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DESCRIPCIÓN 

Antígenos de Plasmodium falciparum y procedimientos de uso 

Antecedentes de la invención 

La reciente explosión en la secuenciación genómica ha depositado una riqueza de información en manos de los 
investigadores. Sin embargo, todavía no hay medios para analizar eficazmente tales datos para identificar qué 5 
antígenos entre muchos miles son dianas apropiadas para el desarrollo de vacunas. 

Más de 5000 proteínas se expresan durante el ciclo vital del parásito Plasmodium spp. Las vacunas de subunidad 
actualmente en desarrollo se basan en un único o en varios antígenos y pueden, por tanto, provocar una amplitud 
demasiado estrecha de la respuesta, que no proporciona ni protección óptima ni protección de antecedentes 
genéticamente diversos. Por el contrario, parece que para duplicar la protección inducida por la vacunación de 10 
organismos completos (Good, M.F. & Doolan, D.L. Immune effector mechanisms in malaria. Curr. Opin. Immunol. 11, 
412-419 (1999)) se requiere una vacuna contra la malaria que elige como diana un número sin precedentes de 
proteínas derivadas de parásitos mediante la inclusión de sus epítopes de linfocito T CD8+ y CD4+ mínimos en una 
construcción multiepitópica. Sin embargo, los antígenos que median en la protección inducida por organismos 
completos son ampliamente desconocidos. 15 

Debido a diversos factores, principalmente relacionados con la abundancia de antígenos e inmunodominancia, no 
todos los posibles antígenos son reconocidos por inmunidad natural (Yewdell JW, Bennink JR. Immunodominance in 
major histocompatibility complex class I-restricted T lymphocyte responses. Annu. Rev. Immunol. 17, 51-88. (1999)). 
Se han propuesto diversos enfoques para la identificación de antígenos, que incluyen clonación de la expresión 
(Kawakami, Y. & Rosenberg, S. A. Immunobiology of human melanoma antigens MART-1 and gp100 and their use 20 
for immuno-gene therapy. Int. Rev. Immunol. 14, 173-192 (1997)), elución y secuenciación por espectrometría de 
masas de péptidos unidos a MHC naturalmente procesados (Rotzschke, O. y col., Isolation and analysis of naturally 
processed viral peptides as recognized by cytotoxic T cells. Nature 348, 252-254 (1990); van Bleek, G. M. & 
Nathenson, S. G. Isolation of an endogenously processed immunodominant viral peptide from the class I H-2Kb 
molecule. Nature 348, 213-216 (1990); Hunt, D. F. y col., Peptides presented to the immune system by the murine 25 
class II major histocompatibility complex molecule I-Ad. Science 256, 1817-1820 (1992); Cox, A. L. y col., 
Identification of a peptide recognized by five melanoma-specific human cytotoxic T cell lines. Science 264, 716-719 
(1994)), prueba in vitro de conjuntos de péptidos solapantes (Kern., F. y col., Cytomegalovirus (CMV) 
Phosphoprotein 65 Makes a Large Contribution to Shaping the T Cell Repertoire in CMV-Exposed Individuals. J. 
Infect. Dis. 185, 1709-1716 (2002)) e inmunogenética inversa (Davenport, M. P. & Hill, A. V. Reverse 30 
immunogenetics: from HLA-disease associations to vaccine candidates. Mol. Med. Today 2, 38-45 (1996); Aidoo, M. 
y col., Identification of conserved antigenic components for a cytotoxic T lymphocyte-inducing vaccine against 
malaria. Lancet 345, 1003-1007 (1995)). Sin embargo, estos procedimientos conllevan posibles problemas tales 
como la identificación repetida del mismo epítope (frecuente/dominante), sesgos al nivel de expansión de 
poblaciones de linfocitos T y uso de linfocitos T clónicos/oligoclónicos. También tienden a subestimar la complejidad 35 
de las respuestas, y no puede analizarse un gran número de posibles dianas en el contexto de múltiples tipos de 
HLA. Finalmente, ninguno de estos enfoques se presta fácilmente a la sobrecogedora tarea de analizar eficazmente 
grandes cantidades de datos de la secuencia genómica. 

Breve resumen 

La invención objeto también proporciona novedosos antígenos de Plasmodium falciparum que son útiles en 40 
aplicaciones terapéuticas y de diagnóstico. En diversos aspectos, la invención objeto proporciona realizaciones tales 
como: 

1) Un polipéptido aislado que comprende: 

a) el polipéptido definido como SEC ID Nº: 1; 

b) un fragmento del polipéptido de 1(a) que es un epítope de péptido que se une a una molécula de 45 
anticuerpo, un linfocito B o molécula de HLA e induce una respuesta inmunitaria a SEC ID Nº: 1; o 

c) una construcción multiepitópica que comprende el polipéptido 1 (a) y al menos un epítope expuesto en la 
Tabla 2, 3, 4, 5 ó 6; y/o uno o más polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en SEC ID Nº: 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27. 

2) Una secuencia de polinucleótidos aislada y/o purificada que codifica un polipéptido como se define en (1) 50 
anteriormente. 

3) Una composición que comprende un vehículo farmacéuticamente aceptable y un polipéptido como se define 
en (1) anteriormente. 
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4) Un anticuerpo aislado o fragmento del mismo que se une específicamente al polipéptido como se define en (1) 
anteriormente. 

5) Un vector que comprende un promotor operativamente ligado a una secuencia de polinucleótidos como se 
define en (2) anteriormente. 

6) Una célula huésped transformada por un vector como se define en (5) anteriormente. 5 

7) Un chip de ADN que comprende secuencias de polinucleótidos como se definen en (2) anteriormente. 

8) Uso de un polipéptido como se define en (1) anteriormente, en la fabricación de un medicamento para su uso 
en el tratamiento de o prevención de enfermedades infecciosas producidas por P. falciparum en un paciente. 

9) Uso de un polinucleótido como se define en (2) anteriormente en la fabricación de un medicamento para su 
uso en el tratamiento o prevención de enfermedades infecciosas producidas por P. falciparum en un paciente. 10 

10) Un procedimiento in vitro de detección de un antígeno de P. falciparum que comprende poner en contacto 
una muestra biológica aislada obtenida de un individuo con un polipéptido como se define en (1) anteriormente y 
detectar la formación de un complejo de anticuerpo-antígeno o detectar la estimulación de linfocitos T obtenidos 
del individuo. 

11) Un procedimiento in vitro de detección de P. falciparum en muestras biológicas que comprende poner en 15 
contacto una muestra biológica aislada con el polinucleótido como se define en (2) anteriormente y detectar la 
hibridación de dichos polinucleótidos aislados con ácidos nucleicos contenidos en dicha muestra. 

12) Un polipéptido de variante que tiene el 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de identidad de secuencias con un polipéptido como se define en 1(a) 
anteriormente, y la misma reactividad serológica o reactividad de linfocitos T que el polipéptido definido como 20 
SEC ID Nº: 1, para su uso como un medicamento. 

Breve descripción de los dibujos y tablas 

La Tabla 1 presenta un resumen de reactividades inmunitarias de un panel de 27 antígenos novedosos y cuatro 
antígenos conocidos. 

Las Tablas 2-6 proporcionan epítopes de péptido de P. falciparum. 25 

Breve descripción de las secuencias 

Las secuencias ID Nº: 1-27 son secuencias de aminoácidos de novedosos antígenos de la malaria. 

Divulgación detallada  

La invención objeto proporciona novedosos polinucleótidos de P. falciparum aislados y/o purificados y fragmentos de 
estos novedosos polinucleótidos. Así, la presente invención proporciona secuencias de polinucleótidos aisladas y/o 30 
purificadas que comprenden: 

a) una secuencia de polinucleótidos que codifica una secuencia de polipéptidos de SEC ID Nº: 1; 

b) una secuencia de polinucleótidos complementaria a una secuencia de polinucleótidos que codifica una 
secuencia de polipéptidos de SEC ID Nº: 1; 

c) una secuencia de polinucleótidos que tiene al menos aproximadamente del 20 % al 99,99 % de identidad con 35 
una secuencia de polinucleótidos de (a) o (b); 

d) un fragmento de una secuencia de polinucleótidos según (a) o (b); 

e) una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido como se expone en a) anteriormente y al menos 
uno de los epítopes en la Tabla 2, 3, 4, 5 ó 6, o una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido 
seleccionado del grupo que consiste en SEC ID Nº: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 40 
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27; 

f) una secuencia de polinucleótidos que codifica una variante de un polipéptido (por ejemplo, un polipéptido de 
variante) de SEC ID Nº: 1; 

g) una secuencia de polinucleótidos que codifica un fragmento de polipéptido de un polipéptido de SEC ID Nº: 1, 
en la que el fragmento es un epítope de péptido que se une a una molécula de anticuerpo, un linfocito B o 45 
molécula de HLA e induce una respuesta inmunitaria a SEC ID Nº: 1. 
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h) un polipéptido de variante de SEC ID Nº: 1, teniendo el polipéptido de variante sustancialmente la misma 
actividad serológica o reactividad de linfocitos T que el polipéptido de SEC ID Nº: 1; o 

i) una secuencia de polinucleótidos que codifica una construcción multiepitópica que comprende el polipéptido de 
(a) anteriormente. 

“Secuencia de nucleótidos”, “polinucleótido” o “ácido nucleico” pueden usarse indistintamente y se entiende que 5 
significan, según la presente invención, tanto un ADN bicatenario, un ADN monocatenario como productos de 
transcripción de dichos ADN (por ejemplo, moléculas de ARN). Debe también entenderse que la presente invención 
no se refiere a secuencias de polinucleótidos genómicas de P. falciparum en su entorno natural o estado natural. El 
ácido nucleico, polinucleótido, o secuencias de nucleótidos de la invención, han sido aislados, purificados (o 
parcialmente purificados), por procedimientos de separación que incluyen, pero no se limitan a, cromatografía de 10 
intercambio iónico, cromatografía de exclusión por tamaño molecular, cromatografía de afinidad, o por 
procedimientos de ingeniería genética tales como amplificación, clonación, subclonación o síntesis química. 

Una secuencia de polinucleótidos o polipéptidos homóloga, para los fines de la presente invención, engloba una 
secuencia que tiene un porcentaje de identidad con las secuencias de polinucleótidos o de polipéptidos, expuestas 
en el presente documento, de entre al menos (o al menos aproximadamente) del 20,00 % al 99,99 % (ambos 15 
incluidos). El intervalo anteriormente mencionado de identidad en porcentaje debe considerarse que incluye, y que 
proporciona descripción y soporte escrito para, cualquier porcentaje fraccionario, en intervalos del 0,01 %, entre el 
20,00 % y, hasta, incluyendo el 99,99 %. Estos porcentajes son puramente estadísticos y diferencias entre dos 
secuencias de ácidos nucleicos pueden distribuirse aleatoriamente y sobre la longitud de secuencia entera. 

En diversas realizaciones, secuencias homólogas puede presentar una identidad en porcentaje del 20, 21, 22, 23, 20 
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 
55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o el 99 por ciento con las secuencias de la presente invención. 
Normalmente, la identidad en porcentaje se calcula con referencia al polipéptido o polinucleótido de longitud 
completa, nativo y/o que se produce naturalmente (por ejemplo, aquellos polipéptidos expuestos en SEC ID Nº: 1, 2, 25 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 o aquellos expuestos en SEC ID 
Nº: 28-81). Los términos “idéntico” o “identidad” en porcentaje, en el contexto de dos o más secuencias de 
polinucleótidos o polipéptidos, se refieren a dos o más secuencias o subsecuencias que son las mismas o tienen un 
porcentaje especificado de residuos de aminoácidos que son los mismos, cuando se comparan y se alinean para la 
máxima correspondencia sobre una ventana de comparación, como se mide usando un algoritmo de comparación 30 
de secuencias o por alineamiento manual e inspección visual. Preferentemente, una sustitución tal se hace según 
principios de analogía expuestos, por ejemplo, en la solicitud de patente de EE.UU. en tramitación junto con la 
presente nº de serie 09/260.714 presentada el 1 de marzo de 1999 y 09/226.775 presentada el 6 de enero de 1999 y 
la solicitud PCT número PCT/US00/19774. 

Tanto las homologías de secuencias de proteínas como de ácidos nucleicos pueden evaluarse usando cualquiera de 35 
la variedad de algoritmos de comparación de secuencias y programas conocidos en la técnica. Tales algoritmos y 
programas incluyen, pero ni mucho menos se limitan a, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA y CLUSTALW 
(Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85(8):2444-2448; Altschul y col., 1990, J. Mol. Biol. 215(3):403-
410; Thompson y col., 1994, Nucleic Acids Res. 22(2):4673-4680; Higgins y col., 1996, Methods Enzymol. 266:383-
402; Altschul y col., 1990, J. Mol. Biol. 215(3):403-410; Altschul y col., 1993, Nature Genetics 3:266-272). Las 40 
comparaciones de secuencias se realizan, normalmente, usando parámetros por defecto proporcionados por el 
comerciante o usando aquellos parámetros expuestos en las referencias anteriormente identificadas, que se 
incorporan por este documento por referencia en sus totalidades. 

Una secuencia de polinucleótidos “complementaria”, como se usa en el presente documento, generalmente se 
refiere a una secuencia que se produce a partir del enlace de hidrógeno entre una purina particular y una pirimidina 45 
particular en moléculas de ácidos nucleicos bicatenarias (ADN-ADN, ADN-ARN o ARN-ARN). Los principales 
emparejamientos específicos son guanina con citosina y adenina con timina o uracilo. Una secuencia de 
polinucleótidos “complementaria” también puede denominarse una secuencia de polinucleótidos “antisentido” o una 
secuencia “antisentido”. 

La homología de secuencias e identidad de secuencias también pueden determinarse por estudios de hibridación 50 
bajo rigurosidad alta, rigurosidad intermedia y/o rigurosidad baja. Pueden emplearse diversos grados de rigurosidad 
de la hibridación. Cuanto más intensas sean las condiciones, mayor será la complementariedad que se requiere 
para la formación del dúplex. La intensidad de las condiciones puede controlarse por temperatura, concentración de 
sonda, longitud de sonda, fuerza iónica, tiempo y similares. Preferentemente, la hibridación se realiza bajo 
condiciones de rigurosidad baja, intermedia o alta por técnicas muy conocidas en la técnica, como se describen, por 55 
ejemplo, en Keller, G.H., M.M. Manak [1987] DNA Probes, Stockton Press, Nueva York, NY, pág. 169-170. 

Por ejemplo, la hibridación de ADN inmovilizado sobre transferencias Southern con sondas específicas de genes 
marcadas con 32P puede realizarse mediante procedimientos convencionales (Maniatis y col., [1982] Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York). En general, la hibridación y posteriores 
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lavados pueden llevarse a cabo bajo condiciones de rigurosidad intermedia a alta que permiten la detección de 
secuencias diana con homología con la secuencia de polinucleótidos ejemplificada. Para sondas de genes de ADN 
bicatenario, la hibridación puede llevarse a cabo durante la noche a 20-25 ºC por debajo de la temperatura de fusión 
(Tm) del híbrido de ADN en 6X SSPE, 5X disolución de Denhardt, 0,1 % de SDS, 0,1 mg/ml de ADN desnaturalizado. 
La temperatura de fusión se describe por la siguiente fórmula (Beltz y col., [1983] Methods in Enzymology, R. Wu, L. 5 
Grossman y K. Moldave [eds.] Academic Press, Nueva York 100:266-285). 

Tm = 81,5 ºC + 16,6 log[Na+] + 0,41(% de G+C) - 0,61(% de formamida) - 600/longitud del dúplex en pares de bases. 

Los lavados se llevan a cabo normalmente del siguiente modo: 

(1) dos veces a temperatura ambiente durante 15 minutos en 1X SSPE, 0,1 % de SDS (lavado de rigurosidad 
baja); 10 

(2) una vez a Tm - 20 ºC durante 15 minutos en 0,2X SSPE, 0,1 % de SDS (lavado de rigurosidad intermedia). 

Para sondas de oligonucleótidos, la hibridación puede llevarse a cabo durante la noche a 10-20 ºC por debajo de la 
temperatura de fusión (Tm) del híbrido en 6X SSPE, 5X disolución de Denhardt, 0,1 % de SDS, 0,1 mg/ml de ADN 
desnaturalizado. La Tm para sondas de oligonucleótidos puede determinarse por la siguiente fórmula: 

Tm (ºC) = 2(número de pares de bases T/A) + 4(número de pares de bases de G/C) (Suggs y col., [1981] ICN-UCLA 15 
Symp. Dev. Biol. Using Purified Genes, D.D. Brown [ed.], Academic Press, Nueva York, 23:683-693). 

Los lavados pueden llevarse a cabo del siguiente modo: 

(1) dos veces a temperatura ambiente durante 15 minutos 1X SSPE, 0,1 % de SDS (lavado de rigurosidad baja); 

2) una vez a la temperatura de hibridación durante 15 minutos en 1X SSPE, 0,1 % de SDS (lavado de 
rigurosidad intermedia). 20 

En general, la sal y/o temperatura pueden alterarse para cambiar la rigurosidad. Con un fragmento de ADN marcado 
>70 o así de longitud de bases pueden usarse las siguientes condiciones: 

Baja:  1 ó 2X SSPE, temperatura ambiente 

Baja:  1 ó 2X SSPE, 42 ºC 

Intermedia: 0,2X o 1X SSPE, 63 ºC 25 

Alta:  0,1X SSPE, 65 ºC. 

A modo de otro ejemplo no limitante, los procedimientos que usan condiciones de alta rigurosidad también pueden 
realizarse del siguiente modo: La pre-hibridación de filtros que contienen ADN se lleva a cabo durante 8 h a durante 
la noche a 65 ºC en tampón compuesto de 6X SSC, Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM, 0,02 % de PVP, 0,02 % 
de Ficoll, 0,02 % de BSA y 500 µg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado. Los filtros se hibridan durante 30 
48 h a 65 ºC, la temperatura de hibridación preferida, en mezcla de pre-hibridación que contiene 100 µg/ml de ADN 
de esperma de salmón desnaturalizado y 5-20 x 106 cpm de sonda marcada con 32P. Alternativamente, la etapa de 
hibridación puede realizarse a 65 ºC en presencia de tampón SSC, 1X SSC correspondiente a NaCl 0,15 M y citrato 
de Na 0,05 M. Posteriormente, los lavados de los filtros pueden hacerse a 37 ºC durante 1 h en una disolución que 
contiene 2X SSC, 0,01 % de PVP, 0,01 % de Ficoll y 0,01 % de BSA, seguido de un lavado en 0,1X SSC a 50 ºC 35 
durante 45 min. Alternativamente, los lavados de los filtros pueden realizarse en una disolución que contiene 2X 
SSC y 0,1 % de SDS, o 0,5X SSC y 0,1 % de SDS, o 0,1X SSC y 0,1 % de SDS a 68 ºC durante intervalos de 15 
minutos. Tras las etapas de lavado, las sondas hibridadas son detectables por autorradiografía. Otras condiciones 
de alta rigurosidad que pueden usarse son muy conocidas en la técnica y, como se citan en Sambrook y col., 1989, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, segunda edición, Cold Spring Harbor Press, N.Y., pág. 9,47-9,57; y 40 
Ausubel y col., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, 
N.Y., se incorporan en el presente documento en su totalidad. 

Otro ejemplo no limitante de procedimientos que usan condiciones de rigurosidad intermedia son las siguientes: 
Filtros que contienen ADN se hibridan previamente, y luego se hibridan a una temperatura de 60 ºC en presencia de 
5X tampón SSC y sonda marcada. Posteriormente se realizan lavados de los filtros en una disolución que contiene 45 
2X SSC a 50 ºC y las sondas hibridadas son detectables por autorradiografía. Otras condiciones de rigurosidad 
intermedia que pueden usarse son muy conocidas en la técnica y, como se citan en Sambrook y col., 1989, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, segunda edición, Cold Spring Harbor Press, N.Y., pág. 9,47-9,57; y 
Ausubel y col., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, 
N.Y., se incorporan en el presente documento en su totalidad. 50 

La formación y estabilidad del dúplex dependen de la complementariedad sustancial entre las dos cadenas de un 
híbrido y, como se observa anteriormente, puede tolerarse un cierto grado de desapareamiento. Por tanto, las 
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secuencias de la sonda de la invención objeto incluyen mutaciones (tanto individuales como múltiples), deleciones, 
inserciones de las secuencias descritas, y combinaciones de las mismas, en la que dichas mutaciones, inserciones y 
deleciones permiten la formación de híbridos estables con el polinucleótido diana de interés. Pueden producirse 
mutaciones, inserciones y deleciones en una secuencia de polinucleótidos dada de muchas formas, y estos 
procedimientos son conocidos para un experto en la materia. Otros procedimientos pueden llegar a ser conocidos en 5 
el futuro. 

También es muy conocido en la técnica que las enzimas de restricción puedan usarse para obtener fragmentos 
funcionales de las secuencias de ADN objeto. Por ejemplo, la exonucleasa Bal31 puede usarse convenientemente 
para la digestión limitada controlada en el tiempo de ADN (comúnmente denominados procedimientos de “Erase-a-
base”). Véase, por ejemplo, Maniatis y col., [1982] Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 10 
Laboratory, Nueva York; Wei y col., [1983] J. Biol. Chem. 258:13006-13512. 

La presente invención comprende además fragmentos de las secuencias de polinucleótidos de la presente 
invención. Se entenderá que fragmentos representativos de las secuencias de polinucleótidos según la invención 
significa cualquier fragmento de nucleótidos que tenga al menos 8 nucleótidos sucesivos, preferentemente al menos 
12 nucleótidos sucesivos, y todavía más preferentemente al menos 15 o al menos 20 nucleótidos sucesivos de la 15 
secuencia de la que se deriva. El límite superior para tales fragmentos es el número total de polinucleótidos 
encontrados en la secuencia de longitud completa (o, en ciertas realizaciones, del marco de lectura abierto (ORF) de 
longitud completa identificado en el presente documento). 

En algunas realizaciones, la invención objeto incluye aquellos fragmentos que pueden hibridarse bajo diversas 
condiciones de condiciones de rigurosidad (por ejemplo, rigurosidad alta o intermedia o baja) con una secuencia de 20 
nucleótidos según la invención; fragmentos que se hibridan con una secuencia de nucleótidos de la invención objeto 
puede estar, opcionalmente, marcados como se expone más adelante. 

Otras realizaciones proporcionan fragmentos de ácido nucleico correspondientes a secuencias de nucleótidos que 
comprenden marcos de lectura abiertos completos o parciales (secuencias de ORF). También están dentro del 
alcance de la invención aquellos fragmentos de polinucleótidos que codifican polipéptidos reactivos con anticuerpos 25 
encontrados en el suero de individuos infectados por P. falciparum. Los fragmentos según la invención objeto 
pueden obtenerse, por ejemplo, por amplificación específica (por ejemplo, amplificación por PCR), digestión con 
enzimas de restricción, de secuencias de nucleótidos según la invención. Tales metodologías son muy conocidas en 
la técnica y se enseñan, por ejemplo, por Sambrook y col., 1989. Los fragmentos de ácido nucleico según la 
invención también pueden obtenerse por síntesis química según procedimientos muy conocidos para personas 30 
expertas en la materia. 

La invención objeto también proporciona procedimientos basados en ácidos nucleicos para la identificación de la 
presencia de un organismo en una muestra. En estas realizaciones variadas, la invención proporciona la detección 
de ácidos nucleicos en una muestra que comprende poner en contacto una muestra con un ácido nucleico 
(polinucleótido) de la invención objeto (tal como un ARN, ARNm, ADN, ADNc, u otro ácido nucleico). En una 35 
realización preferida, el polinucleótido es una sonda que está, opcionalmente, marcada y se usa en el sistema de 
detección. Existen muchos procedimientos para la detección de ácidos nucleicos y cualquier procedimiento 
adecuado para la detección está englobado por la presente invención. Formatos de ensayo típicos que utilizan 
hibridación de ácidos nucleicos incluyen, y no se limitan a, 1) ensayo de transcripción nuclear, 2) ensayo de 
transferencia por ranuras, 3) ensayo de transcripción Northern (Alwine, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. 74:5350), 4) 40 
separación de partículas magnéticas, 5) chips de ácido nucleico o ADN, 6) ensayo de transferencia Northern inversa, 
7) ensayo de transferencia puntual, 8) hibridación in situ, 9) ensayo de protección de RNasa (Melton y col., Nuc. 
Acids Res. 12:7035 y como se describe en el catálogo de 1998 de Ambion, Inc., Austin, Tex.), 10) reacción en 
cadena de la ligasa, 11) reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 12) transcriptasa inversa (RT)-PCR (Berchtold, 
y col., Nuc. Acids. Res. 17:453), 13) RT-PCR de expresión diferencial (DDRT-PCR) u otras combinaciones 45 
adecuadas de técnicas y ensayos. Marcas adecuadas para su uso en estas metodologías de detección incluyen, y 
no se limitan a 1) marcas radiactivas, 2) marcas enzimáticas, 3) marcas quimioluminiscentes, 4) marcas 
fluorescentes, 5) marcas magnéticas, u otras marcas adecuadas, que incluyen aquellas expuestas más adelante. 
Estas metodologías y marcas son muy conocidas en la técnica y están ampliamente disponibles para el experto. 
Asimismo, los procedimientos de incorporación de marcas en los ácidos nucleicos también son muy conocidos para 50 
el experto. 

Así, la invención objeto también proporciona sondas de detección (por ejemplo, fragmentos de las secuencias de 
polinucleótidos desveladas) para la hibridación con una secuencia diana o el amplicón generado a partir de la 
secuencia diana. Una sonda de detección tal tendrá ventajosamente como secuencia una secuencia de al menos 8, 
9, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 55 
90, 95 ó 100 nucleótidos. Sondas o cebadores marcados se marcan con un compuesto radioactivo o con otro tipo de 
marca como se expone anteriormente. Alternativamente, secuencias de nucleótidos no marcadas pueden usarse 
directamente como sondas o cebadores; sin embargo, las secuencias se marcan generalmente con un elemento 
radiactivo (32P, 35S, 3H, 125I) o con una molécula tal como biotina, acetilaminofluoreno, digoxigenina, 5-bromo-
desoxiuridina o fluoresceína para proporcionar sondas que pueden usarse en numerosas aplicaciones. 60 
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Las secuencias de polinucleótidos según la invención también pueden usarse en sistemas analíticos, tales como 
chips de ADN. Los chips de ADN y sus usos son muy conocidos en la técnica y (véanse, por ejemplo, las patentes 
de EE.UU. nº 5.561.071; 5.753.439; 6.214.545; Schena y col., BioEssays, 1996, 18:427-031; Bianchi y col., Clin. 
Diagn. Virol., 1997, 8:199-208) y/o se proporcionan por vendedores comerciales tales como Affymetrix, Inc. (Santa 
Clara, CA). Además, las secuencias de ácidos nucleicos de la invención objeto pueden usarse como marcadores de 5 
peso molecular en procedimientos de análisis de ácidos nucleicos. 

La invención objeto también proporciona secuencias de nucleótidos modificadas. Se entenderá que secuencia de 
nucleótidos modificada significa cualquier secuencia de nucleótidos que ha sido modificada, según técnicas muy 
conocidas para los expertos en la materia, y que presenta modificaciones en relación con las secuencias de 
nucleótidos nativas que se producen naturalmente. Un ejemplo no limitante de secuencias de nucleótidos 10 
“modificadas” incluye mutaciones en secuencias reguladoras y/o promotoras de una secuencia de polinucleótidos 
que producen una modificación del nivel de expresión del polipéptido. También se entenderá que una secuencia de 
nucleótidos “modificada” significa cualquier secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido “modificado” como 
se define más adelante. 

Otro aspecto de la invención proporciona vectores para la clonación y/o la expresión de una secuencia de 15 
polinucleótidos enseñada en el presente documento. Los vectores de la presente invención, que incluyen vectores 
de vacuna, también pueden comprender elementos necesarios para permitir la expresión y/o la secreción de dichas 
secuencias de nucleótidos en una célula huésped dada. El vector puede contener un promotor, señales para la 
iniciación y para la terminación de la traducción, además de regiones apropiadas para la regulación de la 
transcripción. En ciertas realizaciones, los vectores pueden mantenerse establemente en la célula huésped y 20 
pueden, opcionalmente, contener secuencias señal que dirigen la secreción de proteína traducida. Estos elementos 
diferentes se eligen según la célula huésped usada. Los vectores pueden integrarse en el genoma del huésped u, 
opcionalmente, ser vectores autónomamente replicantes. 

La invención objeto también proporciona la expresión de un polipéptido, péptido, derivado o variante codificada por 
una secuencia de polinucleótidos desvelada en el presente documento que comprende el cultivo de un organismo 25 
transformado con un polinucleótido de la invención objeto en condiciones que permiten la expresión del polipéptido, 
péptido, derivado o análogo y, opcionalmente, recuperar el polipéptido expresado, péptido, derivado o análogo. 

Las secuencias de polinucleótidos desveladas también pueden regularse por una segunda secuencia de ácidos 
nucleicos de manera que la proteína o péptido se exprese en un huésped transformado con la molécula de ADN 
recombinante. Por ejemplo, la expresión de una proteína o péptido puede controlarse por cualquier elemento 30 
promotor/potenciador conocido en la técnica. Los promotores que pueden usarse para controlar la expresión 
incluyen, pero no se limitan a, el promotor del CMV-IE, la región del promotor temprano del SV40 (Bernoist y 
Chambon, 1981, Nature 290:304-310), un promotor contenido en la repetición terminal larga de 3' del virus del 
sarcoma de Rous (Yamamoto, y col., 1980, Cell 22:787-797), el promotor de timidina cinasa del herpes simple 
(Wagner y col., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-1445), las secuencias reguladoras del gen de 35 
metalotioneína (Brinster y col., 1982, Nature 296:39-42); vectores procariotas que contienen promotores tales como 
el promotor de -lactamasa (Villa-Kamaroff, y col., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:3727-3731), o el promotor 
tac (DeBoer y col., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:21-25); véase también “Useful proteins from recombinant 
bacteria” en Scientific American, 1980, 242:74-94; vectores de expresión en plantas que comprenden la región 
promotora de nopalina sintetasa (Herrera-Estrella y col., 1983, Nature 303:209-213) o el promotor de ARN del virus 40 
del mosaico de la coliflor 35S (Gardner y col., 1981, Nucl. Acids Res. 9:2871) y un promotor de la enzima 
fotosintética ribulosa bifosfato carboxilasa (Herrera-Estrella y col., 1984, Nature 310:115-120); elementos promotores 
de levadura u hongos tales como el promotor de Gal 4, el promotor de ADC (alcohol deshidrogenasa), el promotor 
de PGK (fosfoglicerol cinasa) y/o el promotor de fosfatasa alcalina. 

Los vectores según la invención son, por ejemplo, vectores de origen de plásmido o viral. En una realización 45 
específica se usa un vector que comprende un promotor operativamente ligado a una proteína o secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica péptido contenido dentro de las secuencias de polinucleótidos desveladas, uno o más 
orígenes de replicación y, opcionalmente, uno o más marcadores de selección (por ejemplo, un gen de resistencia a 
antibióticos). Los vectores de expresión comprenden secuencias reguladoras que controlan la expresión génica, que 
incluyen expresión génica en una célula huésped deseada. Vectores a modo de ejemplo para la expresión de los 50 
polipéptidos de la invención incluyen los vectores plasmídicos tipo pET (Promega) o vectores plasmídicos pBAD 
(Invitrogen) o aquellos proporcionados en los ejemplos más adelante. Además, los vectores según la invención son 
útiles para transformar células huésped de manera que clonen o expresen las secuencias de polinucleótidos de la 
invención. 

La invención también engloba las células huésped transformadas por un vector según la invención. Estas células 55 
pueden obtenerse introduciendo en células huésped una secuencia de nucleótidos insertada en un vector como se 
ha definido anteriormente, y luego cultivando dichas células en condiciones que permitan la replicación y/o la 
expresión de las secuencias de polinucleótidos de la invención objeto. 

La célula huésped puede elegirse de sistemas eucariotas o procariotas, tales como, por ejemplo, células bacterianas 
(Gram negativas o Gram positivas), células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris), 60 
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células animales (tales como células de ovario de hámster chino (CHO)), células vegetales y/o células de insecto 
usando vectores de baculovirus. En algunas realizaciones, las células huésped para la expresión de los polipéptidos 
incluyen, y no se limitan a, aquellas enseñadas en las patentes de EE.UU. nº 6.319.691, 6.277.375, 5.643.570 ó 
5.565.335. 

Además, puede elegirse una cepa de células huésped que modula la expresión de las secuencias insertadas, o 5 
modifica y procesa el producto génico en el modo específico deseado. La expresión de ciertos promotores puede 
elevarse en presencia de ciertos inductores; así, la expresión del polipéptido genéticamente manipulado puede 
controlarse. Además, diferentes células huésped tienen mecanismos característicos y específicos para el 
procesamiento y modificación traduccional y postraduccional (por ejemplo, glucosilación, fosforilación) de proteínas. 
Pueden elegirse líneas celulares o sistemas huésped apropiados para garantizar la modificación y procesamiento 10 
deseado de la proteína extraña expresada. Por ejemplo, la expresión en un sistema bacteriano puede usarse para 
producir un producto de proteína de núcleo sin glucosilar. La expresión en levadura producirá un producto 
glucosilado. La expresión en células de mamífero puede usarse para garantizar la glucosilación “nativa” de una 
proteína heteróloga. Además, diferentes sistemas de expresión en vector/huésped pueden efectuar reacciones de 
procesamiento a diferentes grados. 15 

La invención objeto también se refiere a novedosas composiciones que pueden emplearse para provocar una 
respuesta inmunitaria o una respuesta inmunitaria protectora. En este aspecto de la invención, una cantidad de una 
composición que comprende ADN recombinante o ARNm que codifica un polinucleótido de la invención objeto 
suficiente para provocar una respuesta inmunitaria o respuesta inmunitaria protectora se administra a un individuo. 
Las secuencias señal pueden delecionarse del ácido nucleico que codifica un antígeno de interés y el individuo 20 
puede monitorizarse para la inducción de una respuesta inmunitaria según procedimientos conocidos en la técnica. 
Una “respuesta inmunitaria protectora” o “respuesta inmunitaria terapéutica” se refiere a una respuesta de CTL (o 
linfocitos T CD8+) y/o HTL (o linfocitos T CD4+) a un antígeno que, de alguna forma, previene o al menos detiene 
parcialmente síntomas de enfermedad, efectos secundarios o progresión. La respuesta inmunitaria también puede 
incluir una respuesta de anticuerpos que se ha facilitado por la estimulación de linfocitos T colaboradores. 25 

En otra realización, la invención objeto comprende además la administración de vacunas de polinucleótido 
conjuntamente con un antígeno de polipéptido, o composición del mismo, de la invención. En una realización 
preferida, el antígeno es el polipéptido que está codificado por el polinucleótido administrado como vacuna de 
polinucleótido. Como realización particularmente preferida, el antígeno de polipéptido se administra como un 
refuerzo posterior a la administración inicial de la vacuna de polinucleótido. 30 

Otra realización de la invención objeto proporciona la inducción de una respuesta inmunitaria a los novedosos 
antígenos de Plasmodium falciparum desvelados en el presente documento (véase, por ejemplo, los antígenos y 
péptidos expuestos en las tablas y listado de secuencias adjuntos a la misma) usando una pauta de vacunación de 
“sensibilización-refuerzo” conocida para aquellos expertos en la materia. En este aspecto de la invención, una 
vacuna de ADN se administra a un individuo en una cantidad suficiente para “sensibilizar” la respuesta inmunitaria 35 
del individuo a condición de que la vacuna de ADN comprenda ácidos nucleicos que codifican los antígenos, 
construcciones multiepitópicas y/o antígenos de péptido expuestos en el presente documento. La respuesta 
inmunitaria del individuo se “refuerza” entonces mediante la administración de: 1) uno o una combinación de: un 
péptido, polipéptido y/o antígeno de polipéptido de longitud completa (por ejemplo, SEC ID Nº: 1) de la invención 
objeto (opcionalmente conjuntamente con una molécula inmunoestimulante y/o un adyuvante); o 2) un vector viral 40 
que contiene ácido nucleico que codifica uno, o más, de los mismos antígenos u, opcionalmente, diferentes, 
construcciones multiepitópicas y/o antígenos de péptido expuestos en las tablas o listado de secuencias de la 
solicitud objeto. En algunas realizaciones alternativas de la invención, un gen que codifica una molécula 
inmunoestimulante puede incorporarse en el vector viral usado para “reforzar” la respuesta inmunitaria del individuo. 
Moléculas inmunoestimulantes a modo de ejemplo incluyen, y no se limitan a, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-45 
8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-15, IL-16, IL-18, IL-23, IL-24, eritropoyetina, G-CSF, M-CSF, factor de crecimiento derivado 
de plaquetas (PDGF), MSF, ligando FLT-3, EGF, factores de crecimiento de fibroblastos (FGF; por ejemplo, aFGF 
(FGF-1), bFGF (FGF-2), FGF-3, FGF-4, FGF-5, FGF-6 o FGF-7), factores de crecimiento similares a la insulina (por 
ejemplo, IGF-1, IGF-2); factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); interferones (por ejemplo, IFN-, IFN-, 
IFN-); factor inhibidor de la leucemia (LIF); factor neurotrófico ciliar (CNTF); oncostatina M; factor de citoblastos 50 
(SCF); factores de crecimiento transformantes (por ejemplo, TGF-, TGF-1, TGF-1, TGF-1) o quimiocinas (tales 
como, pero no se limitan a, BCA-1BLC-1, BRAK/Kec, CXCL16, CXCR3, ENA-78/LIX, eotaxina-1, eotaxina-2/MPIF-2, 
Exodus-2/SLC, fractalquina/neurotactina, GROalfa/MGSA, HCC-1, I-TAC, linfotactina/ATAC/SCK MCP-1/MCAF, 
MCP-3, MCP-4, MDC/STCP-1, ABCD-1, MIP-1, MIP-1, MIP-2/GRO, MIP-3/Exodus/LARC, MIP-3/Exodus-
3/ELC, MIP-4/PARC/DC-CK1, PF-4, RANTES, SDF1, TARC o TECK). Genes que codifican estas moléculas 55 
inmunoestimulantes son conocidos para aquellos expertos en la materia y pueden obtenerse secuencias 
codificantes de una variedad de fuentes, que incluyen diversas bases de datos de patentes, bases de datos 
públicamente disponibles (tales como las bases de datos de ácidos nucleicos y proteínas encontradas en la 
Biblioteca Nacional de Medicina o el Laboratorio Europeo de Biología Molecular), la bibliografía científica, o 
bibliografía científica citada en catálogos producidos por empresas tales como Genzyme, Inc., R&D Systems, Inc. o 60 
InvivoGen, Inc. [véanse, por ejemplo, el catálogo de productos de investigación de citocinas de 1995, Genzyme 
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Diagnostics, Genzyme Corporation, Cambridge MA; el catálogo de 2002 ó 1995 de R&D Systems, Inc (Mineápolis, 
MN); o el catálogo de 2002 de InvivoGen, Inc (San Diego, CA). 

Los procedimientos de introducción de vacunas de ADN en individuos son muy conocidos para el experto. Por 
ejemplo, puede inyectarse ADN en músculo esquelético u otros tejidos somáticos (por ejemplo, inyección 
intramuscular). Pueden usarse liposomas catiónicos o dispositivos biolísticos, tales como una pistola de genes, para 5 
administrar vacunas de ADN. Alternativamente, pueden usarse iontoforesis y otros medios para la transmisión 
transdérmica para la introducción de vacunas de ADN en un individuo. 

Vectores virales para su uso en la invención objeto pueden tener una porción del genoma viral delecionada para 
introducir nuevos genes sin destruir la infectividad del virus. El vector viral de la presente invención es, normalmente, 
un patógeno no virus. A elección del médico, el vector viral puede seleccionarse de manera que se infecte un tipo de 10 
célula específica, tal como células presentadoras de antígeno profesionales (por ejemplo, macrófago o células 
dendríticas). Alternativamente, puede seleccionarse un vector viral que puede infectar cualquier célula en el 
individuo. Vectores virales a modo de ejemplo adecuados para su uso en la presente invención incluyen, pero no se 
limitan a, poxvirus tales como virus de la variolovacuna, avipoxvirus, virus de la viruela aviar, un virus de la 
variolovacuna altamente atenuado (tal como Ankara o MVA [variolovacuna modificada Ankara]), retrovirus, 15 
adenovirus, baculovirus y similares. En una realización preferida, el vector viral es Ankara o MVA. 

En la técnica se conocen estrategias generales para la construcción de vectores de expresión de virus de la 
variolovacuna (véase, por ejemplo, Smith y Moss Bio Techniques Nov/Dec, 306-312, 1984; patente de EE.UU. nº 
4.738.846). Sutter y Moss (Proc. Nat'l. Acad. Sci U.S.A. 89:10847-10851, 1992) y Sutter y col., (Vaccine, 
12(11):1032-40, 1994) desvelan la construcción y uso como vector, un virus Ankara recombinante no replicante 20 
(MVA) que puede usarse como vector viral en la presente invención. Otras versiones de la cepa Ankara de la 
variolovacuna modificada también pueden usarse en la práctica de la invención objeto (tal como la cepa MVA-BN 
producida por Bavarian Nordic S/A (Copenhague, Dinamarca). 

Las composiciones que comprenden los polinucleótidos objeto pueden incluir vectores de vacunas de ácidos 
nucleicos apropiados (plásmidos) que están comercialmente disponibles (por ejemplo, Vical, San Diego, CA) u otros 25 
vectores de ácidos nucleicos (plásmidos) que también están comercialmente disponibles (por ejemplo, Valenti, 
Burlingame, CA). Alternativamente, por la invención objeto se proporcionan composiciones que comprenden 
vectores virales y polinucleótidos según la invención objeto. Además, las composiciones pueden incluir un vehículo 
farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, solución salina. Los vehículos farmacéuticamente aceptables son muy 
conocidos en la técnica y también están comercialmente disponibles. Por ejemplo, tales vehículos aceptables se 30 
describen en E.W. Martin's Remington's Pharmaceutical Science, Mack Publishing Company, Easton, PA. 

La invención objeto también proporciona uno o más polipéptidos aislados que comprenden: 

a) un polipéptido codificado por una secuencia de polinucleótidos según la realización (2) (expuesta 
anteriormente); 

b) un polipéptido de variante codificado por una secuencia de polinucleótidos que tiene al menos 35 
aproximadamente del 20 % al 99,99 % de identidad con un polinucleótido según la realización (2) (como se 
expone anteriormente); 

c) un fragmento de un polipéptido o un polipéptido de variante, en el que dicho fragmento o variante tiene 
sustancialmente la misma reactividad serológica o sustancialmente la misma reactividad de linfocitos T que el 
polipéptido de SEC ID Nº: 1; 40 

o una variante del mismo que tiene el 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 
%, 97 %, 98 % o el 99 % de identidad con el polipéptido de SEC ID Nº: Nº: 1; 

d) una construcción multiepitópica que comprende el polipéptido de SEC ID Nº: Nº: 1 y al menos un epítope 
expuesto en las Tablas 2, 3, 4, 5 ó 6 y/o uno o más polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en SEC ID 
Nº: Nº: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27. 45 

El término “péptido” puede usarse indistintamente con “oligopéptido” o “polipéptido” o “epítope” en la presente 
memoria descriptiva para designar una serie de residuos, normalmente L-aminoácidos, conectados entre sí, 
normalmente por enlaces peptídicos entre los grupos -amino y carboxilo de aminoácidos adyacentes. Los péptidos 
inductores de CTL preferidos (o linfocitos T CD8+) de la invención tienen 13 residuos o menos de longitud y 
normalmente consisten en entre aproximadamente 8 y aproximadamente 11 residuos (por ejemplo, 8, 9, 10 u 11 50 
residuos), preferentemente 9 ó 10 residuos. Los péptidos inductores de HTL preferidos (o linfocitos T CD4+) tienen 
menos de aproximadamente 50 residuos de longitud y normalmente consisten en entre aproximadamente 6 y 
aproximadamente 30 residuos, más normalmente entre aproximadamente 12 y 25 (por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16, 
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ó 25), y frecuentemente entre aproximadamente 15 y 20 residuos (por ejemplo, 15, 16, 
17, 18, 19 ó 20). 55 
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Según la invención objeto, un “fragmento” es un polipéptido de al menos 3 aminoácidos consecutivos, 
preferentemente 4 consecutivos, e incluso más preferentemente 5 consecutivos. En algunas realizaciones, los 
fragmentos de polipéptidos son reactivos con anticuerpos encontrados en el suero de un individuo. En otras 
realizaciones, un fragmento es un “epítope” como se describe arriba. En el contexto de la presente invención, los 
términos polipéptido, péptido y proteína pueden usarse indistintamente; sin embargo, debe entenderse que la 5 
invención no se refiere a los polipéptidos en la forma natural, es decir, no están en su entorno natural, sino que los 
polipéptidos pueden haber sido aislados u obtenidos por purificación de fuentes naturales, obtenidos de células 
huésped preparadas por manipulación genética (por ejemplo, los polipéptidos, o fragmentos de los mismos, se 
producen recombinantemente por células huésped, o por síntesis química). Los polipéptidos según la presente 
invención también pueden contener aminoácidos no naturales, como se describirá más adelante. 10 

Una “variante” o polipéptido “modificado” (o variante de polipéptido) debe entenderse que designa polipéptidos que 
presentan, en relación con el polipéptido natural, ciertas modificaciones. Estas modificaciones puede incluir una 
deleción, adición o sustitución de al menos un aminoácido, una truncación, una extensión, una fusión quimérica, una 
mutación, o polipéptidos que presentan modificaciones postraduccionales. Entre los polipéptidos homólogos, 
aquellos cuyas secuencias de aminoácidos presentan entre al menos (o al menos aproximadamente) el 20,00 % al 15 
99,99 % (ambos incluidos) de identidad con el polipéptido de longitud completa, nativo o que se produce 
naturalmente, son otro aspecto de la invención. El intervalo de identidad en porcentaje anteriormente mencionado 
debe considerarse que incluye, y que proporciona descripción y soporte escrito para, cualquier porcentaje 
fraccionario, en intervalos del 0,01 %, entre el 20,00 % y, hasta, incluyendo el 99,99 %. Estos porcentajes son 
puramente estadísticos y diferencias entre dos secuencias de polipéptidos pueden distribuirse aleatoriamente y 20 
sobre la longitud entera de la secuencia. 

También pueden crearse péptidos de variante (epítopes) alterando la presencia o ausencia de residuos particulares 
en estas posiciones de anclaje primarias. Tales análogos se usan para modular la afinidad de unión de un péptido 
que comprende un motivo o supermotivo particular. El término “motivo” se refiere al patrón de residuos en un péptido 
de longitud definida, normalmente un péptido de aproximadamente 8 a aproximadamente 13 aminoácidos para un 25 
motivo de HLA de clase I (por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12 ó 13 aa) y de aproximadamente 6 a aproximadamente 25 
aminoácidos para un motivo de HLA de clase II (por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24 ó 25 aminoácidos), que es reconocido por una molécula de HLA particular. Los motivos de péptidos son 
normalmente diferentes para cada proteína codificada por cada alelo de HLA humano y se diferencian en el patrón 
de los residuos de anclaje primarios y secundarios. Opcionalmente, péptidos o polipéptidos de variante también 30 
pueden comprender una o más secuencias de polipéptidos heterólogas (por ejemplo, marcas que facilitan la 
purificación de los polipéptidos de la invención (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. nº 6.342.362; Altendorf y 
col., [1999-WWW, 2000] “Structure and Function of the Fo Complex of the ATP Synthase from Escherichia Coli”, J. of 
Experimental Biology 203:19-28, The Co. of Biologists, Ltd., G.B.; Baneyx [1999] “Recombinant Protein Expression in 
Escherichia coli”, Biotechnology 10:411-21, Elsevier Science Ltd.; Eihauer y col., [2001] “The FLAG™ Peptide, a 35 
Versatile Fusion Tag for the Purification of Recombinant Proteins”, J. Biochem Biophys Methods 49:455-65; Jones y 
col., [1995] J. Chromatography 707:3-22; Jones y col., [1995] “Current Trends in Molecular Recognition and 
Bioseparation”, J. of Chromatography A. 707:3-22, Elsevier Science B.V.; Margolin [2000] “Green Fluorescent 
Protein as a Reporter for Macromolecular Localization in Bacterial Cells”, Methods 20:62-72, Academic Press; Puig y 
col., [2001] “The Tandem Affinity Purification (TAP) Method: A General Procedure of Protein Complex Purification”, 40 
Methods 24:218-29, Academic Press; Sassenfeld [1990] “Engineering Proteins for Purification”, TibTech 8:88-93; 
Sheibani [1999] “Prokaryotic Gene Fusion Expression Systems and Their Use in Structural and Functional Studies of 
Proteins”, Prep. Biochem. & Biotechnol. 29(1):77-90, Marcel Dekker, Inc.; Skerra y col., [1999] “Applications of a 
Peptide Ligand for Streptavidin: the Strep-tag”, Biomolecular Engineering 16:79-86, Elsevier Science, B.V.; Smith 
[1998] “Cookbook for Eukaryotic Protein Expression: Yeast, Insect, and Plant Expression Systems”, The Scientist 45 
12(22):20; Smyth y col., [2000] “Eukaryotic Expression and Purification of Recombinant Extracellular Matrix Proteins 
Carrying the Strep II Tag”, Methods in Molecular Biology, 139:49-57; Unger [1997] “Show Me the Money: Prokaryotic 
Expression Vectors and Purification Systems”, The Scientist 11(17):20, cada uno de los cuales se incorpora por la 
presente por referencia en sus totalidades), o marcas comercialmente disponibles de vendedores tales como 
STRATAGENE (La Jolla, CA), NOVAGEN (Madison, WI), QIAGEN, Inc., (Valencia, CA) o InVitrogen (San Diego, 50 
CA). 

Los polipéptidos de variante pueden, alternativamente, tener el 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de identidad con un polipéptido natural de la invención. 
Normalmente, la identidad en porcentaje se calcula con referencia al polipéptido de longitud completa, nativo y/o que 
se produce naturalmente (por ejemplo, aquellos polipéptidos expuestos en SEC ID Nº: 1). 55 

La nomenclatura usada para describir compuestos de péptido sigue la práctica convencional en la que el grupo 
amino se presenta a la izquierda (el extremo N) y el grupo carboxilo a la derecha (el extremo C) de cada residuo de 
aminoácido. Cuando las posiciones del residuo de aminoácido se refieren a un epítope, están numeradas en una 
dirección de amino a carboxilo siendo la posición uno la posición más próxima al extremo amino del epítope, o el 
péptido o proteína del que puede ser parte. En las fórmulas que representan realizaciones seleccionadas específicas 60 
de la presente invención, los grupos del extremo amino y carboxilo, aunque no se muestren específicamente, están 
en la forma que adoptarían un valor de pH fisiológico, a menos que se especifique de otro modo. En las fórmulas de 
estructura del aminoácido, cada residuo se representa generalmente por las designaciones convencionales de tres 
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letras o de una sola letra (por ejemplo, como se expone a continuación). A modo de ejemplo, pueden llevarse a cabo 
sustituciones de aminoácidos sin producir una modificación sustancial de la actividad biológica de los polipéptidos 
modificados correspondientes; por ejemplo, la sustitución de leucina con valina o isoleucina, de ácido aspártico con 
ácido glutámico, de glutamina con asparagina, de arginina con lisina, y similares, las sustituciones inversas pueden 
realizarse sin modificación sustancial de la actividad biológica de los polipéptidos. 5 

La forma L de un residuo de aminoácido se representa por una sola letra en mayúsculas o una primera letra en 
mayúsculas de un símbolo de tres letras, y la forma D, para aquellos aminoácidos que tienen formas D, se 
representan por una única letra en minúsculas o un símbolo de tres letras en minúsculas. La glicina no tiene átomo 
de carbono asimétrico y se denomina simplemente “Gly” o G. Los símbolos de los aminoácidos son los siguientes: 
(aminoácido con símbolo de una sola letra; con símbolo de tres letras) A; Ala; Alanina: C; Cys; Cisteína: D; Asp; 10 
Ácido aspártico: E; Glu; Ácido glutámico: F; Phe; Fenilalanina: G; Gly; Glicina: H; His; Histidina: I; Ile; Isoleucina: K; 
Lys; Lisina: L; Leu; Leucina: M; Met; Metionina: N; Asn; Asparagina: P; Pro; Prolina: Q; Gln; Glutamina: R; Arg; 
Arginina: S; Ser; Serina: T; Thr; Treonina: V; Val; Valina: W; Trp; Triptófano: Y; Tyr; Tirosina. 

Las “características químicas” de los aminoácidos se definen como: aromáticos (F, W, Y); alifáticos-hidrófobos (L, I, 
V, M); polares pequeños (S, T, C); polares grandes (Q, N); ácidos (D, E); básicos (R, H, K); no polares: prolina; 15 
alanina; y glicina. 

Con el fin de extender la vida de los polipéptidos según la invención, puede ser ventajoso usar aminoácidos no 
naturales, por ejemplo, en la forma D, o alternativamente análogos de aminoácidos, por ejemplo formas que 
contienen azufre de aminoácidos en la producción de “polipéptidos de variante”. Medios alternativos para aumentar 
la vida de los polipéptidos también pueden usarse en la práctica de la presente invención. Por ejemplo, los 20 
polipéptidos de la invención, y fragmentos de los mismos, pueden modificarse recombinantemente para incluir 
elementos que aumentan la semivida en plasma o en suero de los polipéptidos de la invención. Estos elementos 
incluyen, y no se limitan a, regiones constantes de anticuerpos (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. nº 
5.565.335), u otros elementos tales como los desvelados en las patentes de EE.UU. nº 6.319.691, 6.277.375 o 
5.643.570. Alternativamente, los polinucleótidos y genes de la presente invención pueden fusionarse 25 
recombinantemente con elementos, muy conocidos para el experto, que son útiles en la preparación de 
construcciones inmunogénicas para los fines de formulación de vacunas. 

La invención objeto también proporciona fragmentos biológicamente activos (epítopes) de un polipéptido según la 
invención e incluye aquellos péptidos que pueden provocar una respuesta inmunitaria dirigida contra P. falciparum, 
proporcionando dicha respuesta inmunitaria componentes (linfocitos B, anticuerpos y/o o componentes de la 30 
respuesta inmunitaria celular (por ejemplo, linfocitos T colaboradores, citotóxicos y/o supresores)) reactivos con el 
fragmento biológicamente activo de un polipéptido; el polipéptido intacto, de longitud completa, sin modificar 
desvelado en el presente documento; o tanto el fragmento biológicamente activo de un polipéptido como los 
polipéptidos intactos, de longitud completa, sin modificar desvelados en el presente documento. 

Los fragmentos, como se describen en el presente documento, pueden obtenerse escindiendo los polipéptidos de la 35 
invención con una enzima proteolítica (tal como tripsina, quimotripsina o colagenasa) o con un reactivo químico, tal 
como bromuro de cianógeno (CNBr). Alternativamente, pueden generarse fragmentos de polipéptidos en un entorno 
altamente ácido, por ejemplo, a pH 2,5. Tales fragmentos de polipéptidos pueden prepararse igualmente bien por 
síntesis química o usando huéspedes transformados con un vector de expresión según la invención. Las células 
huésped transformadas contienen un ácido nucleico, que permite la expresión de estos fragmentos, bajo el control 40 
de elementos apropiados para la regulación y/o expresión de los fragmentos de polipéptidos. 

En una realización, la invención objeto proporciona procedimientos para provocar una respuesta inmunitaria en un 
individuo que comprenden la administración de composiciones que comprenden polipéptidos según la invención 
objeto a un individuo en cantidades suficientes para inducir una respuesta inmunitaria en el individuo. En algunas 
realizaciones, una “respuesta inmunitaria protectora” o “terapéutica” se induce en el individuo. Una “respuesta 45 
inmunitaria protectora” o “respuesta inmunitaria terapéutica” se refiere a un CTL (o linfocito T CD8+) y/o un HTL (o 
linfocito T CD4+), y/o una respuesta de anticuerpos a un antígeno derivado de un agente infeccioso o un antígeno de 
tumor, que de alguna forma previene o detiene al menos parcialmente síntomas de enfermedad, efectos secundarios 
o progresión. La respuesta inmunitaria protectora también puede incluir una respuesta de anticuerpos que se ha 
facilitado por la estimulación de linfocitos T colaboradores (o linfocitos T CD4+). Procedimientos adicionales de 50 
inducción de una respuesta inmunitaria en un individuo se enseñan en la patente de EE.UU. nº 6.419.931. El término 
CTL puede usarse indistintamente con linfocito(s) T CD8+ y el término HTL puede usarse indistintamente con 
linfocito(s) T CD4+ durante toda la solicitud objeto. 

El término “individuo” incluye mamíferos que incluyen, y no se limitan a, simios superiores, chimpancés, 
orangutanes, seres humanos, monos o animales domésticos (mascotas) tales como perros, gatos, cobayas, 55 
hámsteres, cerdos panzudos vietnamitas, conejos, hurones, vacas, caballos, cabras y ovejas. En una realización 
preferida, los procedimientos de inducción de una respuesta inmunitaria contemplada en el presente documento se 
ponen en práctica en seres humanos. 
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Otra realización de la invención objeto proporciona procedimientos de inducción de una respuesta inmunitaria en un 
individuo que comprenden la administración de una composición que comprende polipéptidos codificados por los 
polinucleótidos de la invención objeto en cantidades suficientes para inducir una respuesta inmunitaria. En algunas 
realizaciones de la invención, la respuesta inmunitaria proporciona inmunidad protectora. La composición 
administrada al individuo puede, opcionalmente, contener un adyuvante y puede administrarse de cualquier manera 5 
conocida en la técnica para la administración del inmunogén a un sujeto. También pueden formularse composiciones 
en cualquier vehículo, que incluye, por ejemplo, vehículos farmacéuticamente aceptables tales como aquellos 
descritos en E.W. Martin's Remington's Pharmaceutical Science, Mack Publishing Company, Easton, PA. En una 
realización preferida, las composiciones pueden formularse en adyuvante incompleto de Freund. 

En diversas realizaciones, la invención objeto proporciona ensayos de diagnóstico basados en formatos de 10 
transferencia Western o inmunoensayos convencionales conocidos para el experto. Por ejemplo, los ensayos 
basados en anticuerpos tales como enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), 
ensayos de flujo lateral, ensayos de tiras inmunocromatográficas, ensayos de flujo automatizados y ensayos que 
utilizan biosensores que contienen anticuerpos pueden emplearse para la detección de los polipéptidos, y 
fragmentos de los mismos, proporcionados por la invención objeto. Los ensayos y procedimientos para realizar los 15 
ensayos son muy conocidos en la técnica y los procedimientos pueden probar muestras biológicas cualitativamente 
(presencia o ausencia de polipéptido) o cuantitativamente (comparación de una muestra con una curva patrón 
preparada usando un polipéptido de la invención objeto) para la presencia de uno o más polipéptidos de la invención 
objeto. Así, la invención objeto proporciona un procedimiento de detección de un polipéptido de P. falciparum, o 
fragmento del mismo, que comprende poner en contacto una muestra con un anticuerpo que se une 20 
específicamente a un polipéptido, o fragmento del mismo, de SEC ID Nº: 1 y detectar la presencia de un complejo 
anticuerpo-antígeno. 

Los ensayos basados en anticuerpos pueden considerarse que son de cuatro tipos: ensayos de unión directa, 
ensayos de sándwich, ensayos de competición y ensayos de desplazamiento. En un ensayo de unión directa, tanto 
el anticuerpo como el antígeno se marcan, y hay un medio de medición del número de complejos formados. En un 25 
ensayo de sándwich se mide la formación de un complejo de al menos tres componentes (por ejemplo, anticuerpo-
antígeno-anticuerpo). En un ensayo de competición, el antígeno marcado y el antígeno sin marcar compiten por 
unirse al anticuerpo, y se mide tanto el componente unido como el libre. En un ensayo de desplazamiento, el 
antígeno marcado se une previamente al anticuerpo, y se mide un cambio en la señal a medida que el antígeno sin 
marcar desplaza el antígeno marcado unido del receptor. 30 

Pueden realizarse ensayos de flujo lateral según las enseñanzas de la patente de EE.UU. nº 5.712.170 y las 
referencias citadas en su interior. Los ensayos de desplazamiento e inmunosensores de flujo útiles para llevar a 
cabo los ensayos de desplazamiento se describen en: (1) Kusterbeck y col., “Antibody-Based Biosensor for 
Continuous Monitoring”, en Biosensor Technology, R. P. Buck y col., eds., Marcel Dekker, N.Y. pág. 345-350 
(1990); Kusterbeck y col., “A Continuous Flow Immunoassay for Rapid and Sensitive Detection of Small Molecules”, 35 
Journal of Immunological Methods, vol. 135, pág. 191-197 (1990); Ligler y col., “Drug Detection Using the Flow 
Immunosensor”, en Biosensor Design and Application, J. Findley y col., eds., American Chemical Society Press, pág. 
73-80 (1992); y Ogert y col., “Detection of Cocaine Using the Flow Immunosensor”, Analytical Letters, vol. 25, pág. 
1999-2019 (1992). Los ensayos de desplazamiento e inmunosensores de flujo también se describen en la patente 
de EE.UU. nº 5.183.740. El inmunoensayo de desplazamiento, a diferencia de la mayoría de los inmunoensayos 40 
competitivos usados para detectar moléculas pequeñas, puede generar una señal positiva con concentración de 
antígeno creciente. Un aspecto de la invención permite la exclusión de transferencias Western como ensayo de 
diagnóstico, particularmente cuando la transferencia Western es una selección de lisados de células completas de P. 
falciparum, u organismos relacionados, contra suero inmune de individuos infectados. En otro aspecto de la 
invención, los ensayos de diagnóstico basados en péptidos o polipéptidos utilizan péptidos o polipéptidos de P. 45 
falciparum que se han producido tanto por síntesis química de péptidos como por metodologías recombinantes que 
utilizan células huésped de no Plasmodium para la producción de péptidos o polipéptidos. 

Otro aspecto de la invención proporciona el uso de péptidos, polipéptidos y construcciones multiepitópicas en 
ensayos tales como aquellos enseñados en la patente de EE.UU. nº 5.635.363. Brevemente, péptidos, polipéptidos y 
construcciones multiepitópicas de la invención objeto pueden usarse para formar complejos multiméricos estables 50 
que comprenden subunidades preparadas de la proteína del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que 
tienen una población de péptido unida sustancialmente homogénea. El complejo multimérico de MHC-antígeno 
forma una estructura estable con linfocitos T que reconocen el complejo mediante su receptor de antígeno, 
permitiendo así el marcado, identificación y separación de linfocitos T específicos. El complejo de unión multimérico 
tiene la fórmula (--P)n en la que n ≥ 2, normalmente n ≥ 4, y normalmente n ≤10;  es una cadena  de una 55 
proteína MHC de clase I o clase II.  es una cadena  (la cadena  de una proteína MHC de clase II o microglobulina 
2 para una proteína MHC de clase I; y P es un antígeno de péptido. El complejo multimérico se une establemente 
mediante interacciones no covalentes a un receptor de linfocitos T que tiene la especificidad antigénica apropiada. 
Las proteínas MHC pueden ser de cualquier individuo. De particular interés son las proteínas HLA humanas. 
Incluidas en las proteínas HLA están las subunidades de clase II HLA-DP, NLA-DP, HLA-DQ, HLA-DQ, HLA-60 
DR y HLA-DR, y las proteínas de clase I HLA-A, HLA-B, HLA-C y 2-microglobulina. En una realización preferida, 
las subunidades de la proteína MHC son una forma soluble de la proteína normalmente unida a la membrana. La 
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forma soluble se deriva de la forma nativa por deleción del dominio transmembrana. Convenientemente, la proteína 
está truncada, eliminando tanto los dominios citoplásmicos como transmembrana. La proteína puede truncarse por 
escisión proteolítica, o expresando una forma truncada genéticamente manipulada. Para proteínas de clase I, la 
forma soluble incluirá el dominio 1, 2 y 3. No se incluirán más de aproximadamente 10, normalmente no más de 
aproximadamente 5, preferentemente ninguno de los aminoácidos del dominio transmembrana. La deleción puede 5 
extenderse nada menos que aproximadamente 10 aminoácidos en el dominio 3, preferentemente no se 
delecionará ninguno de los aminoácidos del dominio 3. La deleción será de forma que no interfiera con la 
capacidad del dominio de 3 de plegarse en una estructura unida por disulfuro. La cadena  de clase I, 2-
microglobulina, carece de un dominio transmembrana en su forma nativa, y no necesita estar truncada. 
Generalmente, no se usarán subunidades de clase II conjuntamente con subunidades de clase I. Las subunidades 10 
de clase II solubles incluirán los dominios 1 y 2 para la subunidad , y los dominios 1 y 2 para la subunidad . 
No se incluirán más de aproximadamente 10, normalmente no más de aproximadamente 5, preferentemente 
ninguno de los aminoácidos del dominio transmembrana. La deleción puede extenderse nada menos que 
aproximadamente 10 aminoácidos en el dominio 2 o 2, preferentemente no se delecionará ninguno de los 
aminoácidos del dominio 2 o 2. La deleción será de forma que no interfiera con la capacidad del dominio 2 o 2 15 
para plegarse en una estructura unidad por disulfuro. 

El complejo monomérico (--P) (monómero) está multimerizado. El multímero resultante será estable durante 
largos periodos de tiempo. Normalmente, no más de aproximadamente el 10 % del multímero se disociará después 
del almacenamiento a 4 ºC durante aproximadamente un día, más normalmente después de aproximadamente una 
semana. Preferentemente, el multímero se formará uniendo los monómeros a una entidad multivalente mediante 20 
sitios de unión específicos sobre la subunidad  o , como se describe más adelante en detalle. El multímero 
también puede formarse por reticulación química de los monómeros. Se conocen en la técnica varios reactivos que 
pueden reticular proteínas, entidades ilustrativas incluyen: hidrazida de azidobenzoílo, N-[4-(p-
azidosalicilamino)butil]-3'-[2'-piridilditio]propionamida), suberato de bis-sulfosuccinimidilo, dimetiladipimidato, 
disuccinimidiltartrato, éster de N-.gamma.-maleimidobutiriloxisuccinimida, N-hidroxisulfosuccinimidil-4-25 
azidobenzoato, [4-azidofenil]-1,3'-ditiopropionato de N-succinimidilo, [4-yodoacetil]aminobenzoato de N-succinimidilo, 
glutaraldehído, formaldehído y 4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo. 

El sitio de unión para unirse a una entidad multivalente puede producirse naturalmente, o puede introducirse 
mediante ingeniería genética. El sitio será una unión específica para miembro o un miembro del par de unión 
específico o uno que se modifica para proporcionar un miembro del par de unión específico, en el que el par 30 
complementario tiene una multiplicidad de sitios de unión específica. La unión al miembro de unión complementario 
puede ser una reacción química, unión de epítope-receptor o unión de hapteno-receptor en la que el hapteno está 
ligado a la cadena de subunidad. En una realización preferida, una de las subunidades está fusionada con una 
secuencia de aminoácidos que proporciona un sitio de reconocimiento para una enzima modificadora. La secuencia 
de reconocimiento se fusionará normalmente proximal al extremo carboxi de una de la subunidad para evitar el 35 
posible impedimento en el sitio de unión al péptido antigénico. Convenientemente, un casete de expresión incluirá la 
secuencia que codifica el sitio de reconocimiento. 

La enzimas modificadoras de interés incluyen BirA, diversas glicosilasas, transferasa de proteína farnesilo, proteínas 
cinasas y similares. La subunidad puede hacerse reaccionar con la enzima modificadora en cualquier momento 
conveniente, normalmente después de la formación del monómero. El grupo introducido por la enzima modificadora, 40 
por ejemplo, biotina, azúcar, fosfato, farnesilo, etc., proporciona un miembro del par de unión complementario, o un 
sitio único para la modificación adicional, tal como reticulación química, biotinilación, etc., que proporcionará un 
miembro del par de unión complementario. Una estrategia alternativa es introducir un residuo de cisteína sin aparear 
a la subunidad, introduciendo así un sitio único y químicamente reactivo para la unión. El sitio de unión también 
puede ser un epítope que se produce naturalmente o introducido, en el que el componente de unión multivalente 45 
será un anticuerpo, por ejemplo, IgG, IgM, etc. Cualquier modificación será en un sitio, por ejemplo, proximal al 
extremo C, que no interferirá con la unión. 

A modo de ejemplo de la formación de multímeros es la introducción de la secuencia de reconocimiento para la 
enzima BirA, que cataliza la biotinilación del sustrato de proteína. El monómero con una subunidad biotinilada se une 
entonces a un componente de unión multivalente, por ejemplo, estreptavidina o avidina, al que la biotina se une con 50 
afinidad extremadamente alta. La estreptavidina tiene una valencia de 4, proporcionando un multímero de (--P)4. 

El componente de unión multivalente puede estar libre en disolución, o puede unirse a un soporte insoluble. 
Ejemplos de soportes insolubles adecuados incluyen perlas, por ejemplo, perlas magnéticas, membranas y placas 
de microtitulación. Éstas se hacen normalmente de vidrio, plástico (por ejemplo, poliestireno), polisacáridos, nailon o 
nitrocelulosa. La unión a un soporte insoluble es útil cuando el complejo de unión va a usarse para la separación de 55 
linfocitos T. 

Frecuentemente, el complejo multimérico se marcará, de manera que sea directamente detectable, o se usará 
conjuntamente con inmunorreactivos marcados secundarios que se unirán específicamente al complejo. En general, 
la marca tendrá una característica detectable ligera. Marcas preferidas son fluoróforos, tales como isotiocianato de 
fluoresceína (FITC), rodamina, Texas Red, ficoeritrina y aloficocianina. Otras marcas de interés pueden incluir 60 
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colorantes, enzimas, quimioluminiscentes, partículas, radioisótopos, u otro agente directamente o indirectamente 
detectable. Convenientemente, el componente de unión multivalente tendrá el grupo de marca. Alternativamente, 
puede usarse una marca de segunda etapa, por ejemplo, anticuerpo marcado dirigido a uno de los constituyentes 
del péptido, y similares. 

El complejo de unión se usará para detectar y/o separar linfocitos T específicos de antígeno. Los linfocitos T pueden 5 
ser de cualquier fuente, normalmente tener la misma especie de origen que el heterodímero de MHC. Los linfocitos 
T pueden ser de un cultivo in vitro, o una muestra fisiológica. En general, las muestras fisiológicas empleadas serán 
sangre o linfa, pero las muestras también pueden implicar otras fuentes de células, particularmente en las que los 
linfocitos T pueden ser invasivos. Así, otros sitios de interés son tejidos, o fluidos asociados, como en el cerebro, 
ganglio linfático, neoplasias, bazo, hígado, riñón, páncreas, amígdalas, timo, articulaciones, líquido sinovial y 10 
similares. La muestra puede usarse como se obtiene o puede someterse a modificación, como en el caso de 
dilución, concentración, o similares. Tratamientos previos puede implicar la eliminación de células por diversas 
técnicas, que incluyen centrifugación, usando Ficoll-Hypaque, inmunopurificación, separación por afinidad, usando 
anticuerpos específicos para uno o más marcadores presentes como proteínas de la membrana superficial sobre la 
superficie de células, o cualquier otra técnica que proporcione enriquecimiento del conjunto o subconjunto de células 15 
de interés. 

El complejo de unión se añade a una suspensión que comprende linfocitos T de interés, y se incuba a 
aproximadamente 4 ºC durante un periodo de tiempo suficiente para unir el receptor de la superficie celular 
disponible. La incubación será normalmente al menos aproximadamente 5 minutos y normalmente inferior a 
aproximadamente 30 minutos. Se desea tener una concentración suficiente de reactivo de marcado en la mezcla de 20 
reacción, de manera que la reacción de marcado no se limite por carecer de reactivo de marcado. La concentración 
apropiada se determina por valoración. El medio en el que las células se marcan será cualquier medio adecuado 
como se conoce en la técnica. Si se desean células vivas se elegirá un medio que mantenga la viabilidad de las 
células. Un medio preferido es solución salina tamponada con fosfato que contiene del 0,1 al 0,5 % de BSA. 
Diversos medios están comercialmente disponibles y pueden usarse según la naturaleza de las células, que incluyen 25 
medio Eagle modificado por Dulbecco (dMEM), solución básica salina de Hank (HBSS), solución salina tamponada 
con fosfato de Dulbecco (dPBS), RPMI, medio Iscove, PBS con EDTA 5 mM, etc., frecuentemente complementado 
con suero bovino fetal, BSA, HSA, etc. 

Si se usa un reactivo de marcado de segunda etapa, la suspensión de células puede lavarse y resuspenderse en 
medio como se ha descrito anteriormente antes de la incubación con el reactivo de segunda etapa. 30 
Alternativamente, el reactivo de segunda etapa puede añadirse directamente a la mezcla de reacción. 

Se conocen en la técnica varios procedimientos para la detección y cuantificación de células marcadas. La 
citometría de flujo es un medio conveniente de enumerar células que son un pequeño porcentaje de la población 
total. También puede usarse microscopía fluorescente. Pueden usarse diversos inmunoensayos, por ejemplo, 
ELISA, RIA, etc., para cuantificar el número de células presentes después de unirse a un soporte insoluble. 35 

También puede usarse citometría de flujo para la separación de un subconjunto marcado de linfocitos T de una 
mezcla compleja de células. Las células pueden recogerse en cualquier medio apropiado que mantenga la viabilidad 
de las células, normalmente que tiene un cojín de suero en el fondo del tubo de recogida. Diversos medios están 
comercialmente disponibles como se ha descrito anteriormente. Las células pueden entonces usarse según 
convenga. 40 

Medios alternativos de separación utilizan el complejo de unión unido directamente o indirectamente a un soporte 
insoluble, por ejemplo, columna, placa de microtitulación, perlas magnéticas, etc. La muestra de células se añade al 
complejo de unión. El complejo puede unirse al soporte por cualquier medio conveniente. Después de la incubación, 
el soporte insoluble se lava para eliminar componentes no unidos. Pueden emplearse de uno a seis lavados, con 
volumen suficiente para lavar minuciosamente células no específicamente unidas presentes en la muestra. Las 45 
células deseadas se eluyeron entonces del complejo de unión. En particular, el uso de partículas magnéticas para 
separar subconjuntos de células de mezclas complejas se describe en Miltenyi y col., (1990) Cytometry 11:231-238. 

El detectar y/o cuantificar linfocitos T específicos en una muestra o fracción de la misma puede llevarse a cabo 
mediante una variedad de ensayos específicos. En general, el ensayo medirá la unión entre una muestra de 
paciente, normalmente sangre derivada, generalmente en forma de plasma o suero, y los complejos de unión 50 
multiméricos objeto. La muestra de paciente puede usarse directamente, o diluirse según convenga, normalmente 
aproximadamente 1:10 y normalmente no más de aproximadamente 1:10.000. Pueden realizarse ensayos en 
cualquier tampón fisiológico, por ejemplo, PBS, solución salina normal, HBSS, dPBS, etc. 

Se realiza un ensayo de sándwich uniendo primero el complejo de unión multimérico a una superficie insoluble o 
soporte. El complejo de unión multimérico puede unirse a la superficie por cualquier medio conveniente, que 55 
depende de la naturaleza de la superficie, tanto directamente como mediante anticuerpos específicos. El modo 
particular de unión no es crucial, mientras que sea compatible con los reactivos y procedimientos globales de la 
invención. Pueden unirse a las placas covalentemente o no covalentemente, preferentemente no covalentemente. 
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Los soportes insolubles pueden ser cualquier composición con la que el complejo de unión multimérico pueda 
unirse, que se separe fácilmente del material soluble, y que sea de otro modo compatible con el procedimiento 
global de medición de linfocitos T. La superficie de tales soportes puede ser sólida o porosa y de cualquier forma 
conveniente. Ejemplos de soportes insolubles adecuados con los que el receptor está unido incluyen perlas, por 
ejemplo, perlas magnéticas, membranas y placas de microtitulación. Éstos están normalmente hechos de vidrio, 5 
plástico (por ejemplo, poliestireno), polisacáridos, nailon o nitrocelulosa. Las placas de microtitulación son 
especialmente convenientes debido a que pueden llevarse a cabo simultáneamente un gran número de ensayos, 
usando pequeñas cantidades de reactivos y muestras. 

Antes de añadir muestras de paciente o fracciones de las mismas, los sitios de unión no específica sobre el soporte 
insoluble, es decir, aquellos no ocupados por el complejo de unión multimérico, se bloquean generalmente. Agentes 10 
de bloqueo preferidos incluyen proteínas no interferentes tales como albúmina de suero bovino, caseína, gelatina y 
similares. Entonces se añaden muestras, fracciones o alícuotas de los mismos a soportes ensayables por separado 
(por ejemplo, pocillos separados de una placa de microtitulación) que contienen complejo de unión multimérico unido 
al soporte. 

Generalmente es suficiente de aproximadamente 0,001 a 1 ml de muestra, diluida o de otro modo, normalmente es 15 
suficiente aproximadamente 0,01 ml. Preferentemente, cada muestra y patrón se añadirán a múltiples pocillos de 
manera que puedan obtenerse valores medios para cada uno. El tiempo de incubación debe ser suficiente para que 
los linfocitos T se unan al complejo de unión insoluble. Generalmente es suficiente de aproximadamente 0,1 a 3 h, 
normalmente es suficiente 1 h. 

Después de la incubación, el soporte insoluble se lava generalmente de componentes no unidos. Generalmente, un 20 
tampón fisiológico diluido a un pH apropiado, generalmente 7-8, se usa como medio de lavado. Pueden emplearse 
de uno a seis lavados, con volumen suficiente para lavar minuciosamente linfocitos T no específicamente unidos 
presentes en la muestra. 

Después de lavar se aplica una disolución que contiene el segundo receptor específico. El receptor puede ser 
cualquier compuesto que se una a linfocitos T de paciente con especificidad suficiente de forma que puedan 25 
distinguirse de otros componentes presentes. En una realización preferida, los segundos receptores son anticuerpos 
específicos para antígenos de linfocitos T comunes, tanto sueros monoclonales como policlonales, por ejemplo, anti-
thy-1, anti-CD45, etc. 

Los anticuerpos específicos de linfocitos T pueden marcarse para facilitar la cuantificación directa o indirecta de la 
unión. Ejemplos de marcas que permiten la medición directa incluyen radiomarcas tales como 3H o 125I, agentes 30 
fluorescentes, colorantes, perlas, quimioluminiscentes, partículas coloidales y similares. Ejemplos de marcas que 
permiten la medición indirecta de la unión incluyen enzimas en las que el sustrato puede proporcionar un producto 
coloreado o fluorescente. Ejemplos de enzimas adecuadas para su uso en conjugados incluyen peroxidasa de 
rábano picante, fosfatasa alcalina, malato deshidrogenasa y similares. Si no están comercialmente disponibles, tales 
conjugados de anticuerpo-enzima se producen fácilmente por técnicas conocidas para aquellos expertos en la 35 
materia. 

Alternativamente, el segundo receptor puede estar sin marcar. En este caso se emplea un compuesto específico del 
segundo receptor marcado que se une al segundo receptor unido. Un compuesto específico del segundo receptor tal 
puede marcarse en cualquiera de los modos anteriores. Es posible seleccionar compuestos tales de forma que 
múltiples compuestos se unan a cada molécula del segundo receptor unido. Ejemplos de pares de segundo 40 
receptor/molécula específica de segundo receptor incluyen anticuerpo/anti-anticuerpo y avidina (o 
estreptavidina)/biotina. Como la señal resultante se amplifica así, esta técnica puede ser ventajosa si solo un 
pequeño número de células están presentes. Un ejemplo es el uso de un anticuerpo marcado específico para el 
segundo receptor. Más específicamente, si el segundo receptor es un anticuerpo anti-alotípico de conejo, un 
anticuerpo dirigido contra la región constante de anticuerpos de conejo proporciona una molécula específica de 45 
segundo receptor adecuada. La anti-inmunoglobulina procederá normalmente de cualquier fuente distinta de 
humano, tal como ovino, roedor, particularmente ratón, o bovino. 

El volumen, composición y concentración de la disolución de receptor específico de linfocitos T proporciona unión 
medible a los linfocitos T ya unidos al sustrato insoluble. Generalmente se usa el mismo volumen que el de la 
muestra: de aproximadamente 0,001 a 1 ml es suficiente, normalmente aproximadamente 0,1 ml es suficiente. Si se 50 
usan ligandos de anticuerpo, la concentración generalmente será aproximadamente 0,1 a 50 µg/ml, preferentemente 
aproximadamente 1 µg/ml. La disolución que contiene el segundo receptor está generalmente tamponada en el 
intervalo de aproximadamente pH 6,5-9,5. La disolución también puede contener una proteína inocua como se 
describe previamente. El tiempo de incubación debe ser suficiente para que el ligando marcado se una a moléculas 
disponibles. Generalmente es suficiente de aproximadamente 0,1 a 3 h, normalmente es suficiente 1 h. 55 

Después de que el segundo receptor o conjugado de segundo receptor se haya unido, el soporte insoluble se lava 
generalmente de nuevo libre del segundo receptor no específicamente unido, esencialmente como se describe para 
los lavados previos. Después de purificar el material no específicamente unido, la señal producida por el conjugado 
unido se detecta mediante medios convencionales. Si se usa un conjugado de enzima, se proporciona un sustrato 
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de enzima apropiado, de manera que se forma un producto detectable. Más específicamente, si una peroxidasa es 
el conjugado de enzima seleccionado, una combinación de sustrato preferida es H2O2 y O-fenilendiamina que da un 
producto coloreado bajo condiciones de reacción apropiadas. Sustratos apropiados para otros conjugados de 
enzima tales como los desvelados anteriormente son conocidos para aquellos expertos en la materia. Condiciones 
de reacción adecuadas, además de medios para detectar los diversos conjugados útiles o sus productos, también 5 
son conocidos para aquellos expertos en la materia. Para el producto del sustrato O-fenilendiamina, por ejemplo, la 
absorbancia de la luz a 490-495 nm se mide convenientemente con un espectrofotómetro. 

Generalmente, el número de linfocitos T unidos detectados se comparará con muestras de control de muestras que 
tienen un contexto de MHC diferente, por ejemplo, linfocitos T de un animal que no expresa la molécula de MHC 
usada para preparar el complejo de unión. 10 

Un protocolo alternativo es proporcionar reactivo anti-linfocitos T, por ejemplo anti-thy-1, anti-CD45, etc., unido a la 
superficie insoluble. Después de añadir la muestra y lavar no se añaden linfocitos T específicamente unidos, se 
añaden uno o una combinación de los complejos de unión objeto, en el que los complejos de unión se marcan de 
manera que interfieran con la unión a linfocitos T. 

Es particularmente conveniente en un entorno clínico realizar los ensayos en un aparato independiente. Varios de 15 
tales procedimientos se conocen en la técnica. El aparato empleará generalmente una trayectoria de flujo continuo 
de un filtro adecuado o membrana, que tiene al menos tres regiones, una región de transporte del fluido, una región 
de muestra y una región de medición. La región de muestra previene que la transferencia del fluido se ponga en 
contacto con las otras porciones de la trayectoria de flujo antes de recibir la muestra. Después de que la región de 
muestra reciba la muestra, se pone en relación de transferencia del fluido con las otras regiones, y la región de 20 
transferencia del fluido permite que una disolución de reactivo pase a través de la región de muestra y a la región de 
medición. La región de medición puede tener unida a ella el complejo de unión multimérico, con un conjugado de 
una enzima con anticuerpo específico de linfocitos T empleado como reactivo, generalmente añadido a la muestra 
antes de la aplicación. Alternativamente, el complejo de unión puede conjugarse con una enzima, con anticuerpo 
específico para linfocito T unido a la región de medición. 25 

La detección de linfocitos T es de interés a propósito de una variedad de condiciones asociadas a la activación de 
linfocitos T. Tales condiciones incluyen enfermedades autoinmunitarias, por ejemplo, esclerosis múltiple, miastenia 
grave, artritis reumatoide, diabetes tipo 1, enfermedad de injerto contra el huésped, enfermedad de Graves, etc.; 
diversas formas de cáncer, por ejemplo, carcinomas, melanomas, sarcomas, linfomas y leucemias. Diversas 
enfermedades infecciosas tales como aquellas producidas por virus, por ejemplo, VIH-1, hepatitis, virus del herpes, 30 
virus entéricos, virus respiratorios, rabdovirus, rubeola, poxvirus, paramixovirus, morbilivirus, etc., son de interés. 
Agentes infecciosos de interés también incluyen bacterias, tales como Pneumococcus, Staphylococcus, Bacillus. 
Streptococcus, Meningococcus, Gonococcus, Eschericia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, 
Haemophilus, Yersinia, Listeria, Corynebacterium, Vibrio, Clostridia, Chlamydia, Mycobacterium, Helicobacter y 
Treponema; patógenos protozoicos y similares. También pueden monitorizarse respuestas alérgicas asociadas a 35 
linfocitos T, por ejemplo, hiperreactividad tipo retardada o hiperreactividad de contacto que implica linfocitos T. 

Son de particular interés afecciones que tienen una asociación con un péptido específico o haplotipo de MHC, en las 
que los complejos de unión objeto pueden usarse para rastrear la respuesta de linfocitos T con respecto al haplotipo 
y antígeno. Se ha hecho un gran número de asociaciones en estados de enfermedad que sugieren que los 
haplotipos de MHC específicos, o antígenos de proteína específicos, son responsables de estados de enfermedad. 40 

Fragmentos de polipéptidos, que incluyen fragmentos inmunogénicos, para cada SEC ID Nº: 1-27 pueden ser de 
cualquier longitud de al menos 5 aminoácidos consecutivos a 1 aminoácido inferior a un polipéptido de longitud 
completa de cualquier SEC ID Nº: dada. Así, para SEC ID Nº: 1 (usada aquí como ejemplo no limitante), el 
fragmento de polipéptido puede contener cualquier número de aminoácidos consecutivos de 5 a 1903 (por ejemplo, 
5, 6, 7, ... , 1901, 1902, 1903). Por brevedad, los números enteros individuales entre 5 y 1903 no se han reproducido 45 
en el presente documento pero, en realidad, se contemplan específicamente. En una realización, los fragmentos 
inmunogénicos de la invención inducen inmunidad o inmunidad protectora de enfermedad. 

La presente invención también proporciona la exclusión de cualquier fragmento individual (de cualquier SEC ID Nº: 
dada) especificada por las posiciones del extremo N al extremo C, secuencia actual, o de cualquier fragmento 
especificado por tamaño (en residuos de aminoácidos) como se ha descrito anteriormente. Además, cualquier 50 
número de fragmentos especificados por las posiciones del extremo N y extremo C, secuencia actual, o por tamaño 
(en residuos de aminoácidos) como se ha descrito anteriormente, puede excluirse como especie individual. Además, 
cualquier número de fragmentos especificados por las posiciones del extremo N y extremo C o por tamaño (en 
residuos de aminoácidos) como se ha descrito anteriormente pueden combinarse para proporcionar un fragmento de 
polipéptido. Estos tipos de fragmentos pueden incluir, opcionalmente, secuencias de polipéptidos tales como 55 
ligadores, descritas más adelante. 

Si una reivindicación recita “un polipéptido que comprende SEC ID Nº: X, o fragmentos o fragmentos inmunogénicos 
o epítopes de SEC ID Nº: X”, el lenguaje “fragmentos o fragmentos inmunogénicos o epítopes de SEC ID Nº: X” 
excluye específicamente subsecuencias idénticas encontradas dentro de otras secuencias de polipéptido o de 
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proteínas de la técnica anterior que se producen naturalmente más largas que no son idénticas a la secuencia de la 
que se derivó la secuencia reivindicada. Esto no incluye casos en los que tales subsecuencias sean una parte de 
una molécula mayor específicamente modificada por la mano del hombre para potenciar la inmunogenicidad de los 
fragmentos de la invención objeto. Así, fragmentos o fragmentos inmunogénicos o epítopes de SEC ID Nº: X 
excluyen específicamente, y no deben considerarse anticipado, si el fragmento es una subsecuencia de otro péptido, 5 
polipéptido o proteína no palúdico que se produce naturalmente de una fuente bacteriana, viral, de reptil, insecto, 
aviar o de mamífero y se identifica en una búsqueda de bases de datos de secuencias de proteínas. 

Los fragmentos o fragmentos inmunogénicos o epítopes de la invención pueden contener adicionalmente ligadores 
que facilitan la unión de los fragmentos a una molécula de vehículo para la estimulación de una respuesta 
inmunitaria o fines de diagnóstico. Los ligadores también pueden usarse para unir fragmentos según la invención a 10 
matrices de soporte sólido para su uso en protocolos de purificación por afinidad. En este aspecto de la invención, 
los ligadores excluyen específicamente, y no deben considerarse anticipado, si el fragmento es una subsecuencia de 
otro péptido, polipéptido o proteína como se identifica en una búsqueda de bases de datos de proteínas de 
secuencias como se indica en el párrafo precedente. En otras palabras, no se considera que las porciones no 
idénticas del otro péptido, polipéptido o proteína sean un “ligador” en este aspecto de la invención. Ejemplos no 15 
limitantes de “ligadores” adecuados para la práctica de la invención incluyen ligadores químicos (tales como aquellos 
comercializados por Pierce, Rockford, IL) y péptidos que permiten la conexión del fragmento inmunogénico con una 
molécula de vehículo (véanse, por ejemplo, los ligadores desvelados en las patentes de EE.UU. nº 6.121.424, 
5.843.464, 5.750.352 y 5.990.275). En diversas realizaciones, los ligadores pueden tener hasta 50 aminoácidos de 
longitud, hasta 40 aminoácidos de longitud, hasta 30 aminoácidos de longitud, hasta 20 aminoácidos de longitud, 20 
hasta 10 aminoácidos de longitud, o hasta 5 aminoácidos de longitud. Por supuesto, el ligador puede ser cualquier 
número de aminoácidos preseleccionado (hasta 50 aminoácidos) de longitud. 

En diversas realizaciones, polipéptidos adecuados para su uso en diversos procedimientos desvelados de la 
invención objeto son como se han definido anteriormente. 

Construcciones multiepitópicas 25 

Como se indica arriba, la invención objeto proporciona “construcciones multiepitópicas”. Una “construcción 
multiepitópica” comprende: 1) ácidos nucleicos que codifican epítopes de múltiples polipéptidos (de cualquier 
longitud) que pueden unirse a una o más moléculas que funcionan en el sistema inmunitario; o 2) polipéptidos que 
comprenden epítopes de múltiples polipéptidos que pueden unirse a una o más moléculas que funcionan en el 
sistema inmunitario. Las “construcciones multiepitópicas” pueden contener, opcionalmente, residuos “flanqueantes” 30 
o “espaciadores” entre cada epítope. Algunas realizaciones proporcionan “construcciones multiepitópicas” que 
comprenden una serie del mismo epítope (llamados “homopolímeros”). Otras realizaciones proporcionan 
“construcciones multiepitópicas” que comprenden una combinación o serie de diferentes epítopes, opcionalmente 
conectados por residuos “flanqueantes” o “espaciadores” (llamados “heteropolímeros”). En algunas realizaciones, las 
“construcciones multiepitópicas” pueden excluir polipéptidos de longitud completa de los que se obtienen los 35 
epítopes (por ejemplo, los polipéptidos de SEC ID Nº: 1). En ciertas realizaciones preferidas, los epítopes usados en 
la formación de la construcción multiepitópica están seleccionados de aquellos expuestos en la Tabla 2, Tabla 3, 
Tabla 4, Tabla 5 y/o Tabla 6 y cualquier epítope expuesto en estas Tablas 2-6 puede mezclarse y/o hacerse coincidir 
con cualquier otro epítope expuesto en cualquiera de las Tablas 2-6 anteriormente mencionadas. 

Las construcciones multiepitópicas pueden ser de “afinidad alta” o “afinidad intermedia”. Como se usa en el presente 40 
documento, “afinidad alta” con respecto a moléculas de clase I de HLA se define como unir con una CI50, o valor de 
KD, de 50 nM o menos; “afinidad intermedia” con respecto a moléculas de clase I de HLA se define como unir con 
una CI50 o valor de KD de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 500 nM. “Afinidad alta” con respecto a unir 
a moléculas de clase II de HLA se define como unir con una CI50 o valor de KD de 100 nM o menos; “afinidad 
intermedia” con respecto a unir a moléculas de clase II de HLA se define como unir con una CI50 o valor de KD de 45 
entre aproximadamente 100 y aproximadamente 1000 nM. 

Las construcciones multiepitópicas descritas en el presente documento incluyen preferentemente cinco o más, diez 
o más, quince o más, veinte o más, o veinticinco o más epítopes. Otras realizaciones proporcionan construcciones 
multiepitópicas que comprenden al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 50 
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ó 99 epítopes. Todos los epítopes en una construcción multiepitópica 
pueden ser de un organismo (por ejemplo, los epítopes se obtienen de P. falciparum), o la construcción 
multiepitópica puede incluir epítopes presentes en dos o más organismos diferentes (por ejemplo, algunos epítopes 
de P. falciparum y algunos epítopes de otro organismo). Adicionalmente, el mismo epítope puede estar presente en 55 
una construcción multiepitópica en más de una localización en la construcción. En algunas realizaciones, novedosos 
epítopes de la invención objeto pueden ligarse a epítopes conocidos de un organismo (por ejemplo, P. falciparum u 
otro organismo). 

Una “vacuna multiepitópica” es una vacuna que comprende múltiples epítopes. Una vacuna multiepitópica puede 
inducir una respuesta inmunitaria y se administra a un individuo en una cantidad suficiente para inducir una 60 
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respuesta inmunitaria en el individuo. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria inducida por la vacuna 
multiepitópica es una respuesta inmunitaria protectora contra un organismo dado, patógeno o afección patológica 
(por ejemplo, P. falciparum). 

En ciertas realizaciones, los epítopes de una construcción multiepitópica o los polipéptidos desvelados en el 
presente documento interaccionan con un sitio de unión al antígeno de una molécula de anticuerpo, un HLA de clase 5 
I, un receptor de linfocitos T y/o una molécula de HLA de clase II. En ciertas realizaciones preferidas, los epítopes 
interaccionan con una molécula de HLA (por ejemplo, clase I o clase II) o un receptor de linfocitos T. En una 
realización incluso más preferida, el epítope interacciona con tanto una molécula de HLA (por ejemplo, clase I o 
clase II) y un receptor de linfocitos T. En diversas realizaciones, todos los ácidos nucleicos en una construcción 
multiepitópica pueden codificar epítopes de HLA de clase I o epítopes de HLA de clase II. Construcciones 10 
multiepitópicas que comprenden epítopes que interaccionan exclusivamente con moléculas de HLA de clase I 
pueden denominarse “construcciones multiepitópicas de CTL” (o “construcciones multiepitópicas de linfocitos T 
CD8+”). Las construcciones multiepitópicas que comprenden epítopes que interaccionan exclusivamente con 
moléculas de HLA de clase II pueden denominarse “construcciones multiepitópicas de HTL” (o “construcciones 
multiepitópicas de linfocitos T CD4+”). Algunas construcciones multiepitópicas (designadas “construcciones 15 
multiepitópicas de TL”) pueden tener un subconjunto de los ácidos nucleicos multiepitópicos que codifican los 
epítopes de HLA de clase I y otro subconjunto de los ácidos nucleicos multiepitópicos que codifican epítopes de HLA 
de clase II (por ejemplo, las construcciones estimulan tanto CTL (es decir, linfocitos T CD8+) como HTL (es decir, 
linfocitos T CD4+) del sistema inmunitario). Otras construcciones multiepitópicas pueden proporcionar epítopes que 
interaccionan exclusivamente con linfocitos B o moléculas de inmunoglobulina y se designan “construcciones 20 
multiepitópicas BL”. Construcciones multiepitópicas que proporcionan epítopes que interaccionan con linfocitos B 
(y/o moléculas de inmunoglobulina) y adicionalmente proporcionan epítopes de HLA de clase I y epítopes de HLA de 
clase II se designan “construcciones multiepitópicas del sistema inmunitario (SIM)”. En ciertas realizaciones, las 
construcciones multiepitópicas pueden proporcionar epítopes de clase I o epítopes de clase II (por ejemplo, epítopes 
de CTL (es decir, linfocitos T CD8+) o de HTL (es decir, linfocitos T CD4+)) y epítopes de BL. El “antígeno leucocitario 25 
humano” o “HLA” es una proteína del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I o clase II humano 
(véase, por ejemplo, Stites, y col., IMMUNOLOGY, 8ª ED., Lange Publishing, Los Altos, Calif. (1994)). 

Los ácidos nucleicos que codifican el epítope de CTL (epítope de clase I) (es decir, epítope de linfocitos T CD8+) 
proporcionan preferentemente un péptido de epítope de aproximadamente ocho a aproximadamente trece 
aminoácidos de longitud (por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12 ó 13), más preferentemente aproximadamente ocho a 30 
aproximadamente once aminoácidos de longitud, y lo más preferentemente aproximadamente nueve aminoácidos 
de longitud. Los ácidos nucleicos de epítopes de HTL (linfocitos T CD4+) pueden proporcionar un péptido de epítope 
de aproximadamente siete a aproximadamente veintitrés (por ejemplo, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22 ó 23), preferentemente aproximadamente siete a aproximadamente diecisiete (por ejemplo, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16 ó 17), más preferentemente aproximadamente once a aproximadamente quince (por ejemplo, 11, 35 
12, 13, 14 ó 15), y lo más preferentemente aproximadamente trece aminoácidos de longitud. 

“Unión degenerada” indica que un péptido está unido por más de una molécula de HLA; un sinónimo es “unión 
reactiva cruzada”. La “unión reactiva cruzada” también puede usarse para definir la interacción de un antígeno con 
múltiples poblaciones de anticuerpos. En ciertas realizaciones preferidas, los epítopes desvelados en el presente 
documento no presentan unión reactiva cruzada o degenerada. Otras realizaciones engloban unión degenerada o 40 
reactiva cruzada de antígenos o epítopes. 

Con respecto a una secuencia de aminoácidos particular, un “epítope” es un conjunto de residuos de aminoácidos 
que participa en el reconocimiento por una inmunoglobulina particular, o en el contexto de linfocitos T, aquellos 
residuos necesarios para el reconocimiento por proteínas receptoras de linfocitos T y/o receptores del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC). En un entorno del sistema inmunitario, in vitro o in vivo, un epítope es las 45 
características colectivas de una molécula, tal como estructura de péptido primaria, secundaria y terciaria, y carga, 
que juntos forman un sitio reconocido por una inmunoglobulina, receptor de linfocitos T o molécula de HLA. Durante 
toda la presente divulgación, epítope y péptido se usan frecuentemente indistintamente. Deberá apreciarse, sin 
embargo, que las moléculas de proteína o péptido aisladas o purificadas superiores a y que comprenden un epítope 
de la invención están todavía dentro de los límites de la invención. 50 

Un residuo “flanqueante” o “de enlace” es un residuo que está posicionado próximo a un epítope. Un residuo 
flanqueante puede introducirse o insertarse en una posición adyacente al extremo N o el extremo C de un epítope. 
Residuos flanqueantes adecuados para su uso en la invención objeto se desvelan, por ejemplo, en la patente de 
EE.UU. nº 6.419.931, que se incorpora por este documento por referencia en su totalidad, que incluye todas las 
secuencias, figuras, referencias y tablas. 55 

Un “péptido inmunogénico” o “epítope de péptido” es un péptido que comprende un motivo o supermotivo específico 
de alelo de forma que el péptido se una a una molécula de HLA e induzca una respuesta de CTL (o linfocitos T 
CD8+) y/o de HTL (o linfocitos T CD4+). Un “péptido inmunogénico” o “epítope de péptido” también puede ser un 
péptido que comprende un motivo que se une a moléculas de anticuerpo o linfocitos B encontrados en el sistema 
inmunitario de un individuo. Así, los péptidos inmunogénicos de la invención pueden unirse a una molécula de 60 
anticuerpo, un linfocito B o molécula de HLA apropiada y a partir de aquí inducir una respuesta inmunitaria (por 
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ejemplo, la inducción de la producción de anticuerpos, una respuesta de linfocitos T citotóxicos o una respuesta de 
linfocitos T colaboradores) al antígeno del que se deriva el péptido inmunogénico. 

El término “residuo” se refiere a un aminoácido o mimético de aminoácido incorporado en un péptido o proteína por 
un enlace amida o mimético de enlace amida. 

Un “espaciador” o “ligador” se refiere a una secuencia que se inserta entre dos epítopes en una construcción 5 
multiepitópica para prevenir la aparición de epítopes de unión y/o para aumentar la eficiencia de procesamiento. Una 
construcción multiepitópica puede tener uno o más ácidos nucleicos espaciadores. Un ácido nucleico espaciador 
puede flanquear cada ácido nucleico del epítope en una construcción, o la relación de ácido nucleico espaciador con 
respecto a ácido nucleico del epítope puede ser aproximadamente 2 a 10, aproximadamente 5 a 10, 
aproximadamente 6 a 10, aproximadamente 7 a 10, aproximadamente 8 a 10, o aproximadamente 9 a 10, si se ha 10 
determinado una relación de aproximadamente 8 a 10 para dar resultados favorables para algunas construcciones. 
El ácido nucleico espaciador puede codificar uno o más aminoácidos. Un ácido nucleico espaciador que flanquea un 
epítope de HLA de clase I en una construcción multiepitópica tiene preferentemente entre uno y aproximadamente 
ocho aminoácidos de longitud. Un ácido nucleico espaciador que flanquea un epítope de HLA de clase II en una 
construcción multiepitópica tiene preferentemente más de cinco, seis, siete o más aminoácidos de longitud, y más 15 
preferentemente cinco o seis aminoácidos de longitud. El número de espaciadores en una construcción, el número 
de aminoácidos en un espaciador y la composición de aminoácidos de un espaciador puede seleccionarse para 
optimizar el procesamiento de epítopes y/o minimizar epítopes de unión. Se prefiere que los espaciadores se 
seleccionen optimizando concomitantemente el procesamiento de epítopes y motivos de unión. Aminoácidos 
adecuados para optimizar el procesamiento de epítopes se describen en el presente documento. Por tanto, el 20 
espaciamiento de aminoácidos adecuado para minimizar el número de epítopes de unión en una construcción se 
describe en el presente documento para los HLA de clase I y clase II. Por ejemplo, espaciadores que flanquean los 
epítopes de HLA de clase II incluyen preferentemente residuos G, P y/o N ya que éstos no son generalmente 
conocidos por ser residuos de anclaje primario (véase, por ejemplo, el documento PCT/US00/19774). Un espaciador 
particularmente preferido para flanquear un epítope de HLA de clase II incluye alternar residuos de G y P, por 25 
ejemplo, (GP)n, (PG)n, (GP)nG o (PG)nP, etc., en las que n es un número entero entre uno y diez, preferentemente 
dos o aproximadamente dos, y en las que un ejemplo específico de un espaciador tal es GPGPG. 

En algunas construcciones multiepitópicas es suficiente que cada uno ácido nucleico espaciador codifique la misma 
secuencia de aminoácidos. En construcciones multiepitópicas que tienen dos ácidos nucleicos espaciadores que 
codifican la misma secuencia de aminoácidos, los ácidos nucleicos espaciadores que codifican aquellos 30 
espaciadores pueden tener las mismas secuencias de nucleótidos o diferentes, en los que secuencias de 
nucleótidos diferentes pueden preferirse para reducir la probabilidad de acontecimientos de recombinación 
accidentales cuando la construcción multiepitópica se inserta en células. 

En otras construcciones multiepitópicas, uno o más de los ácidos nucleicos espaciadores pueden codificar diferentes 
secuencias de aminoácidos. Aunque muchos de los ácidos nucleicos espaciadores pueden codificar la misma 35 
secuencia de aminoácidos en una construcción multiepitópica, uno, dos, tres, cuatro, cinco o más ácidos nucleicos 
espaciadores pueden codificar diferentes secuencias de aminoácidos, y es posible que todos los ácidos nucleicos 
espaciadores en una construcción multiepitópica codifiquen diferentes secuencias de aminoácidos. Los ácidos 
nucleicos espaciadores pueden optimizarse con respecto a los ácidos nucleicos del epítope que flanquean 
determinando si una secuencia espaciadora maximizará el procesamiento de epítopes y/o minimizará epítopes de 40 
unión, como se describe en el presente documento. 

Las construcciones multiepitópicas pueden distinguirse entre sí según si los espaciadores en una construcción 
optimizan el procesamiento de epítopes o minimizan los epítopes de unión con respecto a otra construcción, y 
preferentemente, las construcciones pueden distinguirse si una construcción se optimiza concomitantemente para el 
procesamiento de epítopes y epítopes de unión con respecto a otra. Los procedimientos asistidos por ordenador y 45 
procedimientos de laboratorio in vitro e in vivo para determinar si una construcción se optimiza o no para el 
procesamiento de epítopes y motivos de unión se describen en el presente documento. 

Las construcciones multiepitópicas de la invención también pueden ser “optimizadas”. El término “optimizado” u 
“optimizar” se refiere a aumentar la inmunogenicidad o antigenicidad de una construcción multiepitópica que tiene al 
menos un par de epítopes clasificando epítopes para minimizar la aparición de epítopes de unión, insertando 50 
residuos flanqueantes que flanquean el extremo C o extremo N de un epítope, e insertando residuos espaciadores 
para prevenir adicionalmente la aparición de epítopes de unión o para proporcionar un residuo de flanqueo. Un 
aumento en la inmunogenicidad o antigenicidad de una construcción multiepitópica optimizada se mide con respecto 
a una construcción multiepitópica que no se ha construido basándose en los parámetros de optimización y es 
usando ensayos conocidos para aquellos expertos en la materia, por ejemplo, evaluación de la inmunogenicidad en 55 
ratones transgénicos para HLA, ELISPOT, ensayos de liberación de interferón-gamma, tinción de tetrámeros, 
ensayos de liberación de cromo y presentación sobre células dendríticas. 

La invención objeto también se refiere a anticuerpos que se unen a polipéptidos de la invención. Se contemplan 
específicamente anticuerpos que son inmunoespecíficos para los polipéptidos palúdicos expuestos en el presente 
documento. En diversas realizaciones también se contemplan específicamente anticuerpos que no reaccionan de 60 
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forma cruzada con otras proteínas o proteínas palúdicas. Los anticuerpos de la invención objeto puede prepararse 
usando materiales y procedimientos convencionales conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Monoclonal 
Antibodies: Principles and Practice, 1983; Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications, 1982; 
Selected Methods in Cellular Immunology, 1980; Immunological Methods, Vol. II, 1981; Practical Immunology, y 
Kohler y col., [1975] Nature 256:495). 5 

El término “anticuerpo” se usa en el sentido más amplio y específicamente cubre anticuerpos monoclonales 
(incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecíficos 
(por ejemplo, anticuerpos biespecíficos) y fragmentos de anticuerpos mientras que presenten la actividad biológica 
deseada, particularmente actividad neutralizante. Los “fragmentos de anticuerpos” comprenden una porción de un 
anticuerpo de longitud completa, generalmente la región de unión o variable del antígeno del mismo. Ejemplos de 10 
fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas 
de anticuerpo monocatenario; y anticuerpos multi-específicos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. 

El término “anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido a 
partir de una población de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que 
comprenden la población son idénticos, excepto por posibles mutaciones que se producen naturalmente que pueden 15 
estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente específicos, estando dirigidos 
contra un único sitio antigénico. Además, a diferencia de preparaciones de anticuerpos (policlonales) convencionales 
que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epítopes), cada 
anticuerpo monoclonal está dirigido contra un único determinante sobre el antígeno. El modificador “monoclonal” 
indica el carácter del anticuerpo como se obtiene de una población sustancialmente homogénea de anticuerpos, y 20 
no debe interpretarse como que requiera la producción del anticuerpo por cualquier procedimiento particular. Por 
ejemplo, los anticuerpos monoclonales que van a usarse según la presente invención puede prepararse mediante el 
procedimiento de hibridoma descrito por primera vez por Kohler y col., [1975] Nature 256: 495, o pueden prepararse 
mediante procedimientos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. nº 4.816.567). Los 
“anticuerpos monoclonales” también pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos de fagos usando, por ejemplo, 25 
las técnicas descritas en Clackson y col., [1991] Nature 352: 624-628 y Marks y col., [1991] J. Mol. Biol. 222: 581-
597. 

Los anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento incluyen específicamente anticuerpos 
“quiméricos” (inmunoglobulinas) en los que una porción de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a u homóloga a 
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o 30 
subclase de anticuerpos particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es (son) idéntica(s) a u homóloga(s) a 
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a otra clase o subclase 
de anticuerpo, además de fragmentos de tales anticuerpos, mientras que presenten la actividad biológica deseada 
(patente de EE.UU. nº 4.816.567; y Morrison y col., [1984] Proc. Natl. Acad Sci. USA 81: 6851-6855). También se 
incluyen anticuerpos humanizados, tales como aquellos enseñados en las patentes de EE.UU. nº 6.407.213 ó 35 
6.417.337. 

Fragmentos de anticuerpos “Fv monocatenario” o “sFv” comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo, en los 
que estos dominios están presentes en una cadena de polipéptido individual. Generalmente, el polipéptido Fv 
comprende además un ligador de polipéptidos entre los dominios VH y VL que permite que el sFv forme la estructura 
deseada para la unión a antígeno. Para una revisión de sFv véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal 40 
Antibodies [1994] Vol. 113:269-315, Rosenburg y Moore eds. Springer-Verlag, Nueva York. 

El término “diacuerpos” se refiere a pequeños fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unión al antígeno, 
fragmentos que comprenden un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la 
cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptidos (VH -VL). Los diacuerpos se describen más completamente 
en, por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger y col., [1993] Proc. Natl. Acad Sci. USA 90: 45 
6444-6448. El término “anticuerpos lineales” se refiere a los anticuerpos descritos en Zapata y col., [1995] Protein 
Eng. 8(10):1057-1062. 

Un anticuerpo “aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno 
natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirían con los usos de 
diagnóstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteináceos o no 50 
proteináceos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificará (1) a más del 95 % en peso de anticuerpo como 
se ha determinado por el procedimiento de Lowry, y lo más preferentemente más del 99 % en peso, (2) a un grado 
suficiente para obtener al menos 15 residuos del extremo N o secuencia de aminoácidos interna por el uso de un 
secuenciador de taza giratoria, o (3) a homogeneidad por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras o no reductoras 
usando azul de Coomassie o, preferentemente, tinción con plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ 55 
dentro de células recombinantes ya que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estará 
presente. Generalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparará por al menos una etapa de purificación. 

Los términos “que comprende”, “que consiste en” y “que consiste esencialmente en” se definen según su significado 
convencional. Los términos pueden sustituirse entre sí durante toda la presente solicitud con el fin de conectar el 
significado específico asociado a cada término. Los términos “aislado” o “biológicamente puro” se refieren al material 60 
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que está sustancialmente o esencialmente libre de componentes que normalmente acompañan al material como se 
encuentra en su estado nativo. Así, péptidos aislados según la invención no contienen preferentemente materiales 
normalmente asociados a los péptidos en su entorno in situ. “Enlace” o “unión” se refiere a cualquier procedimiento 
conocido en la técnica para conectar funcionalmente péptidos, que incluye, sin limitación, fusión recombinante, 
enlace covalente, enlace disulfuro, enlace iónico, enlace de hidrógeno y enlace electrostático. 5 

Lo siguiente son ejemplos que ilustran procedimientos para poner en práctica la invención. Estos ejemplos no deben 
interpretarse como limitantes. Todos los porcentajes son en peso y todas las proporciones de mezclas de 
disolventes son en volumen, a menos que se indique lo contrario. 

En la presente divulgación, los resultados de los “datos de unión” se expresan frecuentemente en términos de “CI50”. 
La CI50 es la concentración de péptido en un ensayo de unión a la que se observa el 50 % de inhibición de la unión 10 
de un péptido de referencia. Dadas las condiciones en las que se realizan los ensayos (es decir, proteínas HLA y 
concentraciones de péptido marcado limitantes), estos valores se aproximan a valores de KD. Los ensayos para 
determinar la unión se describen en detalle, por ejemplo, en las publicaciones PCT WO 94/20127 y WO 94/03205. 
Debe observarse que los valores de CI50 pueden cambiar, frecuentemente espectacularmente, si se varían las 
condiciones de ensayo, y dependiendo de los reactivos particulares usados (por ejemplo, preparación de HLA, etc.). 15 
Por ejemplo, concentraciones excesivas de moléculas de HLA aumentarán la CI50 medida aparente de un ligando 
dado. Alternativamente, la unión se expresa con respecto a un péptido de referencia. Aunque a medida que un 
ensayo particular se vuelve más, o menos, sensible las CI50 de los péptidos probados pueden cambiar algo, la unión 
con respecto al péptido de referencia no cambiará significativamente. Por ejemplo, en un ensayo realizado en 
condiciones de forma que la CI50 del péptido de referencia aumente 10 veces, los valores de CI50 de los péptidos de 20 
prueba también se desplazarán aproximadamente 10 veces. Por tanto, para evitar ambigüedades, la evaluación de 
si un péptido es un ligante bueno, intermedio, débil o negativo se basa generalmente en su CI50, con respecto a la 
CI50 de un péptido convencional. La unión también puede determinarse usando otros sistemas de ensayo que 
incluyen aquellos que usan: células vivas (por ejemplo, Ceppellini y col., Nature 339:392, 1989; Christnick y col., 
Nature 352:67, 1991; Busch y col., Int. Immunol. 2:443, 19990; Hill y col., J. Immunol. 147:189,1991; del Guercio y 25 
col., J. Immunol. 154:685, 1995), sistemas libres de células usando lisados de detergente (por ejemplo, Cerundolo y 
col., J. Immunol. 21:2069, 1991), MHC purificado inmovilizado (por ejemplo, Hill y col., J. Immunol. 152, 2890, 1994; 
Marshall y col., J. Immunol. 152:4946, 1994), sistemas de ELISA (por ejemplo, Reay y col., EMBO J. 11:2829, 1992), 
resonancia de plasmones superficiales (por ejemplo, Khilko y col., J. Biol. Chem. 268:15425, 1993); ensayos de fase 
soluble de alto flujo (Hammer y col., J. Exp. Med. 180:2353, 1994) y medición de la estabilización del MHC de clase I 30 
o ensamblaje (por ejemplo, Ljunggren y col., Nature 346:476, 1990; Schumacher y col., Cell 62:563, 1990; 
Townsend y col., Cell 62:285, 1990; Parker y col., J. Immunol. 149:1896, 1992). Los valores predichos de CI50 
pueden denominarse valores de PIC y los valores medidos de CI50 pueden denominarse valores de MIC. 

Ejemplo 1 

A partir de 27 marcos de lectura abiertos definidos por la tecnología multidimensional de identificación de proteínas 35 
se identificaron 9 proteínas altamente antigénicas. Estas proteínas altamente antigénicas fueron reconocidas por 
voluntarios inmunizados con esporozoítos irradiados; los individuos inmunizados con vector vacío (controles) dejaron 
de reconocer estas proteínas. Varias de estas nueve proteínas fueron más antigénicas que las proteínas 
previamente bien caracterizadas. 

Para identificar y priorizar un conjunto de ORF que representan antígenos potencialmente expresados en el 40 
esporozoíto y la fase intrahepática del ciclo de vida del parásito, espectros de EM/EM de secuencias de péptidos 
generados por tecnología multidimensional de identificación de proteínas (MudPIT) (Washburn, M.P., Wolters, D., & 
Yates, J.R 3rd. Large-scale analysis of the yeast proteome by multidimensional protein identification technology. Nat. 
Biotechnol. 19, 242-247 (2001)) de preparaciones de esporozoítos de P. falciparum se barrieron contra la base de 
datos de la secuencia genómica de P. falciparum usando el software SEQUEST™ (Florens, L. y col., A proteomic 45 
view of the Plasmodium falciparum life cycle. Enviado). Se seleccionó un panel de 27 ORF (10 expresados solo en 
esporozoítos y 17 comunes para las otras fases del ciclo de vida del parásito). Su tamaño osciló entre 96 - 4544 
aminoácidos (media 1252), el porcentaje de la proteína cubierto por los péptidos identificados osciló entre el 0,5 - 
49,5 % y la frecuencia de reconocimiento del conjunto de datos del proteoma de P. falciparum osciló entre 
coincidencias de 16 péptidos de 6 ejecuciones de esporozoítos diferentes (antígeno 2) con respecto coincidencias 50 
de un solo péptido (antígenos 1, 11, 14, 16, 19 y 25). Cuando se buscó por comparación con la base de datos de P. 
falciparum final usando predicciones de modelos de genes refinadas, y teniendo en cuenta la información de 
secuencias genómicas de las bases de datos de Anopheles (vector) y humanas (huésped), 19 de los 27 antígenos 
pudieron identificarse usando criterios de selección rigurosos y otros seis pudieron identificarse solo con criterios 
relajados. 55 

Las secuencias de aminoácidos de los 27 ORF se barrieron con algoritmos PIC de los supertipos HLA-A1, A2, 
A3/A11, A24 y DR; se identificaron un total de 3241 péptidos (intervalo = 14-435; media = 120 secuencias por 
antígeno). Se sintetizó un conjunto de 1142 secuencias (intervalo = 13-50; media = 42), seleccionando los 10 
anotadores principales por supertipo por antígeno para ORF más grandes. Se sintetizaron conjuntos de control de 
péptidos de 4 antígenos conocidos (PfCSP, PfSSP2, PfLSA1 y PfEXP1). A continuación, los epítopes predichos se 60 
probaron para su capacidad para inducir respuestas inmunitarias de IFN- de llamada usando CMSP de voluntarios 

ES 2 498 371 T3

 

21



inmunizados con esporozoítos de P. falciparum irradiados y tanto protegidos (n=4) como no protegidos (n=4) contra 
la exposición a esporozoítos infecciosos, o voluntarios de control inmunizados con vector vacío en paralelo (n=4) 
(véase la Tabla 1). Los péptidos se probaron como conjuntos, a 1 µg/ml cada péptido con cada antígeno 
representado por un conjunto separado, por ELIspot de IFN- (Washburn, M.P., Wolters, D., &Yates, J.R 3rd. Large-
scale analysis of the yeast proteome by multidimensional protein identification technology. Nat. Biotechnol. 19, 242-5 
247 (2001)). También se incluyeron los epítopes de control positivo y negativo de antígenos bien caracterizados 
(CMV, gripe, VEB, VIH). 

Considerando un índice de estimulación (relación respuesta de prueba/control) > 2,0 como positivo, 19 de los 27 
antígenos desconocidos fueron reconocidos por al menos 1 de los 8 voluntarios inmunizados con esporozoítos 
irradiados, pero no por cualquiera de los 4 controles inmunizados con vector vacío (Tabla 1). Nueve de los 27 10 
antígenos (nº 2, 5, 3, 18, 22, 21, 13, 11, 20) fueron reconocidos por al menos el 50 % de los voluntarios con 
esporozoítos irradiados en al menos el 25 % de los ensayos, 3 antígenos (nº 1, 12, 17) fueron reconocidos por al 
menos el 25 % de los voluntarios en al menos el 15 % de los ensayos y 7 antígenos (nº 6, 7, 9, 14, 15, 16, 19) fueron 
reconocidos por al menos el 10 % de los voluntarios en al menos el 5 % de los ensayos. Ocho de los 27 antígenos 
desconocidos (nº 4, 8, 10, 23, 24, 25, 26, 27) dejaron de inducir respuestas de IFN- de magnitud suficiente para 15 
cumplir los criterios de positividad de los inventores. Los conjuntos de epítopes predichos de los antígenos 
conocidos, PfCSP, PfSSP2, PfLSA1 y PfEXP1, también fueron reconocidos por voluntarios con esporozoítos 
irradiados, aunque la frecuencia de respuesta a aquellos conjuntos fue algo menor que a los conjuntos de péptidos 
que representan epítopes previamente validados derivados de los mismos antígenos (Doolan, D.L. y col., 
Degenerate cytotoxic T cell epitopes from P. falciparum restricted by multiple HLA-A and HLA-B supertype alleles. 20 
Immunity. 7, 97-112 (1997); Doolan, D.L. y col., HLA-DR-promiscuous T cell epitopes from Plasmodium falciparum 
pre-erythrocytic-stage antigens restricted by multiple HLA class II alleles. J Immunol. 165:1123-1137 (2000); Wang, 
R. y col., Induction of CD4(+) T cell-dependent CD8(+) type 1 responses in humans by a malaria DNA vaccine. Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98, 10817-10822 (2001)) (Tabla 1). Particularmente considerable, la reactividad contra varios 
de los antígenos recientemente identificados superó enormemente las reactividades observadas contra los 4 25 
antígenos conocidos. Por ejemplo, tanto los antígenos 2 como 5 fueron reconocidos por 7/8 voluntarios con 
esporozoítos irradiados en 9/16 ensayos, y los antígenos 3 y 18 fueron reconocidos por 6/8 voluntarios con 
esporozoítos irradiados en 6/16 ensayos. 

Los resultados muestran que los conjuntos de péptidos HLA-A2 de los antígenos 2, 5 y 13 y los conjuntos de 
péptidos HLA-A1 y HLA-DR de los antígenos 2 y 5 son reconocidos por voluntarios con esporozoítos irradiados que 30 
expresan los alelos de HLA respectivos, pero no por controles inmunizados con vector vacío. La deconvolución al 
nivel de epítopes individual está en progreso. Adicionalmente, se ha completado un completo análisis de unión de 
HLA contra los supertipos A1, A2, A3/11, A24 y DR1 para antígenos seleccionados. Se han identificado varios 
ligantes degenerados para cada combinación de supertipo/antígeno, y del 50 al 70 % de los péptidos predichos se 
han identificado como ligantes de HLA degenerados. El análisis posterior también reveló que los resultados de 35 
antigenicidad se correlacionaban a un gran grado con los datos proteómicos. Por ejemplo, de los 9 antígenos 
asociados a alta reactividad inmunitaria, 7 se identificaron por coincidencias de múltiples péptidos en múltiples 
ejecuciones de MudPIT. 

Tabla 1. Resumen de reactividades inmunitarias contra el panel de 27 antígenos putativos y 4 antígenos conocidos. 

Antígeno 

INMUNIZADOS CON ESPOROZOÍTOS IRRADIADOS INMUNIZADOS CON 
VECTOR VACÍO 

nº de vol 
que 

responden 

% de vol 
que 

responden 

nº de 
ensayos 

% de 
ensayos 

Responden 
a SI 

Responden 
a SFC 

nº de vol 
que 

responden 

nº de 
ensayos 

1 3 37,5 3 18,75 2,5 59,3 0 0 

2 8 100 9 56,25 2,9 110,4 0 0 

3 6 75 6 37,5 2,6 119,1 0 0 

4 0 - - - - - 0 0 

5 7 87,5 9 56,25 2,8 101,8 0 0 

6 1 12,5 1 6,25 2,4 88,3 0 0 

7 1 12,5 1 6,25 2,1 43,3 0 0 

8 0 - - - - - 0 0 

9 2 25 2 12,5 2,5 32,0 0 0 
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Antígeno 

INMUNIZADOS CON ESPOROZOÍTOS IRRADIADOS INMUNIZADOS CON 
VECTOR VACÍO 

nº de vol 
que 

responden 

% de vol 
que 

responden 

nº de 
ensayos 

% de 
ensayos 

Responden 
a SI 

Responden 
a SFC 

nº de vol 
que 

responden 

nº de 
ensayos 

10 0 - - - - - 0 0 

11 4 50 4 25 3,1 81,3 0 0 

12 3 37,5 3 18,75 2,2 48,2 0 0 

13 4 50 5 31,25 2,9 92,2 0 0 

14 1 12,5 1 6,25 2,2 55,3 0 0 

15 2 25 2 12,5 2,5 28,8 0 0 

16 2 25 2 12,5 2,2 27,2 0 0 

17 3 37,5 3 18,75 2,4 57,6 0 0 

18 6 75 6 37,5 2,2 58,4 0 0 

19 2 25 2 12,5 2,7 31,3 0 0 

20 4 50 4 25 2,5 74,8 0 0 

21 4 50 5 31,25 2,3 48,2 0 0 

22 5 62,5 5 31,25 2,9 108,4 0 0 

23 0 - - - - - 0 0 

24 0 - - - - - 0 0 

25 0 - - - - - 0 0 

26 0 - - - - - 0 0 

27 0 - - - - - 0 0 

DESCONOCIDOS 
TOTALES 

1-8 44,7 3,8 24,0 2,5 66,6  

“ALTO” 4-8 66,7 5,9 36,8 2,7 88,3 

“INTERMEDIO” 3 37,5 3,0 18,8 2,4 55,0 

“BAJO” 1-2 19,6 1,6 9,8 2,4 43,8 

Intervalo 1-8 112,5-100 1-9 6,25-
56,25 

2,1-3,1 27,2-110,4 

Intervalo 
predicho de 

CONOCIDOS (a 
1 ug/ml) 

1,4 17,2 1,4 8,6 2,9 57,3  

1-3 12,5-37,5 1-3 6,25-
18,75 

2,0-3,4 30,5-137,4 

Intervalo 
validado de 

CONOCIDOS (a 
1 ug/ml) 

4,0 50,0 3,8 23,4 3,5 64,0 

3-5 37,5-62,5 3-6 18,75-
37,5 

3,5-3,6 46,6-91,4 

Intervalo de 
CONOCIDOS 
TOTALES (a 1 

ug/ml)  

2,3 28,1 2,2 13,5 3,2 60,0 

1-5 12,5-62,5 1-6 6,25-37,5 2,0-3,6 30,5-137,4 
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Antígeno 

INMUNIZADOS CON ESPOROZOÍTOS IRRADIADOS INMUNIZADOS CON 
VECTOR VACÍO 

nº de vol 
que 

responden 

% de vol 
que 

responden 

nº de 
ensayos 

% de 
ensayos 

Responden 
a SI 

Responden 
a SFC 

nº de vol 
que 

responden 

nº de 
ensayos 

CONOCIDOS 
TOTALES (a 

10 ug/ml) 

4-8 81,3 7,8 60,9 11,1 588,2 

CMV/VEB/Grip
e 

7 87,5 12,0 50,0 4,0 59,0 4 100 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polipéptido aislado que comprende: 

a) el polipéptido definido como SEC ID Nº: 1; 

b) un fragmento del polipéptido de 1(a) que es un epítope de péptido que se une a una molécula de 
anticuerpo, un linfocito B o molécula de HLA e induce una respuesta inmunitaria a SEC ID Nº: 1; 5 

o 

c) una construcción multiepitópica que comprende el polipéptido 1(a) y al menos un epítope expuesto en la 
Tabla 2, 3, 4, 5 ó 6; y/o uno o más polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en SEC ID Nº: 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27. 

2. El epítope de polipéptido según la reivindicación 1(b), en el que el epítope de péptido es un epítope de polipéptido 10 
que induce CTL. 

3. El epítope de polipéptido según la reivindicación 1(b), en el que el epítope de péptido es un epítope de péptido 
que induce HTL. 

4. Una secuencia de polinucleótidos aislada y/o purificada que codifica un polipéptido como se define en la 
reivindicación 1. 15 

5. El polinucleótido aislado según la reivindicación 4, que comprende además una marca. 

6. El polinucleótido aislado según la reivindicación 5, en el que dicha marca es una 1) marca radiactiva, 2) marca 
enzimática, 3) marca quimioluminiscente, 4) marca fluorescente, o 5) marca magnética. 

7. Una secuencia de polinucleótidos aislada según la reivindicación 5 o la reivindicación 6, que comprende además 
secuencias reguladoras. 20 

8. La secuencia de polinucleótidos aislada según la reivindicación 7, en la que dichas secuencias reguladoras son 
promotores, elementos potenciadores o secuencias de terminación que están operativamente ligadas a dicho 
polinucleótido. 

9. Una composición que comprende un vehículo farmacéuticamente aceptable y un polipéptido según cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 3. 25 

10. La composición según la reivindicación 9, en la que dicho vehículo es un adyuvante. 

11. Una composición que comprende un vehículo farmacéuticamente aceptable y un polinucleótido según cualquiera 
de las reivindicaciones 4 a 8. 

12. Un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, que se unen específicamente al polipéptido de SEC ID Nº: 1. 

13. Un vector que comprende un promotor operativamente ligado a una secuencia de polinucleótidos según 30 
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8. 

14. El vector según la reivindicación 13, en el que dicho vector contiene uno o más orígenes de replicación. 

15. El vector según la reivindicación 14, en el que dicho vector contiene uno o más marcadores de selección. 

16. El vector según la reivindicación 13, en el que dicho vector contiene uno o más marcadores de selección. 

17. El vector según la reivindicación 13, en el que dicho vector es un vector de vacuna o un vector viral. 35 

18. Una célula huésped transformada por un vector según cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17. 

19. Un chip de ADN que comprende secuencias de polinucleótidos según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8. 

20. Uso de un polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la fabricación de un medicamento para 
tratar o prevenir enfermedades infecciosas producidas por P. falciparum en un paciente. 

21. Uso de un polinucleótido como se define en cualquier de las reivindicaciones 4 a 8, en la fabricación de un 40 
medicamento para tratar o prevenir enfermedades infecciosas producidas por P. falciparum en un paciente. 

22. Un procedimiento in vitro de detección de un antígeno de P. falciparum que comprende poner en contacto una 
muestra biológica aislada obtenida de un individuo con un polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 
y detectar la formación de un complejo de anticuerpo-antígeno o detectar la estimulación de linfocitos T obtenidos 
del individuo. 45 
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23. Un procedimiento in vitro de detección de P. falciparum en muestras biológicas que comprende poner en 
contacto una muestra biológica aislada con el polinucleótido de cualquier de las reivindicaciones 4 a 8 y detectar la 
hibridación de dichos polinucleótidos aislados con ácidos nucleicos contenidos en dicha muestra. 

24. Un polipéptido de variante que tiene el 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 
%, 97 %, 98 % o el 99 % de identidad de secuencias con un polipéptido de la reivindicación 1 (a) y la misma 5 
reactividad serológica o reactividad de linfocitos T que el polipéptido definido como SEC ID Nº: 1, para su uso como 
un medicamento. 
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