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NOUVEAUX MOYENS POUR LA PREVENTION DES LEISHMANIOSES.

L’invention a pour objet des constructions d’acides nu-
cléiques, caractérisées en ce quelles comportent des aci-
des nucléiques isolés en position sens, capables de coder
pour une protéine immunogene de formes promastigotes ou
de formes amastigotes de Leishmania, lesdits acides nu-
cléiques répondant a 'une des séquences SEQ ID N°1,
SEQIDN°2, SEQ ID N3, SEQ ID N°4 et SEQ ID N°5.

Application pour la surexpression de génes de Leishma-

nia codant pour un antigéne d’excrétion/sécrétion.
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Nouveaux moyens pour la prévention des leishmanioses

L'invention a pour objet de nouveaux moyens pour la prévention des leishmanioses
chez 'animal et chez I'homme.

Elle vise en particulier des molécules d'acides nucléiques codant pour des facteurs de
virulence ou de pathogénicité chez Leishmania et leur utilisation pour produire de tels
facteurs afin d'élaborer des compositions vaccinales contre les leishmanioses.

Les leishmanioses représentent 1'une des six maladies parasitaires majeures et sont
considérées, a ce titre, comme prioritaires par I'Organisation Mondiale de la Santé
(OM.S). Les leishmanies existent sous la forme promastigote extracellulaire, a
l'intérieur du tube digestif de I'insecte vecteur (le phlébotome), et sous la forme
amastigote intracellulaire, chez I'hote mammifeére. Plusieurs molécules, dont les
lypophosphoglycanes (LPG) ou une métalloprotéase appelée gp63, semblent jouer un
role important dans le pouvoir infectieux et la pathogénicité du parasite. Plus
récemment, une famille de glycoprotéines appelées antigénes de surface de
promastigotes, PSA (pour "Promastigote Surface Antigens"), a suscité un intérét
nouveau. Ces PSA sont caractérisées par la présence de motifs répétés riches en
leucine pouvant intervenir dans les interactions de type protéine/protéine et
confeérent une immunité protectrice a médiation cellulaire de type Th 1 chez la souris.
Chez des organismes, tels que les bactéries ou les plantes, il est apparu que les PSA
étaient impliquées dans des fonctions comme 1'adhésion cellulaire, la résistance aux
pathogenes et la transduction de signaux.

Cependant, aucun role biologique n'a été décrit, ni suggéré, chez Leishmania.

Ce role a pu étre étudié par les inventeurs grace a la technique qu'ils détiennent pour
cultiver des promastigotes et des amastigotes de Leishmania dans des conditions
asériques et axéniques , avec un milieu totalement défini , c-a-d dont les constituants
sont tous identifiés, et qui fait I'objet du brevet FR 93 05 779 du 13 mai 1993 au nom
de IIRD (ex. ORSTOM). La maitrise de ce procédé leur permet de disposer de

formes parasitaires dépourvues des contaminants apportés jusqu'alors par les
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milieux de culture, et de déterminants antigéniques sous une forme hautement
purifiée.

Dans ledit brevet FR de la Demanderesse, on a déja décrit l'isolement et
l'identification d'une PSA excrétée/secrétée (antigéne d'excrétion/secrétion ou AES
en abrégé) de 38 kDa et de 45 kDa dans le surnageant de culture de L. amazoniensis.
Les inventeurs ont a présent isolé et cloné 'ADNc codant pour cette protéine et
procédé a I'évaluation de son rdle dans la biologie du parasite en mettant au point
une stratégie de transgénése additionnelle. Ces travaux ont permis de mettre en
évidence l'implication de cette PSA en tant que facteur de virulence et/ou de
pathogénicité et d'élaborer des constructions permettant de surexprimer le géne de
Leishmania codant pour cette PSA, ce qui permet de développer des moyens pour
l'obtention de compositions vaccinales contre les leishmanioses.

L'invention a donc pour but de fournir des séquences d'acides nucléiques capables
de coder pour des PSA de formes promastigotes et de formes amastigotes de
Leishmania, constituant des facteurs de virulence et/ou de pathogénicité.

Elle vise tout particulierement a fournir des vecteurs de surexpression de ces PSA,
ainsi que des parasites génétiquement modifiés.

L'invention vise en outre les surnageants des milieux de culture des PSA obtenues,
ainsi que les PSA isolées, purifiées, et la mise a profit de leurs propriétés pour
élaborer des compositions vaccinales contre les leishmanioses.

Les séquences d'acides nucléiques de l'invention correspondent a des acides
nucléiques isolés capables de coder pour une PSA de formes promastigotes ou de
formes amastigotes de Leishmania, lesdits acides nucléiques répondant a l'une des
séquences SEQ ID N°1, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4 et SEQ ID N°5.

Les séquences d'acides nucléiques de l'invention sont plus spécialement des
séquences de clones d'ADNc appartenant a une famille répondant aux
caractéristiques illustrées par la figure 2 et comprenant en particulier un site de
restriction Sall et deux sites de restriction Hindlll, avec un codon stop situé en aval

du premier site HindlIl.
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L'invention vise en particulier les clones d'ADNc de ladite famille comportant un site
de restriction EcoRV et/ou Pstl entre les deux sites Sall et Hindlll, ou de part et
d'autre du site Sall.

L'invention vise également les protéines immunogeénes isolées, caractérisées en ce
qu'elles présentent une séquence telle que codée par les acides nucléiques définis ci-
dessus.

Ces protéines appartiennent a la famille dite des antigénes de surface de
promastigofes (PSA en abrégé) et possedent des régions caractéristiques illustrées
sur les figures 3A et 3B. Ces protéines peuvent &tre modifiées post-
traductionellement par des N-glycosylations, phosphorylations et 'ancrage d'un GPI.
Elles possedent un peptide signal hydrophobe en position carboxy-terminale.

Par clonage directionnel des séquences définies ci-dessus dans un vecteur
d'expression, les inventeurs ont obtenu des constructions permettant de les exprimer
en position sens.

L'invention vise donc des constructions d'acides nucléiques, caractéfisées en ce
qu'elles comportent des acides nucléiques isolés en position sens, capables de coder
pour une protéine immunogene de formes promastigotes ou de formes amastigotes
de Leishmania répondant a I'une des séquences SEQ ID N°1, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3,
SEQ ID N°4 et SEQ ID N°5.

L'invention vise notamment les constructions d'acides nucléiques comportant des
séquences de clones d'ADNc appartenant a une famille répondant aux
caractéristiques illustrées par la figure 2 et comprenant en particulier un site de
restriction Sall et deux sites de restriction Hindlll, avec un codon stop situé en aval
du premier site HindIIL

Les clones d'ADNc comportant un site de restriction EcoRV et/ou Pstl entre les deux
sites Sall et Hindlll, ou de part et d'autre du site Sall sont particulierement préférés.
Des constructions particulierement avantageuses comportent comme séquences
d'acides nucléiques, une séquence choisie parmi SEQ ID N°1 a SEQ ID N°5.

Des constructions préférées comportent lesdites séquences d'acides nucléiques dans

un plasmide a multiplication rapide tel que pTex.




10

15

20

25

30

2862313

Elle vise également les souches de Leishmania transfectées par de telles constructions
qu'il s'agisse de formes promastigotes, ou de formes amastigotes.

Des souches transfectées préférées, compte tenu des applications vaccinales visées,
sont des souches de L.infantum.

De maniére avantageuse les PSA sont produites en grande quantité, de maniere
constitutive, dans les parasites.

L'invention vise également un procédé de transfection d'un parasite de Leishmania,
caractérisé en ce qu'on introduit dans le parasite de Leishmania un vecteur tel que
défini plus haut, comportant un marqueur, on sélectionne les parasites transfectés
grace audit marqueur, on les met en culture dans un milieu axénique et asérique
totalement défini et on récupére le surnageant de culture qui renferme les protéines
immunogenes présentes dans des concentrations de l'ordre de 10 a 20 fois
supérieures a celle produite par la souche mere de Leishmanie.

L'introduction du vecteur dans le parasite est par exemple réalisée par
électroporation.

L'insertion de ces acides nucléiques dans les parasites permet d'augmenter le pouvoir
infectieux de ces derniers : leur capacité a survivre dans le macrophage infecté et a
s'y multiplier est supérieure jusqu'a 5 fois celle du parasite non transfecté par de tels
acides nucléiques.

Lesdites PSA sont produites en grande quantité dans le surnageant du milieu de
culture des parasites. L'invention vise donc également les surnageants des milieux de
cultures desdits parasites génétiquement modifiés, ainsi que les PSA isolées a partir
de ces surnageants et purifiées.

L'invention fournit ainsi des moyens de grand intérét pour répondre a la demande
industrielle de disposer de quantités importantes de protéines constituant des
facteurs de virulence/pathogénicité chez les Leishmanies.

Grace a leur pouvoir immunogene, ces protéines permettent d'obtenir, apres
immunisation d'animaux selon des techniques classiques, des anticorps polyclonaux
et d'élaborer des anticorps monoclonaux. L'immunisation de souris a ainsi permis

d'obtenir des anticorps anti Ig G2A et celle de chien des anticorps IgG2.
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L'invention vise donc également de tels anticorps et mise a profit de leurs propriétés
pour élaborer a une échelle exportable industriellement des compositions vaccinales
contre les leishmanies chez 'homme ou animal.

Les applications diagnostiques de ces anticorps font également partie de I'invention.
D'autres caractéristiques et avantages de I'invention seront donnés dans les exemples
qui suivent dans lesquels il sera fait référence aux figures 1 a 6 , qui représentent,
respectivement :

- la figure 1, I'alignement en 3' des séquences nucléotidiques de clones d'ADNc selon
I'invention ;

- la figure 2, un schéma récapitulatif des séquences nucléotidiques des clones
d'ADNCc obtenus apres criblage immunologique par un anticorps monoclonal anti-
AES des banques d'expression des formes promastigotes et des formes amastigotes
de L. amazonensis. Les sites des enzymes de restriction sont indiqués au-dessus de
chaque séquence ;

- la figure 34, la localisation de différentes régions protéiques, caractérisées par leur
composition particuliere en acides aminés, présentes sur la séquence protéique
déduite de I'ADNc du clone A3B, et la figure 3B une représentation schématique de
la séquence protéique déduite de I'ADNc du clone A3B codant pour une PSA ;

- la figure 4, les analyses des transcrits par RT-PCR chez les formes promastigotes (P)
et amastigotes (A) ;

- la figure 5, le niveau de production de la protéine par western-blotting, a l'aide d'un
anticorps anti-PSA, et

- la figure 6, l'effet de la surexpression d'une PSA de L. amazonensis sur le pouvoir

infectieux des parasites.

1 - Caractérisation moléculaire des immunogénes majeurs des AES des formes

promastigotes et amastigotes de L. amazonensis. (Lma en abrégé)

Cette caractérisation a été effectuée en criblant des banques d'expression d'ADNc des
formes promastigotes et des formes amastigotes de L. amazonensis a l'aide d'un
anticorps monoclonal dirigé contre I'immunogene majeur des AES.

- Caractéristiques des bangues d'ADNCc ;
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Deux banques d'expression d'ADNg, respectivement de formes promastigotes, et de
formes amastigotes de L. amazonensis ont été réalisées. Les caractéristiques de ces
banques sont présentées au tableau I. Les parasites de phase exponentielle et
stationnaire ont été mélangés afin d'avoir accés aux différents transcrits pouvant étre
exprimés au cours des différentes étapes de leur culture in vitro. 5 x 10* phages par
banque ont ensuite été criblés immunologiquement avec I'anticorps monoclonal F5
dilué au 1/500%me, L'obtention de cet anticorps fait I'objet de l'exemple dans le brevet

FR mentionné ci-dessus.

Tableau I
Banque d'ADNc Lma LES | Promastigotes Amastigotes
J4+]7
récoltes J4 +J7 7,8.10° 7,8.10°
Titration aprés packaging |350 000 500 000
Titre apres amplification |8,32.107 ph/ul 2,16.108 ph/ul

J4 + ]J7 = parasites récoltés au 4®me jour, en phase exponentielle, et au 72me jour, en
P J P P J

phase stationnaire de leur croissance.

- Isolement et séquencage des clones reconnus par 'anticorps monoclonal F5

13 clones de la banque promastigote et 11 clones se sont révélés positifs de la banque
amastigote se sont révélés positifs. Tous ces clones ont été isolés par criblage
secondaire et tertiaire.

L'ADN plasmidique de I'ensemble des clones isolés a été analysé apres différentes
digestions enzymatiques et les ADNc possédant des inserts de plus grande taille, par
digestion EcoRI/Xhol, ont été retenus afin d'éliminer les ADNc trop tronqués en 5'.
Comme le montre le tableau II, les clones 1A1, 1B1, 2B3, 2C1, 2D1 et 2E1 de la banque
d'ADNc de promastigotes et les clones A3B, V4A, V5, W2 et W3 de la banque
d'amastigotes présentent les inserts de plus grande taille.

L'analyse de ces clones, en déterminant la présence ou non de deux sites d'enzymes
de restriction (HindIll et Sall) préalablement sélectionnés, a montré qu'ils

présentaient une forte homologie de leur séquence nucléotidique.
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Par double digestion HindlII/ Sall, trois classes différentes de clones ont été mises en
évidence avec un fragment HindIll/Sall d'une taille, respectivement, inférieure a
400 pb (clone 2G1), de 500 pb (clones de type 2C1 et A3B) ou de 600 pb (clones de
type 1A1 ou W2). Ainsi cinq types de clones, choisis selon les caractéristiques
particulieres de leur ADN (la taille de l'insert et la localisation de certains sites
d'enzyme de restriction) sont représentés en caractere gras dans le tableau II.
Tableau II
Banque d'ADNc de promastigotes de Lma

Clones 1A1|1B1|1C1 |(1D5|1F1 |2A2 [2B3(2C1 |2D1|2E1|2F1 |2G1 [B3
ADNCc A

Taille des
inserts

EcoRI/Xhol 2,5 |25 [2-22 |05 |2 (2(>) |25 |24 |24 |24 (2 (1,72 |17
(kb)

Carte de

restriction

Sall o 0|0 [N NN |O|0O O |0 |N |O |N

Hindlll 1,141,111 |/ (11|11 |11 11 (1,1 {11 |11 |11 |11

HindIIl/Sall {600 [600 500 [N [N [N 600 (500 [500[500 [N |<400 |N
(pb)

Expression
de protéine
recombinant

e

(kDa) a5 |/ (40 |/ [/ |/ |7 145 |/ |/ (39 |2 [18

Banque d'ADNc amastigotes de Lma

Clones A3B |VIB [V2D |V3A |V4A |V5 |WIA |W1C |[W2 |[W3 |W5
ADNc

Taille des

inserts
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- 8
EcoRI/Xhol (2,3 |2-221(22 |? 23 123 |2 2 23 (22 (17
(kb) |
Carte de
restriction
| Sall @) ) O N O @) N |[N |O O N
Hindlll i1 11 117 |11 11 (1,1 |11 1,1 (11 |11 |11
Hindlll/Sall {505 |500 |500 (N 500 [500 [N |N 600 |500< N
(pb)
Expression
de protéine
recombinante
(kDa) 425 |/ 36,5 |/ 36,5 (43 |/ / 45 |/ /

O= oui, pour site présent ; N= non, pour site absent ; / = réalisé ; ? = résultat non

obtenu.

Le tableau II donne également les résultats relatifs & la capacité des clones a exprimer
une protéine recombinante. L'IPTG a été utilisé comme agent d'induction. Les
échantillons ont été analysés par SDS-PAGE et immunoblot en présence de
l'anticorps anti-AES des formes promastigotes et/ou des formes amastigotes,
préalablement absorbé en présence de lysat de E. coli. On obtient des résultats
équivalents. On note pour les clones d'intérét I'expression de différentes protéines
recombinantes allant de 42,5 kDa de poids moléculaire apparent (clone 2C1), a 43
kDa (clone A3B) ou 45 kDa (1A1 et W2).

On rapporte sur le document "Listage des séquences', les résultats du séquencage :

- des trois types de clones suivants de la banque promastigote :

.le clone de type 1A1, qui exprime une protéine de plus grand poids moléculaire. Les
clones de type 1B1 et 2B3 sont du méme type que ce clone ;

. le clone 2C1 (SEQ ID N°2), qui exprime une protéine recombinante de poids
moléculaire inférieur a celle du clone 1A1 ;

. le clone 2G1, qui a la particularité de posséder un petit fragment HindIIl/ Sall ;

- des deux clones suivants de la banque amastigote :
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. les clones de type A3B, qui expriment une protéine recombinante d'environ 43 kDa
et posSédent un fragment Hindlll/Sall de 500 pb, le clone V5 apparaissant identique.
Les clones V2D et V4A sont considérés comme des clones tronqués du méme type ;

. le clone W2, qui exprime une protéine recombinante de 45 kDa et qui présente un

fragment Hindlll/ Sall de 600 pb.

. Etude des cing séquences d' ADNc

L'alignement des cing séquences d'ADNc obtenues est représenté a la figure 1 ot les
différences entre ces clones sont seulement dues & la présence d'une séquence
tronquée en 5' et/ ou l'insertion de séquences d'environ 72 nucléotides du coté 5'. Les
clones présentent ainsi une (clones 2C1 et A3B) ou trois (clones 1A1 et W2) insertions.
Hormis ces zones d'insertions, les clones présentent des homologies de l'ordre de
99% et peuvent étre considérés comme appartenant a une famille d'ADNc. Seul le
clone A3B possede le codon ATG d'initiation, les autres clones étant tronqués en 5'.
Cependant I'ADNc A3B ne possede pas la séquence de 39 nt codant pour le "splice
leader" retrouvée en 5' sur tous les ARNm de Leishmania.

Les ADNc des clones A3B et 2C1 présentent une homologie quasi totale et sont donc
considérés comme identiques, 'ADNc du clone 2C1 correspondant a une partie
tronquée en 5' de ' ADNc du clone A3B.

Le clone A3B, représentatif de cette famille a fait I'objet d'un séquencage entier dans
les deux sens.

On a rapporté sur la figure 2 les sites des enzymes de restrictions pour chacun de ces
clones. V

Les séquences SEQ ID N°1 a 5, correspondent respectivement a celles des ADNc de
A3B, 2C1, 1A1, 2G1, W2.

- Analyse des différentes séquences protéiques déduites

La traduction des différentes séquences d'ADNc en séquences protéiques a été

réalisée en choisissant le cadre de lecture correspondant a celui suggéré par la
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position du codon d'initiation sur le plasmide pB-SK, dont la transcription est sous le
controle du promoteur du géne lacZ soumise a I'induction par I'IPTG.

La protéine A3B présente les régions illustrées sur les figures 3A et 3B. En NH»-
terminal, on identifie un peptide hydrophobe, pouvant étre clivé, qui est décrit dans
la littérature comme un peptide signal de la voie sécrétion. On rencontre ensuite le
domaine répété riche en leucine, au nombre de 6 répétitions pour le clone A3B. A une
dizaine d'acides aminés de la fin de ce domaine se trouve une région riche en proline,
thréonine et sérine, appelée ci-apres région poly P/T/S. Cette région est suivie d'une
région riche en cystéines, pouvant étre impliquée dans des ponts disulfures. Enfin la
séquence protéique se termine par un peptide signal hydrophobe.

Les ADNc des clones A3B et 2C1 présentent une homologie quasi totale et sont donc
considérés comme identiques, I'ADNc du clone 2C1 correspondant & une partie
tronquée en 5' de I'ADNc du clone A3B.

Le clone A3B, représentatif de cette famille, a fait I'objet d'un séquencage entier dans
les deux sens.

On a rapporté sur la figure 2, les sites des enzymes de restriction pour chacun de ces
clones Nt=nucléotides ; ATG=codon d'initiation ; TAG=codon stop.

L'analyse sur le banque de donnée PROSITE montre que la protéine A3B possede un
site de N-glycosylation localisé a la fin de chaque domaine répété riche en leucine, et
12 sites potentiels de phosphorylations.

L'analyse de la localisation de cette protéine sur le serveur PSORT prédit une
localisation cytoplasmique a 92%, ce qui indique que la protéine est soluble. Cette
protéine est vraisemblablement ancrée a la surface par un Glycosyl Phosphatidyl
Inositol ou GPIL Le peptide signal hydrophobe peut donc étre clivé et permettre
l'ancrage du GPI au niveau de 'asparagine (D).

Le poids moléculaire théorique de la protéine du clone A3B différe d'environ 2,9 kDa
avec celui des protéines 1Al et W2, ce qui est en accord avec la différence de 2,5 kDa
observée entre les protéines recombinantes correspondantes. Cette différence est due
a la présence d'un nombre variable de répétitions riches en leucines ou LRR, chacune

présentant aussi une composition en acides aminés particuliere.
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Les poids moléculaires apparents et théoriques des quatre types de PSA de

I'invention sont rassemblés dans le tableau III suivant.

Tableau III
Type de PSA P.M. de la protéine |P.M. théorique (non |P.M. sans peptide
recombinante tronquée) signal (3,2 kDa)
4 LRR (2G1) / 33,5kDa 30,3 kDa
6 LRR (A3B) 42,5kDa 38,5 kDa 35,3 kDa
7LRR (1Al et W2) |45kDa 41,4kDa 38,2kDa

2 - Obtention de parasites génétiquement modifiés :

Le clonage directionnel du géne LaPSA 38s dans le vecteur d'expression pTex a
permis d'obtenir une construction capable d'exprimer le géne PSA en position sens.
Le plasmide pTex-LaPSA 38s orientation sens et le vecteur pTex vide ont ensuite été
électroporés dans la souche sauvage Leishmania infantum Mon 1 Clone 1, puis les
parasites ont été sélectionnés par la génétycine.

L'étude a été réalisée sur des parasites de l'espéce L. infantum sauvages (Sau), ceux
tranfectés par le pTex vide (pTex) et ceux transfectés par le pTex contenant la
séquence nucléotidique d'intérét (Sens).

Caractérisation moléculaire :

L'analyse de I'ADN total par southern blot montre que la construction sens est stable
et amplifiée chez la souche transformée. Les résultats sont illustrés sur la figure 4 qui
donne les analyses des transcrits par RT-PCR chez les deux formes, promastigotes (P)
et amastigotes (A). La figure 5 donne le niveau de production de la protéine par
western-blotting, a I'aide d'un anticorps anti-PSA (figure 5A : protéines constitutives ;
figure 5B : protéines excrétées /sécrétées)

Caractérisation phénotypique des mutants :

La comparaison des cinétiques de croissance entre Ldi WT, Ldi pTex et Ldi Sens

montre que la surexpression de LaPSA 38s n'interfére pas avec la croissance des
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parasites. Seule une phase de latence plus longue est observée pour les souches
transformées par rapport a la souche sauvage.

La sensibilit¢ a la lyse par le complément humain a également été¢ étudiée.
Récemment, il a été démontré que la PSA de L. amazoniensis avait la propriété
d'inhiber l'action du complément in vitro. Les promasigotes "sens" sont plus sensibles
au complément. L'exces de PSA a la surface des parasites peut ainsi entrainer un
clivage ainsi qu'une formation de complexes plus importante engendrant une lyse
accrue.

Etude de pouvoir infectieux des parasites.

Pour étudier l'effet de la surexpression de LaPSA 38s sur le pouvoir infectieux des
parasites, la premiére approche a consisté a mettre en contact des promastigotes des
souches transformées avec des macrophages de chien, qui est le réservoir domestique
naturel de la leishmaniose viscérale.

Les figures 6A et 6B donnent les résultats obtenus, respectivement, 2 h apres contact
avec les promastigotes et 48 h aprés contact avec les amastigotes sur ces figures,
I'index parasitaire correspond au % de macrophages infectés par la souche Sens x le
nombre de parasites par macrophage/% de macrophages infectés par la souche
témoin (pTex) x le nombre de parasites par macrophage.

Les promastigotes surexprimant LaPSA 38s, présentent un pouvoir infectieux 2 fois
plus important vis-a-vis des macrophages canins. De plus, aprés phagocytose, les
amastigotes exprimant le transgene possédent une capacité a survivre et a se
multiplier dans la vacuole parasitophore significativement supérieure (2,5 a 5 fois) a

celle du témoin transfecté par le vecteur vide.
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REVENDICATIONS

Constructions d'acides nucléiques, caractérisées en ce qu'elles comportent des
acides nucléiques isolés en position sens, capables de coder pour une protéine
immunogeéne de formes promastigotes ou de formes amastigotes de
Leishmania, lesdits acides nucléiques répondant a 1'une des séquences SEQ ID
N°1, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4 et SEQ ID N°5.

Constructions selon la revendication 1, caractérisées en ce que les séquences
d'acides nucléiques sont des séquences de clones d'ADNc comprenant en
particulier un site de restriction Sall et deux sites de restriction Hindlll, avec
un codon stop situé en aval du premier site HindIIl.

Constructions selon la revendication 2, caractérisées en ce que lesdites
séquences d'acides nucléiques comportent un site de restriction EcoRV et/ou
Pstl entre les deux sites Sall et Hindlll, ou de part et d'autre du site Sall.
Constructions selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisées en
ce que lesdites séquences d'acides nucléiques sont clonées en position sens
dans un plasmide, tel que pTex.

. Souches de Leishmania génétiquement modifiées, caractérisées en ce qu'elles
correspondent & des formes amastigotes ou promastigotes de Leishmania
transfectées par une construction selon I'une quelconque des revendications 1
a4

. Souches selon la revendication 5, caractérisées en ce qu'il s'agit de souches de
L.infantum.

Procédé de transfection d'un parasite de Leishmania, caractérisé en ce qu'on
introduit dans le parasite de Leishmania une construction selon I'une
quelconque des revendications 1 a 4, comportant un marqueur, on sélectionne
les parasites transfectés grace audit marqueur, on les met en culture dans un
milieu axénique et asérique totalement défini et on récupere le surnageant de

culture qui renferme les protéines immunogenes présentes dans des
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concentrations de I'ordre de 10 a 20 fois supérieures a celle produite par la

souche mere de Leishmanie.




SEQID N*1

SEQIDN°2 . 2

SEQID N°3

SEQ ID N°4

SEQ ID N°5
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A8 , GACCCCTGTTGCGA
3B SFEGECE RGO GEETCeCETEOTHRIGECH0EL
20
2C1 13
1Al 10
AIB k
w2 H
!
261 :
a1 !
1Al i
A3B :
w2 ;
1
2Gt
2 :
1AL
A3B
w2
2G1
1
AL
A3B
W2
2G1
2C1
FAY
AlB
W2
261
21
1AL
A3B
w2
2G1
21
PAL
AMB
w2
]
20
NG|
PAd
38
W2
2t
21
fAl ACT! G
A8 CCGACEGC.TGCL’CC CGACCACGACTAACCCGCCEAT CCAGCAGCCTCCICTACTCETT GGG
w2 CCGACTGCTGCTCCGGOAACGACCACGACTAACCCGLLEACCACCACCGGCACCCCAGCAGCCTCCTCT! ACICCITSICG\GGG‘FCGGGGTGCGAGGYGG 762
2G1 A’I‘GGGTGTGAGGTG’TGCGAGGGGGACI‘CCGCTGCGCGGTGCGCCAGGTGCCG’E’GAGGGCF-\CTCCCTGACGGACGA FANGACGT
NG G CG‘PGAGGGCI'ACICCCJ‘GACGGAC G GACGTGCGTGGCA
AL y
A ATGGGTGT GGTGTGCGAGGGGG-\CTCCGCTGCGCGGI‘GCGCCAGGT
w2 ATCOGTGTGAGGTGTGCGAGGGEGACTCCGCTGEGECGGTGCGECAGREGCL!
G TG(}CGGCGTGGCGGCGGCGTC:\AGCGG-\GCGGTGGCYGCGGCTGCEGT T GGG‘C'GGCTGTGGGTTG».GC@GG{;G@G@GGC‘ TGAGGGTGCEGCEGE 737
M| GGG’IGCGGCGGG 941 i
fAL TG GGGTGCGGCGAC 1010
A uGoLthuuut TGAGCGTC GGGTGCGGCGGG 142
w2 TGGCGGC’G‘[’GGCGGCGGCGTCAAGCGGAGCGGTGGC’EGC GCEG!‘GIGGGCGGCTGTGCIG’ETGAGCGTGGGGC!GGTGGCGTG&GGG‘EGGCGCCGC 962
G cccCTmCTcrcchchccchGTGcchCCCTCGccccCGGCACGGg,pxuuwuuu,z. TCTCTCACCCCCACCAGECGACGEGGAGACCGACAGE 857
2 i TGGTGCCCCTGGTGCCTGCCCTCGCECCCGGCACGGCATCGTCGETGCCCTCTCTCACCCLL, CCAGCCGACGGGGAGAQCQACAGC 1041
PAl ; GGGGAGACCGACAGC 1108
AR u,u.xuLumurwxwubuwmt.uuu.c u,uu.c.u.u CGGGG GACCGAC’AGC 1242
w2 CCCCICTICICIG TGGTGCCCCTGGTGCCTGECT XLULLLLLAGCACGGGGTCGTCGCTGCCCTC’IC -\CCCCCACCAG CCGAAGGGGAGACCGACAGC 1061
G CERTCCGEE G TTOTGECGECTGEACGOATOCACGEOCATOCGOAGGLGICCRIGLTTRIGE 937
Mall 1081
TAYL
A3B
w2
2G1 .
1AL :
A3B ‘
w2
2Gi (
A3B {GCGACGTACGGA-TGCGCTGTCCGGCCCTCTTCGACGGGGCTCGLT - 1439
A3B TGCGGTGCTGTGCTCTCGTGGTCTGTGCCGGTGCTGCCCTGGCGGGGTGAGAGCTGGCGGGGGCGTGGGTGCGCGCGCGGCAGCTCTCCGCTGCGTTGAG 1539
AR GGEGGCCTGCCCCTGCGTCCGCGCACCGTCGCGCTCTCCTCGACGCCACTGCGCGCGCTTGTTGGCTTGCTTTGCTCTGTCGTGCGCACTCTCTCTTATT - 1639
A3B TTCCGTTTCATTCGCCTGTATTCTCTTCTCCCACCGCACTGCGGCCTCGTCACCGCGGCCGTGCGGTGCGCAGGCGGGTGATGTGCCGTTGTGCCCCCLE 1739
A3 TTTCATGGCGCGCTGGGCCGATCGCCCTCTTGCCTCCCTCCTCCCCCTCCCCCTCCCGCCGGTCCTGTCAATTGTATATCCGTGGACCTTATCTTCGTAC 1839
A3 TGCCTCCGCGCCTCTTCCGTAAAGCTTCGTTGGCGTGTGCCGCCCCCCGGACGTCAGCGCCGCTGTGCTCGCATGCTCACGGTGCGTCCCCGTGLGTGEG 1939
A3 COTCCACGTAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGTACGGTTATATATAGGAATTTGTGTATGTTGAGGTGTATGCATG 2039
A TGCGTGCGTATATTAGTGTGTGCGAGCACGCGTGTTGCGCCACGCTCTGCTGCCCGCCTCCGCTGTGCGTGTCACTCGCTGTGGGCGCGATGGCAAGGTGG 2139
A8 CGCCGGGTGGTGGCCGTGCGGCGGGCCGGGGCTCCTCTGTGTTTCTCTATTTCTCTGTTCCCTGTTGACCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 2233
FIGURE 1 SEQIDN°1 A38B
SEQIDN°2 2C1
S .0' Q 1Ffa eY o oA o
Alignement des différentes séquences ADNc obtenues SEQIDNS 141
SEQIDN°4 2G1

SEQ ID N°5

w2
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AR

2Ct

1Al

i

Rl

A3B

2C

AL

261

w2

A3B

201

PAL < - .
261 GCIGTGG CC ) AEA § L

w2 GCTGTGEGTGTCACTCGETGT GGOCECOCTEOCEEG umuuLGGGTGGrGGCCGTGCGGCGGGCGGGGGCTCCTCFGm
A3 nu,u:rmuuuuxLu,uGXTGACCl'C

2t TITCTCTATTTCICTGTTCCCTGTTGACCCCAS

1AL I'I'TCTC‘['ATTTCTCYGI’I CCCIGTT GACCTCAAG.

2Ge TTTCJ‘CT\T'I’ICTCTGTTCCCTGITGCCCTCC AR

w2 mcmumcrcrm‘r CCCTGTTGACCTCA.—\GAAAAM—\M

FIGURE 1 (Suite)

Alignement en 3’ des séquences nucléotidiques des différents clones ADNc

SEQIDN°1 A3B
SEQIDN2 2C1
SEQIDN®3 1Al
SEQID N4 2G1

SEQIDN°5 W2
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Clones de la banque ADNc promastigote Poly A
Sall Pyl Hindlll HindIII i
ZGl -!—ﬂ_' T ! e —— __|__.,,
2C1 Sall EcoRV Hindll O HindIll
[[——r!: [_T_I‘—I—WL N e 4____—m
(= A3B) TGA
Sall Psit Hindlll 5 HindlIl
1 Al | —r——T1—T11 E y— 1 N e e ___l____m
Clones de la banque ADNCc amastigote
MOt Sall EcoRV Hindtl ' HindI1l
Sall EcoRV Pyl Hindlll ¢ Hindill
W2 __]l'_f 1 1E yo— |r N _t____m

= =répétition de 72 ou 75 nt

— — — — =non séquence

FIGURE 2
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Peptide signal de la
voie de sécrétion

/

MAQCVRRLVLAAPLAAVVALLLCTSSAPVARAAGTSD FTEAQQTNTLTVLQAFARAI
PALGDTWTGSDFCSWKHHCDS PGVGVWMGDVDYTGTLPEMPASVDYKDV

MITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSS
LTSLISLCIEKSEKVTGTLPAQWSS

Domaine répété

MTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSS
MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSG
MAKAEAVQLENCGLSGSLPPSWSA
MPKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWRE
KDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACR
PTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGS

-

riche en leucines

Région poly P/T/S

GCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHD «——

Région riche en cystéines

GGVAAASSGAVAAAAVYWAAVLLSVGLVA \

Peptide signal hydrophobe

FIGURE 3A

o N-glycosylation
region codant pout :

le peptide signal hydrophobe Région signnlid ;‘;;ltl"dgc
de la voie de séeréti . oly P/T/S du
A3B ¢ sécrétion ¥ Domaine L RR POty
NN & 3 bRt 3y
Région .
. 5 peptide
riche

hydrophobe

en cystéines

FIGURE 3B
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606 ph,

<" Différenciation in vitro

Sau pTex Sens ,'

;

606 pb

FIGURE 4
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-Protéines constitutives

_~Sau L.aSau pTex  Sens

//,/
56 kDa
46 kDa

10 ug par piste ; L. a :Leishmania amazonensis.

-Protéines excrétées/sécrétées

Sau pTex Sens L. a Sau
A A
£ N 7 N

’

1ol 10ul  1Oul Sul 2ul 2ul Spl IO_ul‘

FIGURE 5

2862313



2862313

7/7

7}
c
@
»
=]
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chien 3

EE T ]
chien 2
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FIGURE 6A
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/
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FIGURE 6B
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<110>
<120>
<130>
<140>
<1l41>
<160> 5
<170>
<210> 1
<211> 2526
<212> DNA
<213>
<400> 1
gacccctgtt
60
ctgtggtgge
120
gcgacttcac
180
cgatccctge
240
tctgcgacte
300
cggagatgcc
360
caatgggcca
420
tatcactgtg
480
cgatgacgtc
540
cccagtggag
600
gcacgctgcece
660
gcggtctgte
720
cactgagcgg
780
tcgatgtgac
840
gccecgactge

FR 03 13 555
2003-12-19

gcgaatggcg

gctgetgetg

tgaggcgcag

gcttggggac

ccececggegte

tgcgagegtc

ggggctgage

catcgaaaag

gctggacaac

ctcgatgaag

gtccgagtgg

cgggagtctg

caaccacttc

catcgaggaa

tgctceggga

d ©1158.8T25

SEQUENCE LISTING

CP/BB 61158-1820

PatentIn version 3.1

Leishmania amazonensis

cagtgcgtéc
tgcacgagca
cagacgaaca
acgtggacgg
ggcgtgtgga
gactacaagg
gggacgctge
tctgagaagg
cttaacctgc
cagctgaccg
agtgggatgg
cceeectegt
tgcgggtgeg
tggcacatgg

acgaccacga

étcggctggt
gtgcaccggt
cgctgacggt
gcagcgactt
tgggcgatgt
acgtcatgat
ccececteatg
tcaccggceac
acgacacggc
ttctggatct
cgaaggccga
ggtctgcgat
tgccegactce
gcgaggactg

ctaaccecgcee

Page 1

gctggcggeyg
ggcgegtget
gctécaggcg
ctgctcgtgg
ggattatacc
cacggaactg
gagctcgcectg
gctgcectgece
ggtctcegge
ggagggcact
ggccgtgeag
gccgaagcetg
gtggagggag
caagcttgct

caccaccacc

INSTITUT DE LA RECHERCHE POUR LE DEVELOPPEMENT (IRD)

-NOUVEAUX MOYENS POUR LA PREVENTION DES LEISHMANIOSES

cccectegeeg

gcggggacga

tttgcgegtyg

aagcacatca

ggcacgctgce

aacttcagcg

acgtccttga

cagtggagcet

acgctgectg

aaggtgtccg

ctggagaact

cgtatcgtct

aaggaccgcc

aacgcctgec

ggcaccccag

2862313
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cagcctcecte
960

agggggactec
1020

agacgtgcecect
1080

ccgcectgetgt
1140

ggcacacgcg
1200

ctgcacggat
1260

gtctcteegt
1320

gtgtcgectt
1380

gtgctgccge
1440

gcggtgetgt
1500

ggcgtgggtg
1560

cgcaccgtcg
1620

gtgcgcactce
1680

cggectegte
1740

ttcatggecge
1800

gtcctgtcaa
1860

aagcttegtt
1920

gtgégtcccc
1980

gagtatgtat
2040

gcgtgcegtat
2100

gctgtgegtyg
2160

tactccttet
cgctgegegg
ggcgaaccac
gtgggcgget
cacgcgcaca
gcacgggcat
gtggccagcea
ggacagcgga
gcgagcgacg
gctctegtgg
cgcgegeggc
cgctctcececte
tctettattt
accgcggcecg
gctgggcecga
ttgtatatcc
ggcgtgtgcc
gtgcgtgggce
atatgtacgg
attagtgtgt

tcactecgetg

' 61158.86725

ccagggtcgg

tgcgecaggt

gatggcggcg

gtgctgttga

cgcegtegtg

gcggaggegt

gtecggcaccce

tgcgggcgee

tacggatgceg

tctgtgccgg

agctctccge

gacgccactg

tcegtttcat

tgcggtgege

tcgeectett

gtggacctta

gccceccegga

gtgcacgtaa

ttatatatag

gcgagcacge

tgggegeggt

ggtgcgaggt
gcegtgaggg
tggcggegge
gcgtgggget
catcgegtgt
gcatgcgtgt
gcgccgatceg
cgccectege
ctgteccggece
tgctgccetg
tgcgttgagg
cgcgegettg
tcgectgtat
aggcgggtga
gccteectece
tcttegtact
cgtcagegece
ggacatgtat
gaatttgtgt
gtgttgcgcece

ggcgggtggce

Page 2

ggatgggtgt
ctactccctg
gtcgagcgga
ggtggcgtga
gcttteegee
gcgegtgeca
aatgtgcgeg
cgtgtgccct
ctcttegacg
gcggggtgag
gcggcectgee
ttggcttget
tctcttctece
tgtgcegttg
tcececectece
gcctecegege
gctgtgcecteg
atatgtatgt
atgttgaggt
acgctctget

gccgggtggt

gaggtgtgcg

acggacgaga

gcggtggetg

gggtgcggeg

gttgtggcgce

gctettgtgt

cggcggeggt

gcggtcectget

gggctcgett

agctggeggg

cctgcegtceeg

ttgctctgte

caccgcactg

tgccececececet

cctceegecg

ctcttecegta

catgctcacg

gtatgtatat

gtatgcatgt

gcecegectece

ggccgtgegg

oo

2862313




B

cgggcggggg
2220
aaaaaaaaaa
2280
tatatatgta
2340
tatattagtg
2400
gtgtcactcg
2460
gggctcctct
2520
aaaaaa
2526

<210> 2
<211> 1401
<212> DNA
<213>

<400> 2

ctcectetgtg
aaagtgcacyg
cggttafata
tgtgcgagea
ctgtgggcge

gtgtttctct

* 61158.8725

tttctctatt
tagggacatg
taggaatttg
cgegtgttge
ggtggcgggt

atttctectgt

Leishmania amazonensis

cgtggacggg cagcgacttc tgctcgtgga
60

gcgtgtggat
120

actacaagga
180

ggacgctgcce
240

ctgagaaggt
300

ttaacctgea
360

agctgaccgt
420

gtgggatggce
480

ccecectegtyg
540

gcgggtgegt
600

ggcacatggg
660

cgaccacgac
720

gggcgatgtg
cgtcatgatc
ccectcatgg
caccggcacyg
cgacacggcyg
tctggat;tg
gaaggccgag
gtctgcgatg
gcccgacteg
cgaggactgc

taacccgeec

gattataccg

acggaactga

agctcgctga

ctgcctgcecce

gtctcecggea

gagggcacta

gccgtgeage

ccgaagctgce

tggagggaga

aagcttgcecta

accaccaccg

tctetgttec
tatatatgta
tgtatgttga
gccacgcetet
ggcgccgggt

tcecetgttga

agcacatcat
gcacgctgcece
acttcagcgce
cgteccttgat
agtggagctc
cgctgectge
aggtgtccgg
tggagaactg
gtatcgtctc
aggaccgcecet
acgcctgecg

gcaccccagce

Page 3

ctgttgacct

tgtgtatgta

ggtgtatgca

gctgcecgee

ggtggcegtg

cctcaaaaaa

ctgcgactec

ggagatgcct

aatgggccag

atcactgtgc

gatgacgtcg

ccagtggagce

cacgctgecg

cggtctgtcee

actgagcggce

cgatgtgace

cccgactget

agcctcectet

caaaaaaaaa
tatgagtatg
tgtgcgtécg
tcecgetgtge
cggcgggcgg

daaaaaaaaa

ccecggegteg
gcgagcgteg
gggctgageg
atcgaaaagt
ctggacaacc
tcgatgaage
tcecgagtgga
gggagtctgé
aaccacttct
atcgaggaat
gctccgggaa

actccttctce

n .

28

62313

st



ey

' ©61158.8T725

cagggtcggg gtgcgaggtg gatgggtgtg aggtgtgega
780

gcgccaggtg ccgtgagggce tactccctga cggacgagaa
840

atggcggegt ggeggeggeg tcgageggag cggtggetge
900

tgctgttgag cgtggggctg gtggcgtgag ggtgcggegg
960

ccctggtgece tgcecctegec cccggecacgg cgtegteget
1020

gccgacgggg agaccgacag ccacacgcgc acgcgcacac
1080

cgtgcactta aggacatgta tatatgtatg tgtatgtata
1140

gttatatata ggaatttgtg tatgttgagg tgtatgcatg
1200

tgcgagcacg cgtgttgcge cacgctttge tgceccgectc
1260

gtgggcgcge tgeecgggtgg cceegggtgg tgcccgtgeg
1320 i

gtttctctat ttctctgttc cctgttgace ccaaaaaaaa
1380

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a

1401

<210> 3

<211> 1684

<212> DNA

<213> Leishmania amazonensis

<400> 3

ggacgggcag cgacttctgce tcgtggaage acatcatctg
60

tgtggatggg cgatgtggat tataccggca cgctgccgga
120 .

acaaggacgt catgatcatg gcactggact tcggcgcaat
180

cgctgceece ctcatggage tcgectgacgt ccttgatgte
240

agaaggtcac cggcacgctg cctacccagt ggagctcgat
300

atctgaaggg cactaaggtg tccggcacge tgccgeccga
360

tggacgacct taacctgcac gacacggcegg tctccggeac
420

Page 4

gggggactcc
gacgtgcgtg
cgctgctgtg
gccceccectette
gccctcectcetce
gcegtegtge
tgagtatgta
tgcgtgcegta
cgctgtgegt
gcgggegggg

daaaaaaaaa

cgactccecee
gatgcctgeg
gggccaggga
actgtgéatc
gaagcagctg
gtggagtggg

gctgectgece

gctgegeggt

gcgaaccacg

tgggcggetg

tctgtggtgce

accecececacceca

atcgcgtgtg

tatatgtccg

tattagtctg

gtccctcect

gctcctetat

adaaaaaadaa

ggcgteggeg

agcgtcgact

ctgagcggga

gaaaagtctg

acccttctge

atgacgtcege

cagtggagct

.

2862313
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cgatgaagca
480

ccgagtggag
540

ggagtctgcece
600

accacttctg
660

tcgaggaatyg
720

ctccgggaac
780

ctccttctece
840

ctgcgecggtyg
900

cgaaccacga

960

gggcggetgt
1020

ctgtggtgcece
1080

cccaccagec
1140

gcgtgtgett
1200

gcgtgtgege
1260

cgatcgaatg
1320

ctcgcecegtgt
1380

aggacatgta
1440

ggaatttgtg
1500

cgtgttgege
1560

tggcgggtyg
1620

ttctetgttce
1680

gctgatcgat

tgggatggeg

ccectegtgg

cgggtgcegtg

gcacatgggc

gaccacgact

agggtcgggg

cgccaggtge

tggcggegtg

gctgttgage

cctggtgect

gaaggggaga

tcecgeegttg

gtgccagcete

tgcgecgegge

gceectgeggt

tatatgtatg

tatgttgagg

cacgctttge

cgcegggtgg

cctgttgace

' 61158.ST25

ctggatctgg
aaggccgagg
tcttegatge
ccecgactegt
gaggactgca
aacccgcecca
tgcgaggtygg
cgtgagggcet
gcggceggegt
gtggggctygy
gccetcgecece
ccgacagcca
tggcgectge
ttgtgtgtet
ggcggtgtgt
étgctgtgct
tgtaggtata
tgtatgcatg
tgccegecte
tggcegtgeg

tcaagaaaaa

agggcactaa
cccectgeaget
agaagctgcg
ggagggagaa
agcttgctaa
ccaccaccgg
atgggtgtga
actccctgac
cgagcggage
tggcgtgagg
ccagcacggc
cacgcacacg
gcggatgcac
ctcegtgtgg
cgccttggac
gccgegegag
tgagtatgta
tgcgtgegta
tgctgtgegt
gcgggcgggg

aaaaaaaaaa

Page 5

ggtgtcecgge
gaagtactgc
tatcgtctca
ggaccgcctc
cgeectgeege
caccccagca
ggtgtgcgag
ggacgagaag
ggtggctgeg
gtgcggegge
gtcgtcgctg
cgcacgcgcece
gggcatgcgyg
ccagcagtcg
agcggatgeg
cgacgtacgg
tatatgtacg
tattagtctg
gtcactccct
gctectetgt

daaaaaaaaa

acgctgecge

gatctgtccg

ctgagcggca

gatgtgacca

ccgactgetg

gcctcectceta
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gctgctgtgt
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tcggegtgtyg gatgggcecgat gtggattata
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gcgggaegcet
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gcactaaggt
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tgcagctgaa
300

agctgcgtat
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gggagaagga
420

ttgctaacge
480
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540

ggtgtgaggt
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ccctgacgga
660

gcggageggt
720
780

gcacggcgtce
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acgcgcacgc
900

cggatgcacg
960

tccgtgtgge
1020

gccttggaca
1080

cgtgagggtg

ggacgtcatg
gccececectcea
gtccggecacg
gtactgcgat
cgtctcactg
ccgectegat
ctgcecgececg
cgcagcagcc
gtgcgagggyg
cgagaagacg
ggctgegget
cggcgggecece
gtcgctgeece
gcacacgccg
ggcatgcgga
cagcagtcgg

gcggatgcetg

atcacggaac

tggagctcga

ctgccgeccg

ctgtccggga

agcggcaacc

gtgaccatcg

actgctgctc

tcctctacte

gactccgetg

tgcctggcega

gctgtgtggg

ctecttcectetg

tctctcacce

tcgtgecatceg

ggcgtgcatg

cacccgcgee

gcgceecgecc

ccggcacgcet
tgaacttcgg
tgaagcagcet
agtggagtgg
gtctgcececee
acttctgcgg
aggaatggca
cgggaacgac
cttctccagg
Cgngthg?
accacgatgg
cggctgtgcet
tggtgccect
ccaccagccg
cgtgtgettt
cgtgtgcgeg
gatcgaatgt

ctcgegtgtg

gccggagatg

cgcaatgggce

gatcgatctg

gatggcgaag

ctcgtggtcet

gtgcgtgcecece

catgggcgag

cacgactaac

gtcggggtgce

caggtgccgt

cggcgtggeg

gttgagcgtg

ggtgcctgcc‘

acégggagac
ccgeegttgt
tgccagcetcet
gcgegeggeyg

cctecggtcetg

cctgcgageg

cagggactga

gatctggagg

gccgaggecec

tcgatgcaga

gactcgtgga

gactgcaagc

ccgceccacca

gaggtggatg

gagggctact

gcggcgtcaa

gggctggtgg

ctecgcecceceg

cgacagccac

ggcgcectgea

tgtgtgtctc

gcggtgtgte

cgtgtegtgg
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ggctgagegg
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ggatgacgtce
360
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420

gcacgctgece
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gcgatctgte
540

cactgagcgg
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tcgatgtgac
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gceccgactge
720

cagcctectce
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gacgtacgga

agtatgtata

cgtgcgtata

ctgtgggtgt

gggcgggggce

daaaaaaaaa

cgtgtggatg

ctacaaggac

gacgctgceccce

tgagaaggtc

taacctgcac

gctggacgac

ctcgatgaag

gccecgagtgg

cgggagtctg

caaccacttc

catcgaggaa

tgcteceggga

tactccttet
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gtgcgcectgtg

tatgtacggt

ttagtctgtg

cactcgetgt

tcetetgtgt

aaaa

Leishmania amazonensis

ggcgatgtgg

gtcatgatca

cccteatgga

accggcacgc

gacacggcgy

cttaacctge

cagctgatcg

agtgggatgg

ccceectegt

tgcgggtgceg

tggcacatgg

acgaccacga

ccagggtcgg

tgcacttaag
tatatatagg
cgagcacgcg
gggcceggtg

ttctectattt

attataccgg
cggaactgaa
gctcgcectgac
tgcctgccga
tcteceggeac
acgacacggc
atctggatct
cgaaggccga
ggtcttcgat
tgcccgacte
gcgaggactg
ctaacccgcece

ggtgcgaggt
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gacatgtata
aatttgtgta
tgttgcgeca
gcgggtggcece

ctctgttecce

cacgctgccg
cttcagcgca
gtccttgata
gtggagctcg
gctgccgecce
ggtcteccgge
ggagggcact
ggccctgcag
gcagaagctg
gtggagggag
caagcttgcet
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ggatgggtgt

tatgtatgtg

tgttgaggtg

cgctttgetg

ccgggtggtg

tgttgceccte

gagatgcctg
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tcactgtgca
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ctgaagtact
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ggcaccccag
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ctactccctg
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