta
aactag

<210> 17
<211> 9831
<212> ADN
<213>

<400> 17

L. donovani

cttgtacaaa
ctgaggccaa
acgactctgc
aggacggeca
aaaatgacgyg
cgaaggagga
cacagaaaaa
atggocctaa
gccatacaca
acggcgatgg
aggacggoca
aaaatgacgg
ctaaggagga
cacagaaaaa
altggeccegaa
goccatacaca
acggcgatgg
aggacggcca
aaaacgatgg
acggcaatga

L. donovani

ggactcogea
tcacggaggco
cCcocgaaggaqg
tacacadaaa
cgatggeoch
cggocataca
tgacggcgat
ggaggacdggco
gaaaaatgac
coogaaggad
tacacagaaa
cgatggeoocyg
cggccataca
tgacggogat
ggaggacgge
gaaaaatgac
cocctaaggag
tacacagaaa
ggatgcgcag
ggatggtaac

aaggagcccc
goecactggty
gacggccata
aatgacggeg
aaggaggacg
cagaaaaatqg
gygcccgaady
catacacaga
ggcgatggoc
gacggccata
aatgacggcg
daggaggacy
cagaaaaatqg
ggocooctaagg
catacacaga
ggogatggoc
gacggccata
aatgacggeog
gJagaagaacg
gatgatcagc

33

agaagogtgo
tgcocooogaa
cacagaaaaa
atggoocdaa
gccatacaca
acggcgatgg
aggacggcoca
aaaatgacgg
ctaaggagga
cacajJaaasaa
atggcoccocctaa
geecatacaca
acggcgatgg
aggacggoeca
aaaatgacgyg
cgaaggagga
Cacajaaaaa
atggccocctaa
aagatggaca
cgaaggagca

tgataacate
gcacaccgdgo
tgacggcgat
ggaggacggco
gaaaaatgac
ccctaaggag
tacacagaaa
cgatggoccg
cggocataca
tgacggcgat
ggaggacggc
gaaaaatgac
coccgaaggaq
tacacagaaa
cgatggooct
cggocataca
tgacggcgat
ggagggtgag
caacgtggad
cgctgoocggo

117

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
e00
660
T20
T80
B840
500
960
1020
1080
1140
1200
1208



atgcaccctt
cococtaaacy
caggoggocyg
gagtcgatygg
tctgtggaga
acgatcgggt
tacgggcaga
agtggtgagg
agcgtggagg
aacgagcgeg
gaggtgtacg
ctggtggagg
cggocacaceog
ctgotgetge

ccactgtgcg
aacgtgaaaa
cocgtggtgac
ggactgcaag
cgcoggacgc
accogotggt
cagggagcegy
gcaacggcgt
cgcagggdgca
tgteggacet
tggacgtgcg
ttgggagect
cttogacgaa

gogaggadgey

ES 2628 743 T3

gcgtgaggcog
caatgccoog
ggtcaaggte
gegggtageyg
gtgcggcgcg
goagoacgog
gaagacgtac
gacgcocgogg
ctcgoggtgg
gettgggaag
cgagcacccg
ggacgatgtt
gatgaacgac
gacgatgacyg

gagcgggtga
gaaggyacda
ctgggaggca
caggactttc
accccoccgoga
ttogacgggt
acgatgatgyg
atctgcctgg
atcgtggago
cggaagaaqg
agtcgcygygcyg
gtgcggctga
cgdgagcagoc
acgaagagod

34

aggktgtcoggt
aagtgaccgt
gCaacaacag
agttcgacca
cgcaggcaga
tcaactegty
gegoggacgt
agakbctttgc
tggggtacgt
gtgtgaaggg
tgttcctgga
togagatogy
ggagcoocacgco
gggagacgal

gcgegtgcge
tgcggocgaaa
cggogoogoo
cgtgttctgg
cgtgttococgg
cttgtttgeg
gagogtgett
gocgygaagycyg
ggaggtgtac
cggcggcgag
gygggcagegyg
caacggoatyg
gatcatecatyg
cocgtactgec

a0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
860
720
T80
840



ggcaagagca
caggtdgagq
gggcgegtga
gttgcgococgt
tcgaagacgt
agcacgctgo
Jaccogogod
atggctggeg
tocggaggogo
caggtgcagqg
goggctgoge
ctgaacctgo
gcgaagaaqg
gagcocgaga
gtggctctgg
Jagcgygacay
cgtacgcagco
attcagtacg
gagatggagg
accgagtggg
gocgaactig
ctaaccagcoc
cagoctggagt
goccacgetag
ctggaggcca
gocgttggagce
gagtccacta
ctagagcagc
tccactactg
gagcocagcagco
actgctgctg
cagcagcttc
actgetgcga
cagottegty
goctgogaaga
cttcgtgact
gocgaagatgt
cgtgactccg
aagatgtcag
gaatccgagg
tegteggegyg
tcocgaggagc
teggoggage
gaggagcegoy
Joggadcagy
gogogoegotg
Jagcadgdjaca
cgcgctgggg
caggaccgcd
gctgeggage
gacocgocgaga
gcggagctgg
cgocgagaaca
gagctggcga
gagaacacga
ctggocgagcc
aacacdadggg
gcgagccagco
acgagggcca
agoocagotagyg
agggecgegt

geogeatgaa
ggcagcagtt
tegacgtget
toccgegactc
tcatgatoge
ggtacgcgtc
cacggoggat
gcgacccogc
agaagcdtgc
agcggetget
tgcaggagga
gactgaagga
acgocgoget
agetggagto
acgcattgca
cogoggaaag
tatcacaggt
agtacgggga
cgogotaccoa
aggacgcact
abgococgeago
ttgagcagct
ccactactgco
agragcagct
ctgctgctgc
agcagcttog
ctgotgegaa
agcticgtga
ctgogaagat
ttetocgaatc
cgaagtegto
gtgactccga
agacgtoggo
actocgagga
tgtocggcgga
ccgaggagey
cggocggagoa
aggagcgocdc
cggagcagga
agogogetgo
agcaggaccy
gcgctgocgga
aggacacgaga
ctggggagot
accygcgadgaa
cggagotggco
gocgagaacac
agctggcgag
agaacacgag
tggegagoca
acacgaggdc
cgagccagct
cgagggoogo
gecagetgga
gggccgegtt
agctggaggco
ccacgotaga
tggaggccac
cgctagagca
aggocactge
tggagcagca

ES 2628 743 T3

cottgtggac
caaggaggcyg
cgocggacatyg
gaagctgacyg
gactgtgagc
gocgcgocgoge
cogogagotyg
gtacgtgtct
ggcggacctyg
gogocgogacdg
gatggoocgog
agaqoaggog
ctegaaggtt
daccgtggey
gacgcaccadq
ggaccagotg
tgtgaccgac
aaccgagctc
cgotgotgtg
cocgcgagegt
ctectacttco
gocttogegaa
tgocgaadgatyg
tcgtgactcc
gaagtcgtcg
tgactccgag
gacgtcggeg
ctcocgaggag
gtcagcggaqg
cgaggagogco
ggcggageag
ggagocgocgct
ggagcadJgac
gegegetgog
gcaggaccdc
cgctgcggag
gJgacocgogaqg
tgcggagetyg
cocgocgagaac
ggagctgaag
cgagaacacyg
gctggcgagce
gaacacgagq
ggcgagccaq
cacgagggcc
gagoccagotg
gagggccgcg
ccagctggag
ggccgcgttyg
gctggaggeo
cgcgttggag
ggaggccact
gttggagcag
ggccactget
ggagcagcadg
cactgcoctget
gcagcagett
tgcoctgotgog
gocagocttcteo
tgctgegaag
gcettogggaa

cttgoggggt
acgcacatca
gogacgaadq
ttcatcctga
ccgagcgogo
gacattgtga
gaggagcada
gagctgaaga
caggogotgg
gaggcggada
actocgacggc
coCaaggage
cggcgacgca
cagetggage
agaaagctgc
cttocagcago
cg-gagoggoe
gogocgagacg
ttteocacctge
gecgetitgecag
caaaacgcac
tccgaggagc
tocggocggageo
gaggageged
gedgageady
gagogcgctg
gagcaggacc
cgcgctgcgy
caggaccgcg
gctgcggage
gaccgcgada
goggagetgy
cgcdadgaaca
gagctggega
gagaacacda
ctggogagto
aacacgagdg
gcocgagtcagc
acgagggccg
gocgagotag
agggocacgc
cagctggagg
gecgogttgy
ctggaggeca
gocgttggage
gaggoccactyg
ttggagcagc
gccactgctg
gagcagcagc
actgetgetyg
cagcagcettc
gctgcoctgoga
cagottogog
gctgogaaga
cttocgcgaat
gogaagatgt
ctegaateeg
aagatgtcgg
gaatccgadgyg
tegtoggoegg
tecgaggego

35

ctgagogogt
acctgtoget
gtgcgaaggc
aggacteget
tgaactacga
atgttgcgca
tggaggacat
agaagcttgc
agaggyagcy
agagcgagct
aggoggacaa
gogagotget
aagacgccga
gtgagcageyg
aggaagcgct
taacagagct
ttacacgcga
tggogcoctgtg
aaacgctcct
agcgtgacga
gtgaaagogo
gogotgogga
aggaccgoga
ctgcggaget
accgcgagaa
cggagctggo
gogagaacac
agctggcgag
agaacacgag
tgaaggccga
dacacgagggoc
cgagtbcagct
cgagggocac
gtcagctgga
gggccacgct
agoctggagto
ccacgctaga
tggagtccac
cgctagagea
aggccactge
tagagcagca
ccactgctgc
agcagoaget
ctgctgcetge
agcagcttct
ctgotgogaa
agcttogega
ctgogaagat
ttcgeocgaatce
cgaagtogte
gcgaatccga
agtcgtcoggc
aatcocgagge
cgtoggcgga
ccgagygagcyg
cggoggagea
aggagogodo
cggagcagga
agcgocgctygc
agoaggacocg
gogobgogga

ggegeagteg
gacgacgctc
gcagtacage
tggcgggaac
ggagacgctg
ggtgaacgag
goggcaggaey
gctgctggag
ggagcacaac
ggagtogegt
gatgcaggcyg
gaaagqagatg
gatagcaagec
cgagoegocgay
cgagagctct
tcagtctgag
cttgcagegt
cgccgcgcag
ggagctocgea
agocogctgoa
chocgagegy
gotggogagt
gaacacgadgg
Jggcdagccay
cacgagggcc
gagtcagctyg
gagggcocacyg
tcagctggag
ggccgogcta
gctagaggoo
cgegttggayg
ggagtccact
gotagagoad
gtecactact
agagcagcag
cactactgect
gcagcagcett
tactgctgocg
gcagottoto
tgctgegaag
gettegtgac
tgcgaagtcg
togtgacte
gaagtogteg
cgaatcocgag
gtegtoggeg
atccgaggedg
gtcagcggag
cgaggagcgc
ggoggageay
ggegcgeget
ggagcaggac
gogogotgey
gcaggaccgac
cgctgocggadg
ggaccgogay
tgecggagetyg
cocgogagaac
ggagctggcyg
cgagaacacg
gctggogago

500

260

1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2480
23220
2580
2640
2700
2780
2820
2880
23240
3000
3060
3120
3180
32440
3300
3360
3420
3480
3340
3600
3660
3720
3780
3840
33800
3980
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



cagctggagg
gccacgctag
ctggaggcca
gogttggago
gaggcgactyg
cttgaggecgco
tocggoccgage
gaagtgcgcy
gtggagcagyg
agcaagctgg
agggccacht
cagctggagg
acggotetgg
aagacttcgg
attgcggagyg
acgtcggtgg
ctggocgagea
ageacgagygdg
goccattgagt
acgagggcoca
agbcagctag
agggcggctc
gogaagatgt
cggctcgctq
aaagcgttgt
gagctggocgco
Jaaagcacga
ctggcgagtc
aacactaggg
gotgetgoga
cgcttgocgoy
gctgcgaagyg
ttgogggggy
gogaaggoog
cgtgactccg
aagacgtcgg
gagctgaagg
gagaacacga
ctgaaggccc
aggatgaggqg
gcgagtocagce
acgagggcca
ageccagetgy
aaggectgete
gcgaagatgt
cgcgaatcog
aagacgtocgg
gaatccgagg
tegtoeggegy
ctggecgageo
aacacgagygyg
gcgagccagc
acdagggcca
agtocagetgg
agggcocgcgt
gagctggagg
googogttgg
ctggaggcca
acgctagagc
gqaggecactyg
ctagagcagc

ccactgotge
agcagcagct
ctgoctgcetgo
agcagettcg
ctgoctgocgaa
gcaccgogdga
aggagodaga
ctgtgcagct
accgcgaaaa
aggoccactge
tagaggagcyg
ccactgctgo
aagogogogt
cggagoagda
tgcgocgetgo
agcaggaccyg
agctggagto
ccaccttgga
tggatgcoccac
ctttagagga
aggoccactgo
tggaggctcg
cggocggagca
aggtgegege
tggagcagga
gaaagctgga
gggocacctt
agctggaggc
cggogttgga
agttecgoggt
gtgctgaggt
cttcgatgga
cggaggtteg
cagbggagca
aggcgogggt
cggagcagga
coccagttgga
gggccgegtt
agctggagtc
tegogetgea
tggaggccac
cgctagagca
agdgccactge
tgcaggegeg
cagcggagca
aggegcgege
cggagcadga
cgecgecgetgo
agcaggaccy
agctggagte
ctgogttgga
tggaggccac
cgetbagagca
agtocactgo
tggagcagcg
ccactgctgeo
agcagceggct
ctactgectgo
agcagctteg
ctgotgegaa
agcttecgoga
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tgocgaagacyg
tecgogaatoo
gaagtocgteg
ggaatccgayg
gtegtcggta
gctggettot
taggacaagyg
ggcgagtcag
gacgaggaca
tgectgogaag
acbcogggbt
tgcgaagtoeg
tgcggagetyg
cogogagage
ggagctggca
cgagagaacqg
gacggoggct
ggagcggctt
tgctgctgeg
gocggoettegg
tgctgcaaaa
agctgcggag
ggaccgogag
tgcggagctg
cocgogagaga
ggcoccactget
ggaggagocgo
cactgctgct
ggoccogoget
ggagcaggac
gogogotgog
acatgatcgc
tgctgoggag
ggacocgoegayg
tgcoggagett
cocgogagaac
gteoccactget
ggagcagoegyg
cactgctgect
ggagcggotg
tgttgccgeg
gcagcttoge
tgctgocgaag
cgetgeggag
ggaccgoegayg
tgcagagctg
cocgcgadaac
ggagctggcyg
Cdagaacaca
cactgotget
gcecagoggolt
tgctgctgcyg
geagottoege
tgctgogaag
gcttcgegaa
cgocgaagacdg
tcgcgaatco
gaagacgtcg
cgactocogag
gtegteggeg
atccgaggeg

teggeggage
gaggogegog
goggagcady
gagegcgely
gagcaggacc
cgattgaagg
goctacctttyg
ctggaggcca
gotectggaag
gotttaggtag
gctgaggtge
teggtggage
gogagcaago
acgagggcca
acccagttgg
agggoggete
gogaaggoct
cggattgcgg
aaggcttoga
attgocggagg
gogttgttgy
ctggocgagca
agaaccaggg
gogagocago
acgagggcdgd
attgoccaaga
ttgcgeggtyg
gocgaagacgt
gcoggagetgg
cgtgagagga
gagctggege
gagagcacda
ctggogagca
aggactcggyg
tcagggcagc
acgaaggctyg
gotgogaaga
cttcgtgaat
gogaagacgt
cogogtogetg
aagacgtocgy
gaatccgagg
tegtoggegy
ctggogageo
aacacgaggyg
gocgagtcageo
acgagggoca
agcoccagctgg
aaggctgcte
gogaagatgt
cgocgaatooy
aagtocgtcgg
gactococgaga
acgtoggegyg
tcocgaggcgo
Leggoggago
gaggcgogog
gogdaycagy
gagcgcgcty
gagcaggaco
cgegotgggy

36

aggaccgoga
ctggggaget
acogocgagaa
cggagctgat
gtgagagcat
cgacggctgo
aggagaggct
ctgctgctgc
cgogogttgo
agcaggacoeg
gggctgegga
aggaccgocda
tggaggccac
cotbtgaagga
aggcgacttc
tggaggcgog
tggttgagca
aggcgcgogc
tggaacatga
tgcgoggago
agcagygaccyg
agctggaggc
cggccataga
tyggagyccac
ctcoctggaagg
cggcggigga
ctgaggtgcg
cggcggagca
cgagoaaget
cgagggocac
gcaagctygga
gggcggottt
agcttygagge
cgacctttga
tagaggccac
ctoctgocaggo
tgtcagoegga
cocgaggagca
cggoggacca
agttgocgege
cggagcagga
cgcgogctgc
agcadgaceyg
agctggagte
ccacgctaga
tggagtccac
cgctagagea
aggccactgc
tgcaggcgeyg
cagcggagea
aggagcacgc
coggageadgdga
cgogogetge
agcaggaccyg
gocgotgogga
aggaccgcda
ctggggaget
accgcgagaa
cggagctggo
gogagaacac
agctggegag

gaacacgagg
ggcgagccag
cacgagggos
gocggaagtta
gaaggtagceg
tgcgaagacg
aagagttgct
gaagtogtcg
ggagctggeg
cgagaacacyg
getggoageyg
aaagacgadg
tgctgoggog
geggcttegy
ggctgcgaag
cgttgoggag
ggaccgocgady
tgcggaactt
cocgogagago
ggaactggca
ggagagaacy
cactgcoctgct
ggagcagctt
tgctgotgea
cocgogotgoeg
acaggaccgg
cgttgcggayg
ggagcgtgcog
ggaggcgact
cttggaggag
ggctactget
ggaadgaygcdd
aactgogget
aaagcagott
tgcoctgotgeg
gogogotgeg
gcajgacocgo
cgctgcggag
ggaccgcogadg
tgeggagetyg
cogcgagaac
ggagctggcyg
Cgagadcaca
cactgotget
gocagcagctt
tgoctgotgeg
gcagcttoge
tgctgocgaag
cgctgocggag
ggaccgcgag
tgcggagetyg
Cogocgagaac
ggagctggeyg
cgagaacacy
gcoctgaaggcc
gaacacgagdg
gaaggoccgad
cacgagggcc
gagcecagoty
gagggocacg
ccagectggag

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5380
5640
5700
5760
5820
5880
55940
&000
6060
6120
elen
6240
6300
6360
e420
6480
6540
6600
6660
&720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
Tes0
7740
7800
7880
7920
7980
8040
8100
8160



10

gocactgcty
caggcgogcy
gcggagoagyg
ttgcogegety
gagcaggatc
cgcgotgogg
caggacogod
gctgcggage
gagagggaga
goggagcetgg
cgtgagaaca
gagctggcga
gagaacacga
ctgaaggcoeg
aacacgagdy
Joggoccogoo
gcgagggatg
gctocggoctaa
agggtgacgt
cagctggagg
gotgctotygy
gtaaaggcta
geooctggagyg
gaggccacty
ttagaggaag
Jgaatcgaagt
aggaatgata
gatgaggctc

<210> 18

<211> 402

<212> ADN

<213>
<400> 18

atgggaagtt
cataaaacca
gocgatgaacg
cctaaggagg
gogoacaacg
gcgcaggaga
ggtaacgatyg

<210> 19
<211> 401
<212> PRT
<213>

<400> 19

ctgogaagtc
ctgocggaget
accgcgagag
cggagctgac
gtgagaggac
agctgaaggc
adaacacday
tggaggcocg
gotogagggco
ctgotogget
cgagggtgac
gtcagctgga
gggtcacgtt
agctggaggc
ctgotctgga
taaaggctat
ctetggagga
aggoctgeotge
tggagcagoa
cogotgotgo
aggagaagct
gttcotgoggco
agaagttgeg
ttgcotgegaa
aattggttga
tggagtttga
aggtcaggta
gactgaaggc

L. donovani

cttgtacaaa
ctgaggccaa
actctgcccc
atgaccatac
acggeggtgg
agaacgaaga
atcagccgaa

L. donovani
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gtecggcggag
gaaggccgag
gatgagggte
gggagtygctyg
gaggaccacg
cgagctggag
ggctgctety
cctaaaggct
ttctoctggag
aaaggctgct
gttggagcag
gtccactgct
ggggcagcag
cgctgoctget
ggagaagcta
tgctgcgatyg
aaagctaagg
tgctgcgaag
gocttocgogaa
tgcgaagteg
aagagactcco
gaaggctttg
tgattocggag
gtogtoggeg
tgcaagggcyg
aggtcgtgtco
tgcgaaaaag
gocgtocgtgat

ggactccocgca
tcacagaggco
gaagaaggat
acagaaaaat
cectaaggag
tggacacaac
ggagcacgct

caggaccgog
ctggaggcca
acgttggagg
gaggccacty
ttgocaggagco
gccactgctg
gaggagaagc
atcgoctgcga
gaaaggctaa
gotgotgega
cagottegeyg
gctgocgaaga
cttegegaat
gcgaagtoegt
agggygcaccyg
aaggcgtcaa
ggctotgagyg
acgtocggcgg
tccgaggagco
teggoggagce
gaggagoygoy
geggagcady
gecgegegetg
gagcaggagc
aaattggctyg
ggggagcttg
gttcaatege
gcggttcoatc

aaggagcccc
goocgocgtgo
ggccatacac
gacggocgatyg
gatgagaatec

gtgggggaty
gccggcaact

37

agaacacdag
ctgctgctgce
agoggoetteg
ctgctgcgaa
agcttogoga
ctgogaagtc
taaggggcac
caaaggcatc
ggggctctga
agacgtoggco
aatcogagaa
cgtcggegga
ccgaggogeyg
cggcggagea
aggcgcgogo
tggtgcagga
cgcgogetgo
agcaggagcyg
gcgotgogga
aggaccgoga
ctgcggagct
agocgggacag
cggagotgac
gggaaaatatl
gaatggaggc
aaggagagtg
ttgagtateca
gaaaggagtg

agaagcgtgco
CooCgaagca
agaaaaatga
gococctaagga
tgcogcaaaa
gagctaacyga
ag

ggctgoctoty
gaagacgtcg
cgtegetgag
gacgtoggeyg
atcocgaggog
gtcggoggag
cgaggocgogo
gatcgagcag
ggcgogoeget
ggagcaggag
gegegotgeg
gecaggaccgo
cgetgoggag
ggaccgcgag
tgocggagoctyg
yoggdaaagc
ggagctgget
tgagaacacg
gctggogagt
gaacacgagdg
gggaacccegt
gataagggct
gaccaagctyg
aaaggtgget
gtcgttgaag
cgagaagctyg
gatgcgocateo
a

tgataacatc
cgccggeggt
cggcgatggo
ggatgaccat

cgatggggat
caatgaggat

B220
8280
B340
8400
8460
8520
8580
8840
B700
87a0
8820
gg80
B340
5000
9060
9120
9180
9240
9300
2360
9420
2480
9540
89600
9660
9720
9780
9831

el

120
180
240
300
380
402



M=t
Ala
Gly
Lys
Asp
65

His
z1ln
Asn
Gly
Gly
145
Lys
Rsp
His
Gln
Azn
225
Gly
Gly
Lys
Asp
His
305
Gln
Asn
Gly
Lla
Gly

385
Asn

<210>
<211>
<212>

<213>

Gly
Asp
Val
Glu
50

Gly

Thr

Lys
Asp
Asp
130
Pro
Glu
Gly
Thr
Lvs
210
Asp
Asp
Fro
Glu
Gly
290
Thr
Lys
Asp
Asp
Gln

370
Asn

20

Thr
Bsn
Pro
35

Asp
His

Gln

Asn
Gly
115
Gly
Lys
Asp
His
Gln
195
Asn
Gly
Gly
Lvs
Asp
275
His
Gln
B=n
Gly
Gly
355
Glu

Glu

3276

PRT

Ser
1le
20

Pro
Gly
Thr

Lys

Asp
100
Lsp
Pro
Glu
Gly

Thr
180
Lvs

Asp
Rsp
Fro
Glu
260
Gly
Thr
Lys
Rsp
Asp
340
Pro

Lys

Asp

L. donovani

Cys
His
Lys
His
Gln

Asn
85

Gly
Gly
Lys
Asp
His
15
Gln
Asn
Gly
Gly
Lys
245
Asp
Hisg
Gln
Asn
Gly
325
Gly
Lysa

Asn

Gly

Thr
Lys
His
Thr
Lys

70
Rsp

hsp
Fro
Glu
Gly
150
Thr
Lys
Asp
Asp
Fro
230
Glu
Gly
Thr
Lys
Asp
210
Bsp
Pro
Glu
Glu

Asn
330

Lys
Thr
Thr
Gln
55

Asn

Gly

Gl
Lys
Asp
135
His
Gln
Asn
Gly
Gly
215
Lys
Asp
His
Gln
Asn
295
Gly
Gly
Lys
Gly
Asp

375
Rsp

ES 2628 743 T3

Aszp
Thr
Gly

40
Lys

Asp

FPro
zlu
120
1y
Thr
Lys
Asp
Asp
200

FPro

zlu

Thr
Lys
280
Asp
Aszp
Fro
Glu
zlu
3e0
Gly

Asp

Ser
Glu
25

Ser
Asn

Gly

Gly

Lys
105
Asp
His
Gln
Asn
Gly
185
Gly
Lys
Asp
His
Gln
265
Asn
Gly
Gly
Lys
Asp
345
Asn
His

Gln

Ela
10

Ala
hla
Asp

Asp

Fra
30

Glu
Gly
Thr
Lys
Asp
170
AsSp
Fro
Glu
Gly
Thr
250
Lys
Asp
Asp
Fro
Glu
330
Gly
Leu

Lsn

Fro

38

Lys
Asn
Met
E1ly
Gly

75
Lys

Asp
His
zln
Asn
155
Gly
z1ly
Lys
Asp
His
235
Gln
Asn
Gly
Gly
Lys
315
Asp
His
zln
Val

Lys
395

Glu
His
Asn
Asp
Fro

Glu

Gly
Thr
Lys
140
Asp
Asp
Pro
Glu
Gly
220
Thr
Lys
Asp
Asp
Pro
300
Glu
Gly
Thr
Gln
Gly

380
Glu

Fra

His
Gln
125
Asn
Gly
Gly
Lys
Asp
205
His
Gln
L=n
Gly
Gly
285
Lys
Asp
His
Gln
B=n
365
Lep

His

z1ln
Gly
30

Ser
Pro

Glu

Gly

Thr
110
Lys

Asp
Asp
Fro
zlu
190
Gly
Thr
Lys
Bsp
Asp
270
Pro
Glu
Gly
Thr
Lys
350
BEp

Gly

REla

Lys
15

Ala
hla
Lys
Asp

His
95

Eln
Asn
Glvy
Gly
Lys
175
Asp
His
Gln
Asn
Gly
255
Gly
Lys
Asp
His
Gln
335
Asn
Gly
Ala

Ala

Arg
Thr
Pro
Glu
Gly

80
Thr

Lys
Asp
Asp
Pro
160
Glu
Gly
Thr
Lys
Asp
240
Asp
Pro
Glu
Gly
Thr
320
Lys
Asp
Asp

Asn

Gly
400



<400> 20

Met
Val
Thr
Lys
Thr
65

Ser

Asp

His
Arg
Lys
Val
50

Ala

Val

Val

Pro
Val
Val
15

Leu
Arg

Glu

Phe

Ser
Rrg

20
Thr

Arg
Thr

Arg

Thr
Pro
Val
Gly
Val
Pro

85
Thr

Val
Leu
Ala
Ser
2la
70

Asp

Ile

Arg
Asn
Zla
Asn
55

Gln

Zla

Gly

ES 2628 743 T3

Arg
zlu
Lys
40

Asn
Azp

Cys

Tyr

Glu
Ary
25

Gln
Ser
Fhe

Gly

Pro

&la
10

Glu
2la
Gly
Gln
&la

20
Leu

Glu
Asn
Ala
ala
Fhe
75

Thr

Val

39

Asn
Ala
Ala
a0

Asp

Fro

Gln

Val
Ala
Val
45

Glu
His
Ala

His

Lys
Pro
30

Val
Ser
Val

Thr

hla

Val
15

Glu
Thr
Met
Fhe
Gln

a5
Ehe

Ser
Gly
Val
Gly
Trp
80

Ala

Rsp



Gly
Thr
A=n
145
Ser
Val
Lys
His
Gly
225
Ala
Ser
Val
Gln
305
Gly
2la
Leu
Val
Tvyr
385
A=p
Mt
Lys
hsp
Brg
165
Zla
Lys
Glu
Lys
L=u
545
Val

Leu

FPhe
Tyr
130
Gly
Val
Glu
Gly
Pro
210
Ser
His
Ile
Gly
Asp
290
Gln
Arg
Gln
Lys
Ser
a7a
Ala
Pro
Arg
Lys
Leu
450
Len
Ala
Met
Arg
Val
530
Glu
Ala

Glu

Asn
115
Thr
Val
Glu
Val
Val
195
Ser
Leu
Thr
Ile
Glu
275
Leu
FPhe
Val
Tyr
Asp
355
Pro
Ser
Arg
Gln
Lys
435
Gln
Leu
Ala
Gln
Glu
515
hrg
Ser

Leu

Ser

100
Ser

Met
Thr
Ala
Tyr
180
Lys
Erg
Esp
kla
Met
260
Thr
kla
Lys
Ile
Ser
340
Ser
Ser
Arg
Ela
Ala
420
Leu
Rla
Erg
Leu
Ala
500
Leu
krg
Thr

Asp

Ser
80

Cys
Met
Fro
Gln
165
Asn
1y
Gly
Asp
Ser
245
Leau
Ile
Gly
Glu
Asp
325
Val
Leu
Ala
Ala
Arg
405
Mat
Ala
Leu
Ala
Gln
485
Lenu
Leu
Arg
Val
Ala

565
zlu

Leu
Gly
Arg
150
Gly
Glu
Gly
Val
Wal
230
Thr
Leu
Arg
Ser
Bkla
310
Val
kla
Gly
Leu
Arg
390
Arg
kla
Leu
Glu
Thr
470
Glu
Bsn
Lys
Lys
Bla
550

Leu

Arg

Fhe
nla
135
Ile
His
Arg
Gly
Phe
215
Val
Lys
Leu
Thr
Glu
295
Thr
Leu
Fro
Gly
Asn
375
AsSp
Ile
Gly
Leu
Arg
455
Glu
Glu
Leu
Glu
Asp
535
Gln
Gln

Ther

ES 2628 743 T3

Ala
120
Asp

Ser
Val
Glu
200
Leu
Arg
Met
Arg
Ala
280
Arg
His
Ala
FPhe
Asn
360
Tyr
Ile
Arg
Gly
Glu
440
Glu
ala
Met
Arg
Met
520
Ala
Leu

Thr

Ala

105
Tyr

Val
Leu
Arg
Ser
185
Glu
Glu
Len
Asn
Glu
265
Gly
Val
Ile
Asp
Arg
345
Ser
Glu
Val
Glua
Asp
425
Ser
Arg
Glu
Ala
Leu
505
Ala
Glu
Glu
His

Ala
585

Gly
Ser
Glu
Trp
170
hsp
Val
Gly
Ile
hsp
250
Glu
Lys
hla
Asn
Met
330
Asp
Lys
Glu
Asn
Leu
410
Fro
Glu
Glu
Lys
2la
490
Lys
Lys
Tle
Arg
Gln

570
Glu

40

zln
Val
Ile
155
Ile
Leau
Tyr
Gln
Glu
235
Arg
Arg
Ser
Gln
Leu
315
Ala
Ser
Thr
Thr
val
395
Glu
Ala
Ala
His
Ser
475
Thr
zlu
Lys
Ala
Glu
555
Arg

Arg

Thr
Leu
140
FPhe
Val
Len
Val
Arg
220
Ile
Ser
Thr
Ser
Ser
200
Ser
Thr
Lys
Phe
Leu
380
Ala
Glu
Tyr
Gln
Asn
460
Glu
Arg
Glu
Asp
Ser
540
Gln
Lys

Asp

Gly
125
Ser
zla
Glu
Gly
Asp
205
Leu
Gly
Ser
Met
Arg
285
Gln
Leu
Lys
Leun
Met
365
Ser
Gln
Gln
Val
Lys
445
Gln
Leu
Arg
Gln
Ala
525
Glu
Arag

Leu

Gln

110
Ser

Gly
Arg
Leu
Lvs
190
Val
Val
Asn
Arg
Thr
270
Met
Val
Thr
Gly
Thr
350
Ile
Thr
Val
Met
Ser
430
Arg
Val
Glu
Gln
Ala
510
Ala
Arg
Glu
Gln

Leu
590

Gly
Glu
Lys
Gly
175
Arg
Arg
Glu
Gly
Ser
255
Thr
Asn
Glu
Thr
Ala
335
Fhe
Ala
Leau
Asn
Glu
415
Glu
Ala
Gln
Ser
Ala
4395
Arg
Leu
Glu
Arg
Glu

575
Leu

Lys
Gly
rla
160
Tyr
Lys
Glu
Val
WVal
240
His
Lys
Leu
Gly
Leu
320
Lys
Ile
Thr
Arg
Glu
400
Asp
Leu
Ala
Glu
Arg
480
Lys
Ser
Lys
Glu
5a0
Ala

Gln



Eln
Thr
Tvr
625
Glu
Leu
Bla
Thr
Glu
705
GGln
Glu
Arg
Ser
Gln
TEE
Glu
Thr
Ala
&la
Leu
865
Thr
Zla
Leu
Eln
Ser
945
ala
Lezu
Ser

Arg

Glu

1025

Leu
Lsp
610
Gly
Mat
Glu
Glu
Ser
690
Gln
Leu
Asn
Ala
Ser
770
Leu
Ser
Arg
Glu
Glu
850
Glu
Ala
Ala
Ala
Asp
8930
Glu
Ala
Glu
Gln

Glu

1010

Arg

Thr
595
Arg
Glu
Glu
Len
Arg
675
Gln
Leu
Glu
Thr
Ala
755
Rla
Arg
Thr
Ela
Leu
835
Gln
Ser
Rla
Leu
Ser
91%
Arg
Glu
Lys
Gln
Leu
995

Asn

Ala

Lys Met Ser

Gln Gln Leu

Leu Glu Ala

Glu
5lu
Thr
Ela
Lla
ee0
Rsp
ILan
Leu
Ser
Arg
T40
Glu
Glu
Lsp
Thr
Thr
820
Ela
Lsp
Glu
2la
Glu
200
Gln
Glu
Arg
Met
Gln
980
Glu
Thr

Ela

Ela

Leu
Arg
Glu
Arg
645
Thr
zlu
Ala
Arg
Thr
125
Ala
Len
zln
Ser
Ala
805
Leu
Ser
Arg
zlu
Lysa
B85
Gln
Leu
Asn
Ala
Ser
965
Lzu
Ser
Arg

Glu

zlu
1045

Gln Ser

Leu Thr
615

Leu Ala

630

Tyr His

Glu Trp
Ala Rla

Arg Glu
695

Glu Ser

710

Thr Zla

Thr Leu
Ala Ser

Asp Arg
775

Glu Glu

790

2la Lys

Glu Gln
Gln Leu

Glu Asn
835

Arg Ala

B70

Ser Ser

Gln Leu
Glu Ser

Thr Arg
935

Ala Glu

950

Ala Glu

Arg Asp
Thr Thr

Ala Thr
1015

Leu Ala

1030

Gln Asp

ES 2628 743 T3

Glu
600
Arg

Ala
Glu
Ala
680
Ser
Glu
2la
Glu
Gln
760
lu
Arg
Thr
Gln
Glu
840
Thr
Ala
Ala
Arg
Thr
920
Ala
Leu
Gln

Ser

Ala

1000

Leu
Ser

Arg

Leu Glu Ser Glu Glu

1060

Thr Ala Ala Ala Lys

Arg Thr Gln Leu Ser Gln Val Val
605
Asp Leu Gln Arg Ile Gln Tyr Glu
620
Asp Val Ala Leu Cys Ala Ala Gln
635 &40
Ala Val Phe His Leu Gln Thr Leu
€50 655
Asp &la Leu Arg Glu Arg Ala Leu
@65 670
Ala Glu Leu Asp Rla Rla Ala Ser
685
Ala Ser Glu Arg Leu Thr Ser Leu
T00
Glu &Arg Ala Ala Glu Leu Ala Ser
715 720
Lys Met Ser Ala Glu Gln Asp Arg
730 T35
Gln Gln Leu Arg Zsp 3er Glu Glu
745 750
Leu Glu Ala Thr Ala RAla Als Lys
765
Asn Thr Arg Ala Ala Leu Glu Gln
780
Ala &la Glu Leu 2la Ser Gln Leu
795 BOD
Ser Rla Glu Gln Asp Arg Glu Asn
810 815
Leu Rrg Asp Ser Glu Glu Arg Ala
825 830
Ser Thr Thr Ala Rla Lys Met Ser
845
Arg Ala Ala Leu Glu Gln Gln Len
860
Glu Leu Lys Ala Glu Leu Glu Ala
B75 BEO
Glu Gln Rap Arg Glu Rsn Thr Arg
890 895
Asp Ser Glu Glu Rrg Ala Ala Glu
805 910
Thr Ala Ala Lys Thr Ser Ala Glu
925
Thr Leu Glu Gln Gln Leu Arg RAsp
940
Ala Ser Gln Leu Glu Ser Thr Thr
955 960
Asp Arg Glu Asn Thr Arg Ala Thr
970 975
Glu Glu Arg Ala Ala Glu Leu Ala
985 990
Ala Lys Met Ser Ala Glu Gln Asp
1005
Glu Gln Gln Leu Arg Asp Ser Glu
1020
Gln Leu Glu Ser Thr Thr Ala Ala
1035 1040
Glu Esn Thr Arg 2la RAla Leu Glu
1050 1055
Arg 2la Ala Glu Leu Lys Ala Glu
1065 1070
Ser Ser Ala Glu Gln Asp Arg Glu

41



1075
Asn Thr Arg Ala
1080
Ala Ala Glu Leu
1105
Ser Ala Glu Gln

Leu Arg Asp Ser
1140
Ala Thr RAla Ala
1155
Arg Ala Ala Leu
1170
Glu Leu Ala Ser
1185
Glu Gln Asp Arg
Glu Ser Glu Ala
1220
Ala Lys
1235
Glu Glmn

Rla Ala

Ala Leu
1250

Ala Ser Gln Leu

1265

RAsp Arg Glu Asn

Glu Ala Arg Ala
1300

Ala Lys Ser Ser Ala Glu Gln 2Asp

1315

Glu Gln Gln Leu Arg Glu Ser Glu

1330
Gln Leu Glu Rla
1345
Glu Asn Thr Arg
Arg Ala Ala Glu
1380
Ala Glu
1395
Leu Glu

M=t Ser

Gln Leu

1410
Glu Ala Thr
1425
Thr

hla

Arg Rla Thr

Ala Glu &la
1460

Asp

Leu
Ala Glu Gln
1475
Glu Ser Glu
14590
Ala Ala

Arg

Thr
1505
Ala Thr Leu

Ala
Glu

Leu Ala Ser Gln
1540
Gln Asp Arg

1555

Thr Leu Glu

1085

Ala Ser Gln

1110

Asp Arg
1125

Glu Glu

Glu
Arg

Ala Lys Ser

Glu Gln Gln
1175
Gln Leu Glu
1120
Glu Z=n
1205

Arg Ala

Thr

Mt Ser
Gln Leu Arg
1255
Glu Ala Thr

1270
Thr Arg REla
1285

Ala Glu Leu

1335

Thr Ala Ala

1350

Ala Rla
1365

Leu Ala

Leu
Ser

zln Rsp Rrg

Ser Glu Glu
1415
Ala Ala Lys
1430
Leu Glu
1445

Ser Gln

Gln
Leu
Arg Glu REsn
Ala

14495
Ser

Ala Arg

Lys Thr
1510

Gln Gln Leu

1525

Leu Glu &la

ES 2628 743 T3

1080

Gln Gln Leu Arg Asp

1085

Ser Glu Glu Arg

1100

Glu Ala Thr Ala
1115

Thr Arg Ala Ala
1130

Gly Glu Leu
1145

Ala Glu

Leu

Asn

Ala Ala

Ser GGln
1160
Leu Leu Glu

Asp

Glu
1180
Ala

Ser

Ala
1195
Leu Glu

Ala Thr Ala

Arg Ala Rla

1210

Glu Leu Ala Ser Gln

1225

Glu Gln Asp Arg Glu

1240

Glu Ser Glu Glu Arg

1260

Ala Ala Lys Ser
1275

Leu Glu Gln Gln

12390

Ser Gln
1305

Arg Glu Asn

Ala
Ala

Ala Leu Glu
Thr
1320

Ala Arg Ala Ala
1340
Ala Lys Thr Ser Ala

1355
Gln Gln Leu Arg
1370

Leu Glu Ala Thr
1385

Asn Thr Arg ARla

Glu
Gln

Glu
1400
Arg Ala Ala Glu Leu

1420
Ser Ala Glu Gln

1435
Leu Leu Glu Ser
1450

Ala Thr Ala Ala
1465
Arg

Met
Gln
Glu
Thr

1480
Ala Glu

Ela Ala Leu

Leu Ala Ser
1500
Gln Rsp Arg
1515
Ser 2lu Rla
1530
2la Ala Lys

Ala Glu
Arg Glu

Thr Ala
1545

Glu Asn Thr Arg ARla 2la Leu Glu Gln

1560

42

Bla Rla Lys Ser
1120

Gln Gln

1135

Leu Glu

Leu Glu
Gln
1150
Glu

Ser
Erg Aszsn Thr
1165
hla Arg Ala Ala
Ser Ala
1200
Lenu Arg
1215
Ala Thr

Lys Ser

Gln Gln
Glu
1230
Thr Arg Rla

Leu

Bsn
1245
2la Ala Glu Leu

Ser Ala Glu Gln
1280

Leu Arg Glu Ser

1295

2la Thr Ala Ala
1310

hrg Rla
1325
Glu

Ala Leu

Leu Ala Ser

Glu Gln Asp Arg
1360

Glu Glu

1375

Ala Lys

Glu Ser

2la Ala
1390
Thr Leu Glu Gln
1405
Ala Ser Gln Leu
Glu Asn
1440
Lrg Rla
1455

Ser Ser

Asp Arg
Glu Glu

Ala Lys

1470
Glu Gln
1485
Gln

Gln Leu

Leu Glu Ala

Glu Asn Thr Arg
1520
Gly Glu
1535
Ala Glu

Arg Ala

Ser Ser

1550
Gln Leu Arg Glu
1565



Ser Glu Glu
1570

Rla Rla

1585

Leu Glu

Lys
Ala

Rla Rla Lys

Phe Glu Glu
1835
Ser Gln Leu
1630
Arg Glu
1665

Ser Lys

Lys
Leu
Arg Glu Asn
Zla

1715
Ser

Val Arg

Lys Ser
1730

Rla Arg

1745

Lys Thr

Val
Ser

Glu Arg Leun

lu Bla
1735

Arg

Leu

Thr
1810
Glu

Arg
Leu Ser
1825
Ser

Thr Arg

Ala Ala Glu
Glu
1875

Ile

Ser Met

Leu Arg
18390
Ala Thr Ala
1905
Arg Ala Rla

&la Thr Ala
Ala RAla

1855
Leu Rla
1370
Gln

Arg
Glu
zlu

1985
Glu

Asp

Leu Ala

Zlu Gln RZ=sp

Gly Ala Glu
2035
Ala Ala

Arg

Arg

Erg Ala Ala Glu

1575

Ser Jer Val Glu
1520

Arg Thr Ala Glu

1605

Thr Ser

1620

Arg

2la Glu

Leu Arg

Glu Ala Thr

1655
&la

Thr Thr

1670

Arg
Glu Ala
1685
Thr Arg
1700

Ela

Rla Thr

Glu Leu

Val Glu Gln

1735
Ala Glu Leu
1750
Bla Glu
1765
Erg Ile RAla
1780

Thr Ser Rla

Ela Ala Leu
1815

Thr Ala Rla Ala

1830

Bla Thr Leu Glu
1845

Leu Ala
1860
His

Ile Glu

Asp Arg Glu

Ela Glu Val Arg
1895
Lys Ala

1910

Bla Ala
Glu
1925
Ala

Leu

Ela
1940
Ile

Lys Met

Glu Glu Gln

Ser Gln
1975

Erg Glu
1990

Lys
2005

2020
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Leu

Gln

Leu

Gln

Val Ala

1640

Ala Ala

Leu

Thr Ala Ala

Leu

2la Ala

1720

Asp Arg Glu
Ala Ser Lys
Gln Asp Arg Glu
Glu ¥Val RArg

zla Lys Thr Ser Val

1800

Glu Ala

Lys
Glu
Leu
Ser
1880
Gly

Leu

Ala Arg Ala

Ser

Leu
1360

Leu Glu Ala Thr Ala
Aryg Thr Arg Rla Rla

Leu Glu Ala Thr Ala

2040

Met Arg Lys Leu

1580

Asp Rrg Glu Ser

1595

Ala Ser Arg

1610

Glu Arg
1625

Glu Val

Leu

Asp Arg

Arg Ala

Ala Ser
1660
Val

Lys Ser

Glu &la Arg
1675
Lys Ala
1650

Glu

Ala Leu
Glu
1705
Gln Leu

Arg Leu

Glu Ala

Ly=s Thr Arg
1740
zlu Rla
1755

Thr

Leu

Ser
1770
Ela Rla

Arg

Gln
1785

Glu
Val Ala Glu
1820
Glu

Arg
2Ala Leu Val
1835
Leu Arg Ile
1850
2la

Arg

Asp Thr Ala

1865
Thr Arg

Ala Thr

Ala Glu Ala
1300

Asp

Leu

Gln
1915
Leu

Leu Glu

Ala Glu
1930

Glu

Ala

Ala
1945
Arg Leu

Gln Asp

Ala Glu

Ala Ala
1980
Leu Glu
1995

Ile Ala

2010

Glu Ser Thr Arg Ala Thr Leu Glu

2025

Val Arg Val Ala Glu Leu Rla Ser Gln

Ala Lys Thr Ser &la Glu Gln Glu Arg Ala

43

Glu Rla Thr RAla

Met Lys Val Rla

1600

Ala Thr Ala
1615

Arg Ala Thr

1630

Gln

Lys
Thr

Val
1645
Val

Leu Ala

Glu Gln Asp

Ela Glu Leu Ala
1680

Gln Asp

1695

Ala Glu

Yal Glu
Val
1710
Lla

Arg

Thr
1725
Thr

Ala RAla

Ala Leu Glu

Thr Ala Ala Rla
1760

Leu Lys

1775

Thr Gln

&la Thr
Ala
1790
Asp Arg Glu

Leu

Gln
1805
Leu Ala Ser Lys
Gln Rsp Arg Glu

1840
Glu Ala Arg

1855

Ala Lys Rla
1870
Glu

Ala
2la
Leu

1885
Ser

Glu Arg

Gln Leu Glu

Arg Glu Arg Thr
1920

Leu Glu

15935

Arg Thr

Ser Lys
Glu
1950
Arqg

Arg

Val
1965
Lys

Ala Ala

Ala Leu Leu
Ala Rla
2000
Ala Val
2015
Len Arg

Gly Arg

Lys Thr

Glu Rrg
2030
Leu Glu Ala Thr
2045

Asn Thr Arg Ala



Ala
2065
Ala
Thr
Ala
Asp
Glu
2145
Ala
Glu
Gln
zlu
Gln
2225
Glu
His
Thr
Arg
Glu
2305
Thr
Bla
Ala
Ala
Ala
2385
hrg
Thr
Ala
Leu
Gln
2465
Leu
G1ln

Ser

Ala

2050
Leu
Ala Ala Lys Phe

2085
Glu Glu Arg

2140

Lys Leu Glu
2115
Glu

Leu
Arg
Arg Ser Thr
2130
Val Arg &la Ala
Rla Val
2165
Leu Arg
2180
ala

Lys Rla

Lys Gln
Glu
2135
Thr

Leu Thr

Asn Ala
2210
Leu Glu

Lys

Ser Thr

Ala
2245
Leu

Asn Thr Arg

Zla Rla Glu
2260
Ala Asp Gln
2275

Arg Val Ala

Ser

Leun
2290
Ala Thr Val Ala

Arg Ala Thr Leu

2325

Glu Leu Rla Ser
2340

Glu Gln Asp Arg

2355

Glu Leu
2370

Glu Gln

Akla Ser
Asp Arg

Glu Ala
2405
Zla Lys
2420
Glu

Flu Ser

Ala Zla

Thr Leu Gln
2435

Ala Ser Gln

2450

Asp

Len

Arg Glu Asn

Ala Ser Gln Leu
2485
Zsp Arg Glu

2500
Glu

2515
Ala

2530

2070
Ala

Leu
Bla
Arg
Glu
2150
Glu
bep
Ala
2la
Bla
2230
Ala
Lys
Asp
Glu
Bla
23140
Glu
Gln
Glu
Gln
Glu
2330
Arg
Thr
Gln
Glu

Thr
2470

Glu Ser Thr Ala Ala

2055

Glu Ala Arg Ala Ala

Val
Arg
Thr
Ela
2135
Leu
Gln
Ser
Ala
Leu
2215
Ala
Leu
kla
Arg
Leu
22895
Lys
Gln
Leu
Asn
Leu
2375
Asn
Ala
Ser
Leu
Zla

2455
Lys

Glu His Ala Ala Glu

2535
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Glu Leu Ala Ser
2075
GZlu Gln Asp Arg
20890
Gly Ala Glu Val
2105
Ala Ala Ala
2120
2la Leu Glu

Lys
Glu

Leu
2155
Arg

Ala Ser Lys

Asp Arg Glu
2170
Zlu Ala Arg Val
2185
Ala Lys Thr Ser
2200
Gln Ala Rrg Rla
Ala
2235
Gln Arg Leu
2250
Leu Glu Ser
2265
Arg Met

Glu
Gln
Glu

2280
Arg Ala Rla

Arg
zlu
Thr Ser Ala Glu
2315
Gln Leu Arg Glu
2330

Glu Ala Thr Ala

2345
Thr Lys
230
Glu

Ala Ala

Ser Thr Ala

Thr Ala Thr

2395

Arg

Ala Glu Leu
2410
Ela Glu
2425
Arg Glu Ser
2440

Thr Ala Rla

Ala Ala Leu
2475
Ala
2440

Zsn Thr Arg A2la Rla Leu Zlu

2505
Leu Ala Ser Gln
2520

Lys Ser Ser Rla Glu Gln Asp Arg Glu

44

2060
Lysa

Glu
Arg
Ala
Arg
2140
=lu
Thr
Ala

Ala

Ala
2220

Lys Met Ser Ala Glu

Arg
Thr
Val
Len
2300
Gln
Ser
Ala
Leun
Ala

2380
Leu

Ala Ser Gln Leu
Gln Asp Arg Glu Asn
Zlu Ala Arg Ala

Ala Lys Ser Ser

2460

=ln Ala Arg Ala

Lys
Gln
Leu

Asn
2540

Leun Glu Ala Thr

2080

Arg Thr Arg Ala

2085

Bla 2la Glu

2110

Ser Met
2125

Leu Arg

Leu
Glu His
Gly Rla
Ala Thr Ala Ala

21460
Thr Phe

2175
Ser Gly

Arg Rla

Glu Leu

2190
Glu Gln
2205
Glu

Asp Arg

Leu Lys Ala

Gln Asp Arg
2240
Glu Glu
2255
Ala Lys

Glu Ser

Rla 2la
2270
Ala Leu
2285

kla Ser

Gln Glu
Gln Leu

zlu Asn
2320
Arg Ala
2335
Ser Ser

Asp Arg
Glu Rla

Rla Lys
2350
Gln Ala
2365
Ala Lys

Arg Ala
Met Ser

Glu Gln Gln Leu
2400
Glu Ser
2415
Thr Zrg
2430

Ala Glu
2445

Ala Glu

Ala Glu
2480
Ala Glu
2495
Arg Glu

Met Ser

Arg Leu
2510

Glu Ala Thr Ala

2525

Thr Zrg Als Thr



Leu Glu
2545

Ser Gln
Arg Glu
Ala RArg

Lys Thr

Gln
Leu
Asn
Ala

2595
Ser

2610

Gln Arg
2625
Leu Glu

Asn Thr

ARla Rla

Ser Ala

Leu
2la
Arg
Glu

2675
Glu

2890

Leu
2705
Ala Thr

Arg

Arg Ala
Rla Thr

Arg Val

Glu
Ala
Ala
Ala

2755
Thr

2770

Glu Leu
2785
Glu Gln

Glu Ser

Rla Rla

Ela Leu

Thr
Asp
Glu
Ala

2835
Glu

2850

Glu
2865
=1lu

Ala
Arg
Glu Ala
Ala Lys

Glu Gln

Ary
Glu
Arg

Thr
2915
Gln

2930

Gln
2945
Glu Asn

Leu

Arg Ala
Ser Ser

Lys Leu

Glu
Thr
Ela
Ala

2995
Arg

iolo

Lys Ala Tle Ala Ala Met Lys Ala Ser Met Val

Gln Leu Arg Rsp
2550

5lu Ser Thr
2565

Thr Arg
2580
Ala

Ela

Ala Ala

Glu Leu Lys

Ala Glu Gln Asp

2615
Glu Ser Glu
2630

Ala

Arg
Thr Thr
2645
Thr

zla

Ala
2660
Leu

Leu Glu

Ala Ser Gln

Gln Glu
2695

Arg

Asp Arg

Glu Ala
2710

Lys

Ser
Ala Ala
2725
Gln

Ser
Leu Ala
2740
Rla

Arg

Ala Lys Thr

Leu Glu Glu Arg

2775

Gly Wal Leu Glu

2720
Glu Arg Thr
2805

Arg

Arg

Lla
2820
Lvs

Ala Ala

Ser Ser Rla

Glu Lys Leu Arg
2855
Ala Ile
2870

Arg Ala

Leu Lys
Ser
2885
Ala Glu Leu

Ser

rla

2900

Ser Ala Glu Gln

Leu Arg Glu Ser
2935

Thr Ala Rla

2950

Val Thr Leu

2965

Leu Lys &la

Ser
Arg
Glu
2980
Glu Gln Rsp Rrg

Gly Thr Glu Ala
3015
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Ser
Ala
Leu
Ala
2600
Arg
Ala
Lys=
zln
Leu
2680
Asn
Ala
Ser
Ala
Ser
2760
Leu
Ala
Arg
zlu
zlu
2840
Ely
Ala
Ser
Ala
zlu
2920
zlu
Ala
Gly
Glu
zlu

3000
Arg

Glu Thr Arg Ala
2555
Ala Lys Thr Ser
2570
Glu Gln Arg Leu
2585
Glu Leu Glu Ala

Glu Asn Thr Arg

Bla Glu Leu Rla

2560

2la Glu Gln Asp
2575

Arg Glu Ser Glu

2590

Thr Zla
2605

Zla Rla

Alz Rla

Len Glu

2620

Arg Ala Gly Glu
2635

Ser Rla

2650

Leu Arg

Thr Glu
Gln
2665
Glu

Asp

Ela Thr &la

Thr Arg 2Zla Thr

Ala Glu
2640
Arg Glu
2655
Glu Arg

Leu Lys
Gln R=sp

Ser Glu
2670

Rla Rla

2685

Leu Glu

Lys Ser

Gln Gln

2700

Glu Leu
2715
zlu Gln Asp
2730
Glu Leu

Gly Ala

Ala
Ala

2745
2la Glu Gln

Lys
Asp

Arg Val Ala Glu

Ser Gln Leu Glu
2720

Asn Thr

2735

Leu Glu

Arg Glu

Ala Glu
2750

Arg Glu Arg Met

2785

Leu Arg Ala Rla

2780

Thr Ala Ala
2795
Thr Thr Lesu
2810
Leu Lys Ala
2BZ5
Gln Asp Arg

Ala
Gln
Glu
Glu
Thr

Glu &2la Arg

Lys Thr Ser Rla

2800

Glu Gln Leu Arg
2815

Leu Glu Ala Thr

2830

Z=n Thr
2845

Zla Ala

Arg Rla

zlu Leu

2860

Ala Thr Lys Ala

2875

Leu Glu Glu

2890

Ala Arg
2905

Arg Glu

Arg

Leu Lys

Zzsn Thr

Lys Arg Ala Rla

Glu Gln
2880
zly Ber
2895
Ala Ala

Saer Ile
Leu Arg

Ala Ala

2910
Arg Val Thr Leu
2925

Glu Leu Ala Ser

2240

Ser Ala
2955

Leu

Lys Thr

Gln Gln
2970

Leu Glu Ala

2985

Asn Thr Arg

Arg
Ala
Ala

2la Rla Glu Leu

Glu Gln Asp Arg
2960
Ser Glu Ala
2975
Ala Ala Lys
2950

Leu Glu Glu

Glu
Bla
2la

3005
2la Rla Arg Leu

inzo

Gln

45

Glu Arg Glu Ser



3025
Ala

Rla
Rla
Arg
Ala
3105
Ala
Leu
Gln
Ser
Ela
3185
Leu
Rla
Leu
Lys
Leu
3265
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

Arg Asp Rla Leu Glu

Glu
Glu
zlu
3090
Ala
Ala
Gly
Glu
Glu
3170
Ala
zlu
Ser

Glu

Lys
3250

Lys Rla Rrg Arg Rsp

21

9

3045

Leu Ala Ala
3060

Gln Glu
3075
Ser

Arg

Glu Glu

2la Rla Lys

Glu Glu
3125
Val

Leu
Thr Arg
3140
Arg Rsp Arg
3155
Ala Arg Ala

Lys Ser Ser

Glu Glu Leu
3205

Lys Glu

3220

Glu Cys

Lau

Gly
3235

Val Gln Ser

PRT

des

conocido
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3030 3035

Glu Lys Leu Arg Gly
3050

Leu Lys Ala Ala Ala

3065

&sn Thr Arg
3080

Ala Ala Glu

3095

Ser Ala Glu

Arg

Glu Val Thr

Arg Leu Ala
Ser
3110
Lys

Gln Asp

3115
Ser Glu
3130
Ala

Leu Arg Asp

Ala Ser Ser
3145

arg Ala Ala Leu

3160

Leu Thr Thr

Lys Ala

Ile Glu

Ala Glu
3175
Glu

Lys

Ala
3120
Val

Glu
3195
Lys

Gln Glu Arg
Asp Ala Arg Ala
3210
Leu Glu Phe Glu
3225
Leu Arg 2sn Asp
3240

Ser Lys

Glu Lys
Glu
3255
2la val His Rrg Lys

32795

Leu

3270

Secuencia N-terminal del polipéptido de fusién

21

Met His His His His His His Thr Ser

1

10

5

46

Ser Glu

Ala Ala

Glu
3085
Gln

Leu
Ser
3100
Arg Glu
Glu Arg
Lys Rla
Glu Lys
3165
Leu Glu
3180
Asn Ile
Leu Ala
Gly RArg

Lys Val
3245

3260
Glu

3040
Ala Arg Ala
3055
Lys Thr Ser
3070
G1ln

Gln Leu

Leu Glu Ala

Azn Thr Arg
3120
Ala Glu
3135
Ala Glu

Ala

Leu
3150
Leu Arg Asp

2la Thr Val
Val Rla
3200
Met Glu
3215
Gly Glu

Lys
Gly
Val

3230
Arg Tyr Ala

Tyr Gln Met Arg Ile Asp Glu Ala Arg
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de fusién aislado que comprende dos o mas antigenos de Leishmania seleccionados del grupo que
consiste en K26, K39, y K9, en el que el antigeno K26 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de
identidad con SEQ ID NO: 5; el antigeno K39 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de identidad con
SEQ ID NO: 6; y el antigeno K9 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 7;
y en el que al menos uno de los antigenos se aisla de Leishmania donovani.

2. El polipéptido de fusién de la reivindicacién 1, en el que el polipéptido de fusion comprende:

a) una secuencia de K26 que comprende SEQ ID NO: 5, una secuencia de K39 que comprende SEQ ID NO: 6 y una
secuencia de K9 que comprende SEQ ID NO: 7; 0

b) una secuencia de aminoacidos como se expone en 10-262 de SEQ ID NO: 8; 0
¢) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de identidad con respecto a 10-262 de SEQ ID NO: 8.

3. El polipéptido de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el polipéptido de fusién
comprende ademas una secuencia de aminoacidos N-terminal of MHHHHHHTS (SEQ ID NO: 21).

4. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido de fusién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
5. Una composicion farmacéutica que comprende,

(a) un polipéptido de fusiéon de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o

(b) un polinucledtido de la reivindicacion 4; y

un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

6. Una vacuna que comprende:

(a) un polipéptido de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o

(b) un polinucledtido de la reivindicacion 4; y

un potenciador de la respuesta inmune no especifica.

7. Un método para detectar una infeccion asintomatica o subclinica de Leishmania en una muestra biolégica
seleccionada del grupo que consiste en sueros, sangre y saliva, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra bioldgica con un polipéptido de fusién que comprende:

i) dos 0 mas antigenos de Leishmania seleccionados entre el grupo que consiste en K26, K39, y K9, en el que el
antigeno K26 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 5; el antigeno K39
comprende una secuencia gque tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 6; y el antigeno K9 comprende una
secuencia que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 7; o

i) la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NOs: 5-7; 0
iii) una secuencia de aminoacidos como se expone en 10-262 de SEQ ID NO: 8; o
iv) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de identidad con respecto a 10-262 de SEQ ID NO: 8.

en el que, opcionalmente, el polipéptido de fusion comprende ademas una secuencia de aminoacidos N-terminal of
MHHHHHHTS (SEQ ID NO: 21); y

(b) detectar en la muestra biolégica la presencia de anticuerpos que se unen al polipéptido de fusién, detectando de
este modo una infeccion de Leishmania asintomatica o subclinica en la muestra biol4gica.

8. Un método para identificar un paciente afligido con leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica que es
probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda, que comprende:
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(a) poner en contacto una muestra biolégica seleccionada del grupo que consiste en suero, sangre y saliva obtenida
de un paciente afligido con leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica con un primer polipéptido que es un
polipéptido de fusién que comprende:

i) dos 0 mas antigenos de Leishmania seleccionados del grupo que consiste en K26, K39 y K9, en el que el antigeno
K26 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 5; el antigeno K39 comprende
una secuencia que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 6; y el antigeno K9 comprende una secuencia
que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 7; 0

i) las secuencias de aminoacidos expuestas en SEQ ID NOs: 5-7; o
iii) una secuencia de aminoacidos como se expone en 10-262 de SEQ ID NO: 8; o
iv) una secuencia de aminoécidos que tiene al menos un 95% de identidad con respecto a 10-262 de SEQ ID NO: 8.

en el que, opcionalmente, el polipéptido de fusiébn comprende ademas una secuencia de aminoacidos N-terminal of
MHHHHHHTS (SEQ ID NO: 21); y

(b) poner en contacto independientemente la muestra biolégica con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos como se expone en las SEQ ID NO: 10 0 11;y

(c) detectar en la muestra la presencia de anticuerpos que se unen a al menos uno de los polipéptidos primero y
segundo, identificando asi a un paciente afectado con leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica que es
probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda.

9. El método de la reivindicacién 7, en el que el polipéptido de fusién esta unido a un soporte solido, en el que,
opcionalmente, el soporte sélido comprende nitrocelulosa, latex o un material plastico.

10. El método de la reivindicacién 8, en el que el primer y segundo polipéptidos se unen cada uno a un soporte
sélido separado, en el que, opcionalmente, los soportes so6lidos comprenden nitrocelulosa, latex o un material
plastico.

11. El método de la reivindicacién 7 o 8, en el que la etapa de deteccion comprende:
(a) eliminar la muestra no unida del soporte o soportes soélidos;
(b) afiadir un reactivo de deteccién al soporte o soportes soélidos; y

(c) determinar el nivel de reactivo de deteccion unido al soporte o soportes sdlidos, con relaciéon a un valor de corte
predeterminado.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que el reactivo de deteccién comprende un grupo indicador conjugado a
un agente de unién, en el que, opcionalmente, el agente de unién se selecciona del grupo que consiste en anti-
inmunoglobulina, Proteina G, Proteina A y lectinas; y/o en el que, opcionalmente, el grupo indicador se selecciona
del grupo que consiste en radioisétopos, grupos fluorescentes, grupos luminiscentes, enzimas, biotina y particulas
de colorantes.

13. Un kit de diagnostico para detectar leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica en una muestra biol6gica
seleccionada del grupo que consiste en sueros, sangre y saliva, que comprende:

(2) un polipéptido de fusién que comprende dos o mas antigenos de Leishmania seleccionados del grupo que
consiste en K26, K39, y K9; en el que el antigeno K26 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de
identidad con SEQ ID NO: 5; el antigeno K39 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de identidad con
SEQ ID NO: 6; y el antigeno K9 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 7;

y

(b) un reactivo de deteccién; en el que, opcionalmente, el reactivo de deteccion comprende un grupo indicador
conjugado a un agente de unién, en el que, opcionalmente, el agente de unién se selecciona del grupo que consiste
en anti-inmunoglobulina, Proteina G, Proteina A y lectinas; y/o en el que, opcionalmente, el grupo indicador se
selecciona del grupo que consiste en radioisotopos, grupos fluorescentes, grupos luminiscentes, enzimas, biotina y
particulas de colorantes.
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14. Un kit de diagnéstico para identificar un paciente afligido con leishmaniasis visceral asintomatica o subclinica que
es probable que desarrolle leishmaniasis visceral aguda, que comprende:

(&) un primer polipéptido que es un polipéptido de fusiébn que comprende dos o mas antigenos de Leishmania
seleccionados del grupo que consiste en K26, K39 y K9, en el que el antigeno K26 comprende una secuencia que
tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 5; el antigeno K39 comprende una secuencia que tiene al menos
95% de identidad con SEQ ID NO: 6; y el antigeno K9 comprende una secuencia que tiene al menos 95% de
identidad con SEQ ID NO: 7;

(b) un segundo polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en las SEQ ID NO: 10 o
11y

(c) un reactivo de deteccion; en el que, opcionalmente, el reactivo de deteccién comprende un grupo indicador
conjugado a un agente de unidn, en el que, opcionalmente, el agente de unién se selecciona del grupo que consiste
en anti-inmunoglobulina, Proteina G, Proteina A y lectinas; y/o en el que, opcionalmente, el grupo indicador se
selecciona del grupo que consiste en radiois6topos, grupos fluorescentes, grupos luminiscentes, enzimas, biotina y
particulas de colorantes.

15. El kit diagnéstico de la reivindicacion 13 o 14, en el que el polipéptido de fusién comprende:

a) una secuencia de K26 que comprende SEQ ID NO: 5, una secuencia de K39 que comprende SEQ ID NO: 6 y una
secuencia de K9 que comprende SEQ ID NO: 7; 0

b) una secuencia de aminoacidos como se expone en 10-262 de SEQ ID NO: 8; 0

¢) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de identidad con respecto a 10-262 de SEQ ID NO: 8.
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COMPARACION DE ELISA DE MUESTRAS DE SUERC DE PACIENTES CON LV
HUMANOS VENEZOLANCS DE K28, K39 Y K9

LV humana de Venezuela
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51



ES 2628 743 T3

COMPARACION DE ELISA DE K9, K26, K28 Y K39 USANDC MUESTRAS DE SUERO
DE LV CANINC DE VENEZUELA

LV canina de Venezuela
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