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DESCRIPCION
Vacunas contra el paludismo

La presente invencion se refiere a una nueva particula de lipoproteina, a procedimientos para la preparacion y
purificacién de la misma, a su uso en medicina, en particular en la prevencién de infecciones de paludismo, a
composiciones/vacunas que contienen la proteina, o a anticuerpos contra la particula de proteina, tales como
anticuerpos monoclonales o policlonales, y al uso de los mismos, en particular en terapia.

El paludismo es uno de los problemas de salud mayores del mundo, muriendo mas de 2 a 4 millones de personas de la
enfermedad cada afio. Una de las formas mas prevalecientes de la enfermedad es provocada por el parasito protozoario
P. vivax, que se encuentra en las regiones tropicales y sub-tropicales. Es interesante que el parasito puede completar su
ciclo de mosquito a temperaturas tan bajas como de 15 grados Celsius, lo que ha permitido que la enfermedad se
extienda en climas templados.

Una de las formas mas agudas de la enfermedad es provocada por el parasito protozoario Plasmodium falciparum (P.
falciparum), que es responsable de la mayor parte de la mortalidad que se puede atribuir al paludismo.

El ciclo de vida del Plasmodium es complejo, y requiere dos huéspedes, el hombre y el mosquito, para completarse. La
infeccion del hombre se inicia a través de la introduccién de los esporozoitos en la saliva de un mosquito infectado. Los
esporozoitos migran hacia el higado, y alli infectan a los hepatocitos, en donde se diferencian, por medio de la etapa
intracelular exoeritrocitica, hasta la etapa de merozoitos, que infectan los glébulos rojos sanguineos (RBC) para iniciar la
replicacién ciclica en la etapa sanguinea asexual. El ciclo se completa mediante la diferenciacion de un ndmero de
merozoitos en los globulos rojos sanguineos hasta los gametocitos en etapa sexual, los cuales son ingeridos por el
mosquito, en donde se desarrollan a través de una serie de etapas en el intestino medio para producir los esporozoitos
que migran hacia la glandula salival.

Debido al hecho de que la enfermedad causada por P. vivax raramente es letal, los esfuerzos por prevenir y tratar el
paludismo se han enfocado en la forma mas mortal de la enfermedad provocada por Plasmodium falciparum (P.
falciparum).

Aunque la enfermedad causada por P. vivax normalmente no da como resultado la muerte del paciente, debido al
volumen de los casos, que parece estarse incrementando, al impacto significativo sobre la calidad de vida del paciente, a
los crecientes reportes de incidencias severas de la enfermedad que da como resultado anemia y muerte, y al impacto
econdémico, todavia se requiere una vacuna efectiva para la enfermedad. Adicionalmente, una sola vacuna capaz de
proporciona proteccion contra ambas causas de la enfermedad seria conveniente.

Una caracteristica del P. vivax es que algunas cepas son capaces de provocar una infeccion demorada al permanecer
latentes en el higado antes de surgir hacia la circulacion periférica para manifestar los sintomas clinicos. Por
consiguiente, los individuos, por ejemplo cuando viajan a través de un area infectada, pueden ser infectados y todavia
pueden no exhibir los sintomas durante varios meses. Esto tiene el potencial de provocar la extension de la enfermedad,
y por esta razén, no se permite que las personas que viajan a las areas infectadas donen sangre para transfusion
durante un periodo de tiempo definido después de viajar hacia la region infectada.

La infeccién de paludismo por P. vivax sigue siendo latente dentro del higado, mientras que el parasito esta sufriendo la
shizogonia pre-eritrocitica. Si se controla el parasito en esta etapa, antes de que escape hacia el higado, no se observan
sintomas clinicos de la enfermedad en el paciente.

La etapa de esporozoito de Plasmodium se ha identificado como un objetivo potencial de una vacuna de paludismo. Se
ha demostrado que la vacunacion con el esporozoito desactivado (irradiado) induce proteccion contra el paludismo
humana experimental (Am. J, Trop. Med. Hyg 24: 297-402, 1975). Sin embargo, no ha sido posible fabricar
practicamente y logistcamente una vacuna para paludismo para la poblacion en general basandose en esta
metodologia, empleando esporozoitos irradiados.

La proteina principal de la superficie del esporozoito se conoce como la proteina de circunesporozoito (proteina CS). Se
piensa que esta involucrada en la movilidad e invasién del esporozoito durante su paso desde el sitio inicial de
inoculacion por el mosquito hacia la circulacion, en donde migra hacia el higado.

La proteina CS de las especies de Plasmodia se caracteriza por un dominio repetitivo central (region de repeticion)
flanqueado por fragmentos no repetitivos de amino (término N) y carboxilo (término C). El dominio central de P. vivax se
compone de varios bloques de una unidad de repeticion, en general de 9 aminoacidos en fila.

En ciertas cepas asiaticas, después de la regidon de repeticion central, esta presente una secuencia adicional de
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aproximadamente 12 aminoacidos (véase la SEC ID N°11). La funcién de ésta ultima no es conocida. Sin embargo, es
hipotetizado por algunos, que estos aminoacidos pueden estar ligados al establecimiento demorado de los sintomas
clinicos de la enfermedad, aunque esto no se ha investigado. Se piensa que el término N se caracteriza por una
secuencia de 5 aminoacidos conocida como la region | (véase la SEC ID N°1). También se piensa que el término C se
caracteriza por comprender una secuencia de 18 aminoacidos, conocida como la regién Il. Esta ultima contiene un
motivo adhesivo de células, que esta altamente conservado entre toda la proteina CS de paludismo (véase la SEC ID
N°2).

Varios grupos han propuesto vacunas subunitarias basadas en la proteina del circunesporozoito. Dos de estas vacunas
se han sometido a pruebas clinicas: una es un péptido sintético, y la otra es una proteina recombinante (Ballou et al.,
Lancet: i 1277 (1987) y Herrington et al., Nature 328:257 (1987)). Estas vacunas tuvieron éxito para estimular una
respuesta anti-esporozoitos. No obstante, la magnitud de la respuesta fue decepcionante, debido a que algunas vacunas
no respondian para nada. Adicionalmente, la ausencia de "refuerzo" de los niveles de anticuerpos después de las
inyecciones subsiguientes, y los resultados de los ensayos de proliferacion de los linfocitos in vitro, sugirieron que las
células-T de la mayoria de estos voluntarios no reconocieron la repeticién inmuno-dominante. No obstante, un voluntario
vacunado en cada estudio no desarroll6 la parasitemia.

Los documentos WO 93/10152 y WO 98/05355 (y el correspondiente documento EP1623720) describen una vacuna
derivada a partir de la proteina CS de P. falciparum, y parece que ha habido algun progreso hacia la vacunacion contra
P. falciparum empleando el planteamiento descrito en las mismas; véase también Heppner et al., 2005, Vaccine 23,
2243-50.

La proteina CS en P. falciparum tiene una region de repeticiéon central que esta conservada. En contraste, se conocen
cuando menos dos formas (designadas como VK210 o tipo I, y VK247 o tipo Il) de la proteina CS de P. vivax. Esto hace
mas dificil identificar una construccidon de la proteina CS con todas las propiedades deseadas, tales como
inmunogenicidad, que proporcione una proteccion general contra P. vivax, independientemente del tipo especifico de
proteina CS, debido a que los anticuerpos dirigidos hacia la regién de repeticion central del tipo | no necesariamente
reconocen a los epitopos sobre la region correspondiente del tipo Il, y viceversa.

Una proteina CS de P. vivax recombinante se expreso y se prob6 como una vacuna en las décadas de 1980-1990, con
un éxito limitado (Collins et al., 1989. Am. J. Trop. Med. Hyg. 40, 455-64). Se ha hecho algun trabajo por desarrollar una
vacuna basada en Péptidos de Multiples Antigenos (MAP), empleando uno o mas epitopos que estén reticulados
(Nardelli y Tam, 1995, Pharm. Biotechnol. 6, 803-19).

La presente invencién proporciona una particula antigénica para su uso en vacunas de paludismo, que se cree que
produce una respuesta humoral, y también una respuesta inmunitaria celular. Se cree que la particula antigénica induce
la produccién de anticuerpos contra la proteina CS de P. falciparum y P. vivax, tipo | y tipo Il. El antigeno también puede
inducir a las células auxiliares-T, por ejemplo, las células Th1 y/o Th2.

De conformidad con lo anterior, la presente invencién proporciona:
- una particula de proteina inmunogénica que comprende los siguientes monémeros:

a. una proteina de fusién que comprende secuencias antigénicas de una proteina CS de P. vivax, y el antigeno S
de la hepatitis B (CSV-S), y

b. una proteina de fusién que comprende secuencias antigénicas de la proteina CS de P. falciparum, y el antigeno
S de la hepatitis B (RTS), y

c. opcionalmente el antigeno S de la hepatitis B.
- una composicion que comprende la particula anterior y un adyuvante,
- la particula o la composicién anterior para su uso em medicina.

- uso de la particula o composicién proteica anterior para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento/prevencién del paludismo.

- una particula o una composicién como se ha definido anteriormente para su uso en el tratamiento de un paciente
susceptible a la infeccion por plasmodium, en particular como una vacuna.

- un vector o plasmido que comprende una o mas secuencias de ADN que codifica los componentes de una particula
como se ha definido anteriormente, en el que dicho vector o plasmido es adecuado para insertar dicho ADN en un
huésped para fabricar la particula o dicho vector o plasmido es capaz, en las condiciones adecuadas, de fabricar los
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componentes que se ensamblan en la particula.

- un huésped transformado con un vector o plasmido como se ha definido anteriormente.

- un huésped que comprende una o mas secuencias de ADN que codifican los componentes de una particula como se
ha definido anteriormente, para fabriacar la particula.

- un proceso para la produccién de una particula como se ha definido anteriormente, en el que el proceso comprende
expresar una secuencia de nucleotidos que codifica dichas proteinas en un huésped adecuado y recuperar el producto.

Figuras
Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5

Listado de Secuencias

SEC ID N*1 Region | en el término N.

SEC ID N°2’ Region 1l en el término C.

SEC ID N°3-9 Diferentes unidades de repeticion de la proteina CS tipo I.

SEC ID N°10 Unidad de repeticién mayor a partir de la proteina CS tipo II.

SEC ID N°11 Aminoacidos adicionales encontrados en las cepas asiaticas.

SEC ID N°12 Secuencia de nucleétidos de la proteina hibrida CSV (optimizada para su expresion
en E. coli).

SEC ID N°13 Secuencia de aminoacidos de la proteina hibrida CSV.

SEC ID N°14 Unidad de repeticién menor a partir de la proteina CS tipo II.

SEC ID N°15 Secuencia de nucledtidos para la proteina hibrida CSV (optimizada para su
expresion en levadura).

SEC ID N°16 Secuencia de nucledtidos para la proteina de fusion hibrida CSV-S.

SEC ID N°17 Secuencia de aminoacidos para la proteina de fusién hibrida CSV-S.

SEC ID N°18 Secaqerr:cia de nucleétidos para un casete de expresion RTS y una proteina RTS,S
predicha.

El mapa del plasmido para pRIT15546 es un vector episomal de levadura.

El mapa del plasmido de pGF1-S2 es un plasmido preparado por GSK empleada en la "fusion" del antigeno
deseado con el antigeno S de la hepatitis B. La clonacién de las secuencias de ADN heterdlogas entre los
sitios Smal (después de la separacion del fragmento de ADN de Smal de 12 pares de bases) crea una
fusion dentro del marco con el gen S.

Mapa del plasmido de pRIT15582. La digestion con Xhol libera un fragmento de ADN lineal de 8.5 kb que
lleva el casete de expresion CSV-S mas el marcador selectivo LEU2, que se utiliza para la insercion en el
cromosoma de levadura.

Mapa de restriccion del fragmento Xhol lineal utilizado para integrar el casete CSV-S.
Transferencia de tipo Western de las proteinas recombinantes expresadas en la cepa Y1835.
Panel A: WB revelado con el anticuerpo anti-S.

Muestras cargadas (100 microgramos de proteina total/pozo):

1: Y1631 (cepa productora de RTS,S, como comparacion).

2:Y1835

3:Y1835
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4:Y1834
Panel B: WB revelado con el anticuerpo anti-CSV.
Muestras cargas (100 microgramos de proteina total/pozo):
1: Y1631 (cepa productora de RTS,S, como una comparacion).
2:Y1295
3:Y1835
4:Y1834
5: nr (otra construccién de CSVS).
6: nr (otra construccion del antigeno-S solamente).

Figura 6 Micrografia delectrones de particulas mixtas de CSV-S,S producidas en la cepa Y1835. Las particulas
CSV-S,S se purificaron a partir de extractos celulares solubles (basandose en el proceso de purificacion de
RTS,S), y se sometieron al andlisis en el microscopio delectrones. Las particulas se visualizaron después
del tefiido negativo con acido fosfotlngstico. La escala es equivalente a 100 nanémetros.

Figura 7 Western blot de las proteinas recombinantes expresadas en la cepa Y1845. WB revelada con el anticuerpo
anti-S.

La cantidad de proteina total cargada esta entre paréntesis.
1: Y1835 (100 microgramos).
2:Y1631 (100 microgramos-cepa productora de RTS,S, como una comparacion).
3: Y1845 (100 microgramos).
4:Y1845 (50 microgramos).
5: Y1845 (25 microgramos).
Figura 8 Analisis de densidad de CsCl de un extracto sin células preparado a partir de la cepa Y1845.

Por consiguiente, la proteina de fusién CSV-S empleada en la invencién comprende: una porcién derivada a partir de la
proteina CS de P. vivax (CSV). Este antigeno de CSV puede ser una proteina nativa, tal como se encuentra en las
proteinas CS tipo | de P. vivax, y/lo como se encuentra en las proteinas tipo Il de P. vivax. De una manera alternativa, la
proteina CSV puede ser una proteina hibrida o una proteina quimérica que comprenda a los elementos de las proteinas
CS tipo | y tipo Il. Cuando la ultima se fusiona con el antigeno S, ésta sera referida en el presente documento como una
proteina de fusién hibrida.

CSV-S se utiliza en el presente documento como un término genérico para cubrir las proteinas de fusion que
comprenden una secuencia/fragmento a partir de la proteina CS de P. vivax, y una secuencia/fragmento a partir del
antigeno S de la hepatitis B.

RTS se utiliza en el presente documento como un término genérico para cubrir las proteinas de fusién que comprenden
una secuencial/fragmento a partir de la proteina CS de P. falciparum, y una secuencia/fragmento a partir del antigeno S
de la hepatitis B.

La proteina hibrida/quimérica comprendera en general:

cuando menos una unidad de repeticién derivada a partir de la seccién de repeticion central de una proteina de
circunesporozoito tipo | de P. vivax, y

cuando menos una unidad de repeticidn derivada a partir de la seccién de repeticion central de una proteina de
circunesporozoito tipo Il de P. vivax.

En términos generales, la proteina hibrida también contendra un fragmento en el término N a partir de la proteina CS de
Plasmodium, tal como P. vivax, por ejemplo, un fragmento que comprenda la region |, tales como los aminoacidos
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mostrados en la SEC ID N°1.

Usualmente, la proteina hibrida contendra un fragmento en el término C a partir de la proteina CS de Plasmodium, tal
como P. vivax, por ejemplo, un fragmento que comprenda la region Il, tal como el motivo mostrado en la SEC ID N°2.

Aunque no deseamos quedar ligado a teoria alguna, se piensa que los fragmentos terminales N y C incluyen varios
epitopos de células T y B.

Se puede emplear cualquier cepa adecuada de P. vivax en la invencion, incluyendo: latina, américa (es decir, sal 1,
Belem), Koreana, China, Tailandia, Indonesia, India, y Vietnam. La construccion en la SEC ID N°13 se basa en una cepa
koreana (mas especificamente, en una cepa de Corea del Sur).

P. vivax con las proteinas CS tipo | es mas prevaleciente que P. vivax con las proteinas CS tipo Il. Por consiguiente, en
un aspecto, la invencién emplea una proteina CS del tipo I. En un aspecto alternativo, la invencién proporciona una
proteina hibrida que comprende una unidad de repeticion a partir del tipo |, y una unidad de repeticion a partir del tipo I,
por ejemplo, en donde se incluyen mas unidades de repeticién a partir del tipo | en el hibrido que unidades de repeticion
del tipo Il

De una manera mas especifica, la proteina hibrida de la invencién puede incluir de 1 a 15 unidades de repeticion, tal
como 9 unidades de repeticion, del tipo I.

Ejemplos de las unidades de repeticion adecuadas a partir de las proteinas CS del tipo | se dan en las SEC ID N°3 a 9.

En una forma de realizacion, la invencion proporciona un hibrido con una mezcla de diferentes unidades de repeticiéon
del tipo |, tal como una de cada una de aquéllas enlistadas en las SEC ID N°3 a 9.

Una o mas unidades de repeticion se pueden duplicar en el hibrido, por ejemplo, se incorporar en la construccion dos
unidades de repeticion de la SEC ID N°3 y/o 4.

a) En un aspecto, la proteina CS comprende una unidad de la SEC ID N°3.

b) En un aspecto, la proteina CS comprende una unidad de la SEC ID N°, opcionalmente en
combinacién con las unidades descritas en el parrafo a) directamente anterior.

c) En un aspecto, la proteina CS comprende una unidad de la SEC ID N°5, opcionalmente en
combinacién con las unidades descritas en el parrafo a) o b) directamente anteriores.

d) En un aspecto, la proteina CS comprende una unidad de la SEC ID N°, opcionalmente en
combinacién con una o mas unidades, como se describen en los parrafos a) a ¢) directamente anteriores.

f) En un aspecto, la proteina CS comprende una unidad de la SEC ID N°7, opcionalmente en
combinacion con una o mas unidades, como se describen en los parrafos a) a d) directamente anteriores.

g) En un aspecto, la proteina CS comprende una unidad de la SEC ID N°8, opcionalmente en
combinacién con una o mas unidades, como se describen en los parrafos a) a f) directamente anteriores.

h) En un aspecto, la proteina CS comprende una unidad de la SEC ID N°9, opcionalmente en
combinacién con una o mas unidades, como se describen en los parrafos a) a g) directamente anteriores.

Ejemplos de las unidades de repeticion componentes adecuadas a partir de las proteinas CS tipo I, se dan en las SEC
ID N°10 y 14, tal como 10.

La proteina hibrida puede incluir 5 0 menos unidades de repeticion derivadas a partir del tipo I, tal como una unidad de
repeticion, por ejemplo, como se muestra en la SEC ID N°10.

El hibrido puede también incluir la insercion de 12 aminoacidos que se encuentra en el extremo de la regiéon de
repeticion encontrada en ciertas cepas asiaticas de P. vivax, por ejemplo como se muestra en la SEC ID N°11.

En una forma de realizacion, la proteina hibrida comprende aproximadamente 257 aminoacidos derivados de la proteina
CS de P. vivax.

El componente de antigeno derivado de CSV de la invencion se fusiona en general con el extremo amino-terminal de la
proteina S.

Se cree que la presencia del antigeno superficial a partir de hepatitis B refuerza la inmunogenicidad de la porcion de la
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proteina CS, ayuda a la estabilidad, y/o asiste a la fabricacion reproducible de la proteina.

En una forma de realizacion, la proteina de fusion hibrida comprende aproximadamente 494 aminoacidos, por ejemplo
aproximadamente 257 de los cuales se derivan a partir de la proteina CS de P. vivax.

La proteina de fusion hibrida también puede incluir antigenos adicionales derivados de P. falciparum ylo P. vivax, por
ejemplo, en donde el antigeno se selecciona a partir de DBP, PvTRAP, PvMSP2, PvMSP4, PYMSP5, PvMSP6, PvMSP7,
PvMSP8, PvMSP9, PvAMA1, y RBP, o un fragmento de los mismos.

Otro ejemplo de los antigenos derivados de P. falciparum incluye: PfEMP-1, antigeno Pfs 16, MSP-1, MSP-3, LSA-1,
LSA-3, AMA-1 y TRAP. Otros antigenos de Plasmodium incluyen EBA de P. falciparum, GLURP, RAP1, RAP2,
Secuestrina, Pf332, STARP, SALSA, PfEXP1, Pfs25, Pfs28, PFS27/25, Pfs48/45, Pfs230 y sus analogos en otro
Plasmodium spp.

En una forma de realizacién, la proteina de fusion hibrida (CSV-S) tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N°17. En la secuencia, los aminoacidos 6 a 262 se derivan a partir de CSV, y los aminoacidos 269 a 494 se
derivan a partir de S. Los aminoacidos restantes se introducen mediante construccion genética (que se puede variar en
particular como sea apropiado). Estos cuatro aminoacidos, Met, Met Ala Pro, se derivan especificamente a partir del
plasmido pGF1-2 (véase la Figura 4).

Las propiedades de la proteina de fusion CSV-S de la SEC ID N°17 se proporcionan en las siguientes tablas:

Analisis

Proteina entera

Peso molecular

P.M.51794,75

Longitud

494

1 microgramo =

19,307 picomoles

Coeficiente de extincién 90780+/-5%
molar
1 A(280) = 0,57 mg/ml
Punto isoeléctrico 7,33
CargaaunpHde7 1,05
Analisis de la composicion de la proteina entera
Aminoacidos Recuento % en peso % en frecuencia
numeérico
Cargados (RKHYCDE) 106 26,35 21,46
Acidos (DE) 38 8,82 7,69
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Basicos (KR) 39 10,68 7,89
Polar (NCQSTY) 134 28,15 27,13
Hidrofébicos (AILFWV) 167 34,68 33,81
AAla 52 7,14 10,53
CCys 18 3,58 3,64
D Asp 24 5,33 4,86
E Glu 14 3,49 2,83
F Phe 17 4,83 344
G Gly 64 7,05 12,96
H His 4 1,06 0,81
I'lle 17 3,71 344
KLlys 20 4,95 4,05
L Leu 42 9,18 8,50
M Met 8 2,03 1,62
N Asn 32 7,05 6,48
P Pro 40 7,50 8,10
QGiIn 21 5,20 4,25
R Arg 19 573 3,85
S Ser 30 5,04 6,07
T Thr 26 5,08 5,26
V Val 25 4,78 5,06
W Trp 14 5,03 2,83
Y Tyr 7 2,21 142
B Asx 0 0,00 0,00
Z Glx 0 0,00 0,00
X Xxx 0 0,00 0,00
,Ter 1 0,00 0,20

La secuencia de nucleodtidos para la proteina de la SEC ID N°17 se da en la SEC ID N°16.

El componente de las particulas de proteina de la invencion denominado como RTS (es decir, derivado de P.
falciparum), se puede preparar como se describe en la Publicacion Internacional Numero WO 93/10152, la cual incluye
una descripcién de RTS* (a partir de la cepa NF54/3D7 de P. falciparum).

En una o mas forma de realizaciones de la invencion, el antigeno derivado de P. falciparum empleado en la proteina de
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fusion, puede ser sustancialmente la proteina CS entera del mismo.

En una forma de realizacion de la invencion, se emplea el antigeno S de longitud completa. En otra forma de realizacion,
se emplea un fragmento de este antigeno S.

En una forma de realizacion, el antigeno derivado de P. falciparum comprende cuando menos cuatro unidades de
repeticion de la region de repeticion central. Mas especificamente, este antigeno comprende una secuencia que contiene
cuando menos 160 aminoacidos, la cual es sustancialmente homologa a la porcion C-terminal de la proteina CS. La
proteina CS puede estar desprovista de los ultimos 12 a 14 (tal como 12) aminoacidos del extremo C.

En particular, una proteina de fusidén que comprende una porcién de la proteina CS de P. falciparum, sustancialmente
como la correspondiente a los aminoacidos 207 a 395 de la proteina CS de P. falciparum (cepa NF54[3D7]) 7G8
fusionada dentro del marco por medio de un enlazador lineal con el término N del antigeno S. El enlazador puede
comprender una porcion de preS2 a partir del antigeno S.

De una manera mas especifica, la proteina de fusiéon derivada a partir de P. falciparum empleada, es aquélla codificada
por la secuencia de nucleétidos para el casete de expresion de RTS, proporcionado en la SEC ID N°18.

Los antigenos S adecuados pueden comprender un preS2. Un ejemplo de un serotipo adecuado es adw (Nature
280:815-819, 1979).

En un aspecto, las proteinas de fusiéon hibridas de la invencién comprenden una porcién derivada a partir de una
proteina S mutante, por ejemplo, como se describe en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
publicada Numero 2006/194196 (también publicada como la Publicacién Internacional Numero WO 2004/113369). Este
documento describe una HDB05 marcada mutante. En particular, describe comparaciones de las proteinas mutante y de
tipo silvestre en las Figuras 1 y 6, y de los genes para la mutante en las Figuras 4 y 5. Las secuencias 12 a 22 de la
misma describen polipéptidos particulares de la proteina S mutante. Cada una de las anteriores se incorpora a la
presente por referencia.

La proteina de fusion CSV-S, por ejemplo, se puede preparar empleando el plasmido pGF1-S2 (véase la Figura 2 y los
ejemplos para detalles adicionales, que, cuando se inserta la secuencia apropiada correspondiente a CSV en el sitio de
clonacion Sam |, bajo condiciones adecuadas, puede producir la proteina de fusion CSV-S.

Las secuencias de ADN que codifican las proteinas de la presente invencién, en una forma de realizacion, estan
flanqueadas por los elementos de control de transcripcion, de preferencia derivados de los genes de levadura, e
incorporados en un vector de expresion.

Por ejemplo, se puede construir un vector de expresion para las proteinas hibridas de la invencion, de modo que
comprenda las siguientes caracteristicas:

. una secuencia promotora derivada, por ejemplo, del gen TDH3 de S. cerevisiae.
. una secuencia que codifique para una proteina de fusién apropiada.
. una secuencia de terminacion de la transcripcion contenida dentro de la secuencia, derivada, por ejemplo, del

gen ARG3 de S. cerevisiae.
Un ejemplo de un promotor especifico es el promotor a partir del gen TDH3 de S. cerevisiae, Musti et al..
En el presente documento se describen vectores usados en la preparacién de la proteina de fusién hibrida.

Después se puede emplear un plasmido adecuado para insertar la secuencia que codifique para la proteina de fusién
hibrida en un huésped adecuado para la sintesis. Un ejemplo de un plasmido adecuado es pRIT15546, un vector basado
en 2 micras para llevar un casete de expresion adecuado; véanse la Figura 1 y los Ejemplos para detalles adicionales.

El plasmido contendra en general un marcador integrado para ayudar a la seleccion, por ejemplo un gen que codifique
para la resistencia a antibiéticos o LEU2, o la auxotrofia HIS.

En general, el huésped tendra un casete de expresioén para cada proteina de fusion en la particula, y también puede
tener uno o mas casetes de expresién para el antigeno S integrado en su genoma.

La invencion también se refiere a una célula huésped transformada con un vector de acuerdo con la invencién. Las
células huésped pueden ser procariéticas o eucaridticas, pero de preferencia son de levadura, por ejemplo
Saccharomyces (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, tal como DC5, en la base de datos de ATCC (Numero de
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Acceso 20820), bajo el nombre de RIT DC5 cir(o). Depositante: Smith Kline-RIT), y levaduras que no sean
Saccharomyces. Estas incluyen Schizosaccharomyces (por ejemplo, Schizosaccharomyces pombe), Kluyveromyces (por
ejemplo, Kluyveromyces lactis), Pichia (por ejemplo, Pichia pastoris), Hansenula (por ejemplo, Hansenula polymorpha),
Yarrowia (por ejemplo, Yarrowia lipolytica) y Schwanniomyces (por ejemplo, Schwanniomyces occidentalis).

También se describe una cepa de levadura recombinante Y1834 (y el uso de la misma), para expresar la proteina de
fusion; véanse los ejemplos para la preparacion de la misma.

También se describe una cepa de levadura recombinante Y1835 o Y1845 (y el uso de la misma), para expresar la
proteina de fusion de la invencion; véanse los ejemplos para detalles adicionales.

Las secuencias de nucleétidos o partes de las mismas (tales como la porcién que codifica la proteina CS/hibrida, pero
opcionalmente no la porcién que codifica la proteina S) empleadas en el presente documento, se pueden optimizar en
los codones para su expresion en un huésped, tal como levadura.

También se describe un huésped que comprende un polinucledtido, tal como ADN que codifique para dos o mas
componentes de la particula, empleado en la presente invencion.

En un caso, la célula huésped comprende un casete de expresidon para una proteina de fusiéon derivada a partir de P.
vivax, y un casete de expresion para la proteina de fusién derivada a partir de P. falciparum.

En ciertos huéspedes, tales como en las células de levadura, una vez que se expresa la proteina de fusién (que
comprende el antigeno S), se ensambla espontaneamente en una estructura/particula de proteina compuesta de
numerosos mondmeros de dichas proteinas de fusion. Cuando la levadura expresa dos proteinas de fusion diferentes,
se cree que éstas estan coensambladas en particulas.

Cuando la cepa de levadura receptora seleccionada ya lleva en su genoma varias copias integradas de los casetes de
expresion S de hepatitis B, entonces las particulas ensambladas también pueden incluir monémeros del antigeno S no
fusionado.

Estas particulas también pueden ser referidas como Particulas Tipo Virus (VLP). Las particulas también se pueden
describir como particulas de lipoproteina multiméricas.

De una manera alternativa, estas particulas se pueden preparar en un nimero de maneras, por ejemplo, mediante la
fusion de cada uno de los antigenos derivados de Plasmodium con otro componente de fusion (por ejemplo, los
antigenos del virus de hepatitis B, o una proteina estructural viral), y la expresién de los mismos en un huésped
adecuado, tal como levadura o bacteria.

Por consiguiente, se proporciona una particula de proteina inmunogénica que comprende los siguientes monémeros:
a. una proteina de fusidén que comprende secuencias derivadas a partir de una proteina CS de P. vivax, y

b. una proteina de fusion que comprende secuencias derivadas a partir de una proteina CS de P. falciparum.
Adicionalmente se describe una proteina de fusién que comprende:

a) una secuencia derivada a partir de una proteina CS de P. vivax (tal como una secuencia a partir de la region de
repeticion del tipo | y/o del tipo Il);

b) una secuencia derivada a partir de la proteina CS de P. falciparum (tal como una secuencia a partir de la region
de repeticion de la misma); y

c) una secuencia a partir del antigeno S de la hepatitis B.

Por consiguiente, una particula de proteina puede comprender una proteina de fusién derivada de la proteina CS de P.
vivax, y una proteina de fusion derivada a partir de la proteina CS de P. falciparum, en donde el antigeno utilizado con el
antigeno de Plasmodium se selecciona de tal que se induzca la formacion/el ensamble de las lipoparticulas, cuando
estas proteinas de fusidn se expresen en un huésped adecuado.

Por lo tanto, en el presente documento se describe una VLP que comprende las unidades CSV-S y RTS. En un aspecto
se describe una particula que consiste esencialmente en las unidades CSV-S y RTS. En un aspecto alternativo, las
particulas producidas comprenden o consisten esencialmente en las unidades CSV-S, RTS, y S.

Se pueden emplear diferentes planteamientos para disefar la levadura para la preparacion de estas particulas, por
ejemplo, se puede insertar un casete de expresion para la proteina de fusién en el genoma de una levadura que ya
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contenga un casete de expresion para una de las proteinas de fusion requeridas y/o el antigeno S. Sin embargo, una
persona experta trabajando en este campo es capaz de preparar un huésped adecuado para la preparacion de las
particulas de acuerdo con la invencion.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un huésped adecuado, tal como una levadura, que comprende
ADN que codifica para CSV-S, RTS, y opcionalmente S. En un aspecto alternativo, un huésped adecuado es uno o mas
plasmidos capaces de expresar CSV-S, RTS, y opcionalmente S. Por ejemplo, el plasmido se puede utilizar para
expresar la proteina en conjunto con, por ejemplo, una levadura.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se piensa que los tensoactivos utilizados para liberar la proteina de las células,
también pueden ayudar en la estabilizacion de las particulas de lipoproteina.

Se postula la hipétesis de que las particulas de lipoproteina de la invencion pueden contribuir a estimular adicionalmente
la respuesta inmunitaria in vivo a la o las proteinas antigénicas.

En el presente documento se describe un vector viral deficiente en cuanto a la replicacion que codifica una o mas
proteinas CS, por ejemplo, que corresponde a una o mas proteinas CS comprendidas en las particulas de acuerdo con
la invencion.

Los vectores virales adecuados pueden derivar de vectores adenovirales, vectores virales adeno-asociados (AAVSs),
sarampion, lentivirus, alfa-virus, baculovirus, virus de herpes simplex, y virus de viruela, tales como viruela de vacas,
viruela de aves, viruela de pichones, viruela de canarios, viruela de especies, y viruela de ovejas/viruela de cabras. La
metodologia para la preparacion de los vectores adenovirales que codifican un antigeno de paludismo, por ejemplo, se
describe en el documento WO 2004/055187.

La proteina codificada por el vector, por ejemplo, se puede modificar para prevenir la glicosilacion de la proteina durante
la expresion, por ejemplo, ciertas serinas pueden ser reemplazadas por residuos de alanina para reducir la glucosilacion.

Los vectores virales empleados en la invencion pueden ser recombinantes.
Adenovirus

Los vectores adenovirales de uso en la presente invencion comprenden uno o mas polinucleétidos heterélogos (ADN),
que codifican uno o mas polipéptidos inmunogénicos.

Los vectores adenovirales Utiles en el presente documento invencidon se pueden derivar a partir de un nimero de
huéspedes mamiferos.

Los adenovirus (denominados en el presente documento "Ad" o "Adv") tienen una morfologia caracteristica con una
capsida icosohédrica que consiste en tres proteinas mayores, hexon (ll), base Penton (lll), y fibra knobbed (IV), junto con
un numero de otras proteinas menores, VI, VIII, IX, llla, y IVa2 (Russell W. C. 2000, Gen Viriol, 81:2573-2604). EI
genoma del virus es un ADN lineal de doble cadena, con una proteina terminal unida covalentemente al término 5', que
tiene repeticiones terminales invertidas (ITR). EI ADN del virus se asocia intimamente con la proteina VIl altamente
basica, y un péptido pequefio denominado como mu. Otra proteina, V, se empaca con este complejo de ADN-proteina, y
proporciona un enlace estructural con la capsida por medio de la proteina VI. El virus también contiene una proteasa
codificada por el virus, que es necesaria para procesar algunas de las proteinas estructurales, con el fin de producir el
virus infeccioso maduro.

Se han aislado mas de 100 serotipos distintos de adenovirus, los cuales infectan a diferentes especies de mamiferos, 51
de los cuales son de origen humano. Por consiguiente, uno o mas de los vectores adenovirales se pueden derivar a
partir de un adenovirus humano. Los ejemplos de estos adenovirus derivados de ser humano son Ad1, Ad2, Ad4, Ad5,
Ad6, Ad11, Ad 24, Ad34, Ad35, Ad50/51 en particular Ad5, Ad11 y Ad35. Los serotipos humanos se han caracterizado
en seis subgéneros (A-F), basandose en un numero de criterios bioldgicos, quimicos, inmunoldgicos, y estructurales.

Aunque los vectores basados en Ad5 se han utilizado extensamente en un nimero de estudios de terapia genética,
puede haber limitaciones sobre el uso de Ad5 y otros vectores adenovirales del grupo C, debido a la inmunidad
previamente existente en la poblacién general, debido a la infeccion natural. Se puede desarrollar inmunidad a los
vectores existentes como un resultado de la exposicion al vector durante el tratamiento. Estos tipos de inmunidad
previamente existente o desarrollada a los vectores seroprevalecientes, pueden limitar la efectividad de la terapia
genética o de los esfuerzos de vacunacion. Por consiguiente, los serotipos de adenovirus alternativos constituyen
objetivos muy importantes en la busqueda de los sistemas de suministro genético capaces de evadir la respuesta
inmunitaria del huésped.

Un area de estos serotipos alternativos es la aquéllos derivados de primates no humanos, en especial adenovirus de
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chimpancé. Véase la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 6,083,716, la cual describe el genoma de
dos adenovirus de chimpancé.

Se ha mostrado que los vectores adenovirales del chimpancé ("Pan" o "C") inducen fuertes respuestas inmunes a los
productos transgenéticos tan eficientemente como los vectores adenovirales humanos (Fitzgerald et al., J. Immunol.
170:1416).

Los adenovirus de primates que no son humanos se pueden aislar a partir de los nodos linfaticos mesentéricos de los
chimpancés. Los adenovirus del chimpancé son suficientemente similares al adenovirus humano subtipo C, para
permitir la réplica del virus con supresion de E1 en las células HEK 293. No obstante, los adenovirus de chimpancé son
filogenéticamente distintos de los serotipos humanos mas comunes (Ad2 y Ad5). Pan6 esta menos estrechamente
relacionado con, y es seroldgicamente distinto de, los Pans 5, 7, y 9.

Por consiguiente, uno o mas de los vectores adenovirales se pueden derivar a partir de un adenovirus de primate no
humano, por ejemplo un adenovirus de chimpancé, tal como uno seleccionado a partir de los serotipos Pan5, Pan6,
Pan7 y Pan9.

Los vectores adenovirales también se pueden derivar de mas de un serotipo de adenovirus, y cada serotipo puede ser a
partir de la misma o de diferente fuente. Por ejemplo, se pueden derivar a partir de mas de un serotipo humano y/o de
mas de un serotipo de primate no humano. Los procedimientos para construir vectores adenovirales quiméricos se dan a
conocer en el documento W02005/001103.

Existen ciertas restricciones de tamafio asociadas con la insercion de ADN heterélogo en los adenovirus. Los adenovirus
humanos tienen la capacidad para empacar hastal 105 por ciento de la longitud del genoma de tipo silvestre (Bett et al.,
1993, J Virol 67 (10), 5911-21). Se ha demostrado que el limite de empaque inferior para los adenovirus humanos es el
75 por ciento de la longitud del genoma de tipo silvestre (Parks et al., 1995, J Virol 71(4), 3293-8).

Un ejemplo de adenovirus utiles en el presente documento invencion es el de los adenovirus que son distintos de los
serotipos prevalecientes que se presentan naturalmente en la poblacién humana, tales como Ad2 y Ad5. Esto evita la
induccion de potentes respuestas inmunes contra el vector, lo cual limita la eficacia de las siguientes administraciones
del mismo serotipo mediante el bloqueo de la absorcidon por el vector a través de la neutralizacion del anticuerpo y
teniendo influencia sobre la toxicidad.

Por consiguiente, el adenovirus puede ser un adenovirus que no sea un serotipo de virus humano prevaleciente que se
presente naturalmente. Los adenovirus aislados a partir de animales tienen componentes de capsida, hexon, penton, y
fibra inmunolégicamente distintos, pero estan filogenéticamente relacionados estrechamente. De una manera especifica,
el virus puede ser un adenovirus no humano, tal como un adenovirus de simio, y en particular un adenovirus de
chimpancé, tal como Pan 5, 6, 7, 6 9. Los ejemplos de estas cepas se describen en la Publicacién Internacional Numero
WO 03/000283, y estan disponibles en la American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas,
Virginia 20110-2209, y en otras fuentes. Las cepas de adenovirus de chimpancé deseables son Pan 5 [ATCC VR-591],
Pan 6 [ATCC VR-592], y Pan 7 [ATCC VR-593].

Se piensa que el uso de adenovirus de chimpancé es conveniente sobre el uso de los serotipos de adenovirus humano,
debido a la falta de inmunidad previamente existente, en particular la falta de anticuerpos de neutralizacién cruzada, para
los adenovirus de la poblacion objetivo. La reaccion cruzada de los adenovirus de chimpancé con las respuestas de
anticuerpo neutralizantes previamente existentes solamente esta presente en el 2 por ciento de la poblacién objetivo,
comparandose con el 35 por ciento en el caso de ciertos vectores de adenovirus humano candidatos. Los adenovirus de
chimpancé son distintos de los subtipos humanos mas comunes Ad2 y Ad5, pero estan mas estrechamente relacionados
con el Ad4 humano del subgrupo E, que no es un subtipo prevaleciente. Pan6 estd menos estrechamente relacionado
conPan5,7,y9.

Los adenovirus de la invencién pueden ser defectuosos en cuanto a la replicacion. Esto significa que tienen una
capacidad reducida para replicarse en las células que no sean de complemento, comparandose con el virus de tipo
silvestre. Esto se puede provocar mediante la mutacion del virus, por ejemplo, mediante la supresién de un gen
involucrado en la réplica, por ejemplo la supresion del gen E1a, E1b, E3 o E4.

Los vectores adenovirales de conformidad con la presente invencién se pueden derivar a partir de adenovirus
defectuosos en réplica que comprendan una supresion funcional E1. Por consiguiente, los vectores adenovirales de
acuerdo con la invencion pueden ser defectuosos en réplica debido a la ausencia de la capacidad para expresar E1a y
E1b adenovirales, es decir, estan funcionalmente suprimidos en E1a y E1b. Los adenovirus recombinantes también
pueden llevar supresiones funcionales en otros genes [véase la Publicacion Internacional Numero WO 03/000283], por
ejemplo, supresiones en los genes E3 6 E4 (o en parte de los mismos, tal como en parte de E3). El gen temprano
demorado de adenovirus E3 se puede eliminar de la secuencia de adenovirus que forma parte del virus recombinante.
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La funcion de E3 no es necesaria para la produccién de la particula de adenovirus recombinante. Por consiguiente, no es
necesario reemplazar la funcién de este producto genético con el objeto de empacar un adenovirus recombinante util en
la invencion. En una forma de realizacion particular, los adenovirus recombinantes tienen los genes E1 y E3
funcionalmente suprimidos. La construccién de estos vectores se describe en Roy et al., Human Gene Therapy 15:519-
530, 2004. En un aspecto, el adenovirus tiene E1 y E4 suprimidos, y parte de E3 suprimida.

Los adenovirus recombinantes también se pueden construir con una supresion funcional del gen E4, aunque puede ser
deseable retener la funcion del ORF6 de E4. Los vectores de adenovirus de conformidad con la invencion también
pueden contener una supresion en el gen temprano demorado E2a. También se pueden hacer supresiones en
cualquiera de los genes tardios L1 a L5 del genoma del adenovirus. De una manera similar, pueden ser utiles las
supresiones en los genes intermedios IX y IVa.

Se pueden hacer otras supresiones en los otros genes de adenovirus estructurales o no estructurales. Las supresiones
anteriores se pueden utilizar individualmente, es decir, una secuencia de adenovirus para su uso en el presente
documento invencion puede contener supresiones de E1 solamente. De una manera alternativa, se pueden utilizar
supresiones de los genes enteros o porciones de los mismos efectivas para destruir su actividad biolodgica en cualquier
combinacién. Por ejemplo, en un vector de ejemplo, las secuencias de adenovirus pueden tener supresiones de los
genes C1y del gen E4, o de los genes E1, E2, y E3, o de los genes E1 y E3 (tales como las supresiones funcionales en
E1a y E1b, y una supresion de cuando menos parte de E3), o de los genes E1, E2a, y E4, con o sin supresién de E3, y
asi sucesivamente. Estas supresiones pueden ser supresiones parciales o completas de estos genes, y se pueden
utilizar en combinacion con otras mutaciones, tales como las mutaciones sensibles a la temperatura, para lograr un
resultado deseado.

Los vectores adenovirales se pueden producir sobre cualquier linea celular adecuada en donde el virus sea capaz de
replicarse. En particular, se pueden utilizar lineas celulares de complemento que proporcionen los factores que falten del
vector viral que den como resultado sus caracteristicas de réplica deterioradas (tal como E1 y/o E4). Sin limitacion, esta
linea celular puede ser de células HeLa [ATCC, Numero de Acceso CCL 2], A549 [ATCC, Numero de Acceso CCL 185],
HEK 293, KB [CCL 17], Detroit [por ejemplo, Detroit 510, CCL 72] y WI-38 [CCL 75], entre otras. Estas lineas celulares
estan todas disponibles en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia
20110-2209. Se pueden obtener otras lineas celulares progenitoras adecuadas en otras fuentes, tales como las células
PER.C60©, como estan representadas por las células depositadas bajo el ECACC Numero 96022940 en la European
Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), en el Centre for Applied Microbiology and Research (CAMR, Reino Unido), o
las células Her 96 (Crucell).

También se describe el uso de lineas celulares conocidas para la preparacion de un vector viral que codifique una
proteina de la presente invencion.

Las secuencias de polinucledtidos que codifican los polipéptidos CS inmunogénicos pueden optimizarse en los codones
para las células de mamifero. Esta optimizacién de codones se describe con detalle en el documento WO 05/025614.

En el presente documento se describen vacunas que comprenden una cantidad inmunoprotectora de particulas de
proteina de conformidad con la invencion, mezcladas con un diluyente o vehiculo adecuado.

La invencion también se extiende a una composicidon que comprende una particula de acuerdo con la invencion, y un
vector viral que comprende un antigeno de paludismo, en particular un antigeno de paludismo comun con esta particula,
y opcionalmente un adyuvante.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, excipiente se refiere a un componente en una formulacién
farmacéutica sin efecto terapéutico alguno por su propio derecho. Un diluyente o vehiculo cae dentro de la definicion de
un excipiente.

Con inmunogénico, en el contexto de la presente memoria descriptiva, se pretende hacer referencia a la capacidad para
provocar una respuesta inmunitaria. Por ejemplo, esta respuesta puede ser cuando la particula de lipoproteina se
administra en una formulaciéon apropiada, que puede incluir/requerir un adyuvante adecuado. Se puede requerir un
refuerzo que comprenda una dosis similar o menor a la dosis original, para obtener la respuesta inmunogénica requerida.

La composicién/formulaciones farmacéuticas también puede incluir, en mezcla, uno o mas antigenos adicionales, tales
como aquéllos derivados de P. falciparum ylo P. vivax, por ejemplo, en donde el antigeno se selecciona a partir de DBP,
PVTRAP, PvMSP2, PvMSP4, PvMSP5, PvMSP6, PvMSP7, PvMSP8, PYMSP9, PvAMA1 y RBP, o un fragmento de los
mismos.

Otro ejemplo de antigenos derivados de P. falciparum incluyen: PfEMP-1, antigeno Pfs 16, MSP-1, MSP-3, LSA-1, LSA-
3, AMA-1 y TRAP. Otros antigenos de Plasmodium antigens incluyen EBA de P. falciparum, GLURP, RAP1, RAP2,
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Secuestrina, Pf332, STARP, SALSA, PfEXP1, Pfs25, Pfs28, PFS27/25, Pfs48/45, Pfs230 y sus analogos en otros
Plasmodium spp.

Las composiciones/formulaciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién también pueden comprender particulas de
RTS, S (como se describen en el documento WO 93/10152), mezcladas con las particulas de conformidad con la
invencion.

En una forma de realizacion, la construccion del vector viral es como se describe en el documento WO 2004/055187.

En la vacuna de la invencion, se puede utilizar directamente una solucién acuosa de la particula. De una manera
alternativa, la proteina con o sin previa liofilizacién, se puede mezclar o absorber con cualquiera de los adyuvantes
conocidos, los cuales incluyen, pero no se limitan a, alum dipéptido de muramilo, saponinas tales como Quil A.

Los adyuvantes particulares son aquéllos seleccionados a partir del grupo de sales de metales, emulsiones de aceite en
agua, agonistas de receptores tipo Toll (en particular el agonista del receptor tipo Toll 2, el agonista del receptor tipo Toll
3, el agonista del receptor tipo Toll 4, el agonista del receptor tipo Toll 7, el agonista del receptor tipo Toll 8, y el agonista
del receptor tipo Toll 9), saponinas, o0 combinaciones de los mismos, con la condiciéon de que las sales de metales se
utilicen solamente en combinacion con otro adyuvante y no solas, a menos que se formulen de tal manera que no mas
de aproximadamente el 60 por ciento del antigeno sea adsorbido sobre la sal de metal. De una manera mas especifica,
no mas de aproximadamente el 50 por ciento, por ejemplo del 40 por ciento del antigeno es adsorbido sobre la sal de
metal, y en una forma de realizacién, no mas de aproximadamente el 30 por ciento del antigeno es adsorbido sobre la
sal de metal. El nivel de anticuermpo adsorbido sobre la sal de metal se puede determinar mediante técnicas bien
conocidas en este campo. El nivel de antigeno libre se puede incrementar, por ejemplo, mediante la formulacion de la
composicion en la presencia de iones de fosfato, tales como suero regulado con fosfato, o mediante el aumento de la
proporcion del antigeno a la sal de metal. En una forma de realizacion, el adyuvante no incluye una sal de metal como el
unico adyuvante. En una forma de realizacién, el adyuvante no incluye una sal de metal.

En una forma de realizacion, el adyuvante es un ligando de receptor tipo Toll (TLR) 4, de preferencia un agonista, tal
como un derivado de lipido A, en particular monofosforil-lipido A, o mas particularmente monofosforil-lipido A 3-
desacilado (3D - MPL).

El monofosforil-lipido A 3-desacilado se conoce de la Patente de EE.UU. Numero 4,912,094, y de la Solicitud de Patente
del Reino Unido Numero 2.220.211 (Ribi), y esta disponible en Ribi Immunochem, Montana, EE.UU.

El 3D-MPL se vende bajo la marca comercial registrada MPL® por Corixa Corporation, y promueve primordialmente las
respuestas de células T CD4+ con un fenotipo de IFN-g (Th1). Se puede producir de acuerdo con los procedimientos
que se dan a conocer en la Patente Britanica Numero GB 2,220,211 A. Quimicamente, es una mezcla de fosforil-lipido A
3-desacilado con 3, 4, 5 0 6 cadenas aciladas. De preferencia, en las composiciones de la presente invencion, se utilizal
3D-MPL de particulas pequefias. EI 3D-MPL de particulas pequefas tiene un tamafio de particulas tal que se puede
filtrar para esterilizar a través de un filtro de 0,22 um. Estas preparaciones se describen en la Solicitud de Patente
Internacional Numero WO 94/21292. Los derivados sintéticos del lipido A son conocidos, y se piensa que son agonistas
del TLR 4, incluyendo, entre otros:

OM 174 (dihidrogen-fosfato de 2-desoxi-6-O-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxi-tetra-decanoil-amino]-4-o-fosfono-
B-D-glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-amino]-a-D-glucopiranosilo), (documento WO 95/14026).

OM 294 DP (1,10-bis-(dihidrogen-fosfato) de (3S,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxi-tetradecanoil-amino]-4-oxo-5-aza-
9(R)-[(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-amino]-decano-1,10-diol) (documentos W099/64301 y WO 00/0462).

OM 197 MP-Ac DP 10-(6-amino-hexanoato) de 1-dihidrogen-fosfato de (3S-,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxi-
tetradecanoil-amino]-4-oxo-5-aza-9-(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-amino]-decano-1,10-diol) (documento WO 01/46127).

Tipicamente, cuando se utiliza 3D-MPL, el antigeno y el 3D-MPL se suministran con alum, o se presentan en una
emulsién de aceite en agua, o en multiples emulsiones de aceite en agua. La incorporacién de 3D-MPL es conveniente,
debido a que es un estimulante de las respuestas de las células-T efectoras.

Otros ligandos de TLR4 que se pueden utilizar son los fosfatos de alquil-glucosaminida (AGP), tales como aquéllos que
se dan a conocer en los documentos WO 9850399 o US 6303347 (también se dan a conocer los procesos para la
preparacion de AGP), o las sales farmacéuticamente aceptables de las AGPs, como se dan a conocer en el documento
US 6764840. Algunas AGP son agonistas de TLR4, y algunas son antagonistas de TLR4. Se piensa que ambas son
utiles como adyuvantes.

Otro inmunoestimulante para su uso en el presente documento invencion es Quil A y sus derivados. Quil A es una
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preparacion de saponina aislada a partir del arbol sudamericano Quillaja Saponaria Molina, y fue descrita por primera
vez por tener una actividad adyuvante por Dalsgaard et al. en 1974 (“Saponin adjuvants”, Archiv. fur die gesamte
Virusforschung, Volumen 44, Springer Verlag, Berlin, paginas 243-254). Se han aislado fragmentos purificados de Quil A
mediante HPLC, que retienen la actividad adyuvante sin la toxicidad asociada con Quil A (Patente Europea Numero EP
0,362,278), por ejemplo QS7 y QS21 (también conocidos como QA7 y QA21). QS21 es una saponina natural derivada a
partir de la corteza de Quillaja Saponaria Molina, que induce a las células T citotoxicas CD8+ (CTLs), a las células Th1, y
una respuesta de anticuerpo IlgG2a predominante.

Se han descrito formulaciones particulares de QS21 que comprenden ademas un esterol (documento WO 96/33739). La
proporcion de QS21:esterol tipicamente sera del orden de 1:100 a 1:1 en peso por peso. En términos generales, esta
presente un exceso de esterol, siendo la proporcion de QS21:esterol de cuando menos 1:2 en peso /peso. Tipicamente,
para administracién a seres humanos, QS21 y el esterol estaran presentes en una vacuna en el intervalo de
aproximadamente 1 microgramo a aproximadamente 100 ng, tal como de aproximadamente 10 ug a aproximadamente
50 pg por dosis.

Los liposomas contienen en general un lipido neutro, por ejemplo fosfatidil-colina, que normalmente no es cristalina a
temperatura ambiente, por ejemplo fosfatidil-colina de yema de huevo, dioleoil-fosfatidil-colina, o dilauril-fosfatidil-colina.
Los liposomas también pueden contener un lipido cargado que aumente la estabilidad de la estructura del liposoma
QS21 para los liposomas compuestos de lipidos saturados. En estos casos, la cantidad de lipido cargado es con
frecuencia del 1 al 20 por ciento en peso/peso, tal como del 5 al 10 %. La proporcién del esterol al fosfolipido es del 1 al
50 % (molar/molar), tal como del 20 al 25 %.

Estas composiciones pueden contener MPL (monofosforil-lipido A 3-desacilado, también conocido como 3D-MPL). El
3D-MPL se conoce de la Patente Britdnica Numero GB 2,220,211 (Ribi), como una mezcla de tres tipos de monofosforil-
lipido A des-O-acilado con 4, 5, 6 6 cadenas aciladas, y es fabricado por Ribi Inmunotech, Montana.

Las saponinas pueden estar separadas en la forma de micelios, micelios mixtos (en general, pero en exclusivamente con
las sales biliares), o pueden estar en la forma de matrices ISCOM (Patente Europea Numero EP 0,109,942), liposomas,
o estructuras coloidales relacionadas, tales como complejos multiméricos tipo gusano o tipo anillo, o estructuras
lipidicas/en capas y laminas cuando se formulan con colesterol y lipido, o en la forma de una emulsion de aceite en agua
(por ejemplo, como en el documento WO 95/17210). Las saponinas pueden estar asociadas con frecuencia con una sal
metalica, tal como hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio (documento WO 98/15287).

Usualmente, la saponina se presenta en la forma de un liposoma, ISCOM, o de una emulsion de aceite en agua.

También se pueden utilizar oligonucledtidos inmunoestimulantes. Ejemplos de los oligonucleétidos para su uso en los
adyuvantes o vacunas de la presente invencion incluyen los oligonucleétidos que contienen CpG, que contienen en
general dos o mas motivos CpG de dinucledtidos separados por cuando menos tres, mas preferiblemente cuando menos
seis 0 mas nucleétidos. Un motivo CpG es un nucleétido de citosina seguido por un nucledtido de guanina. Los
olugonucledtidos CpG son tipicamente desoxinucleétidos. En una forma de realizacién, el internucleétido en el
oligonucledtido es fosforoditioato, o mas preferiblemente un enlace de fosforotioato, aunque los enlaces de fosfodiéster y
otros enlaces internucledtidos estan dentro del alcance de la invencién. Dentro del alcance de la invenciéon también se
incluyen los oligonucledtidos con enlaces internucledtidos mixtos. Los procedimientos para la produccién de
oligonucledtidos de fosforotioato o fosforoditioato se describen en los documentos US 5,666,153 y US 5,278,302, y en el
documento WO 95/26204.

Ejemplos de los oligonucledtidos son los siguientes:
TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
TCG TCGTTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)
TCGACGTTT TCG GCG CGC GCC G (CpG 5456),
y las secuencias pueden contener enlaces internucleétidos modificados por fosforotioato.

Oligonucleétidos CpG alternativos pueden comprender una o mas secuencias de las anteriores, teniendo supresiones o
adiciones en consecuencia a las mismas.
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Oligonucledtidos CpG se pueden sintetizar mediante cualquier procedimiento conocido en la materia (por ejemplo, véase
la Patente Europea Numero EP 468520). De una manera conveniente, estos oligonucleétidos se pueden sintetizar
utilizando un sintetizador automatizado.

Ejemplos de un agonista de TLR 2 incluyen peptidoglicano o lipoproteina. Las imidazoquinolinas, tales como Imiquimod y
Resiquimod son agonistas de TLR7 conocidos. El ARN de una sola cadena también es un agonista de TLR conocido
(TLR8 en seres humanos, y TLR7 en ratones), mientras que el ARN de doble cadena y el poli-IC (4cido poliinosinico-
policitidilico - un mimético sintético comercial del ARN viral) son ejemplos de agonistas de TLR3. El 3D-MPL es un
ejemplo de un agonista de TLR4, mientras que CpG es un ejemplo de un agonista de TLRO.

De una manera alternativa o en adicién, se puede incluir un inmunoestimulante. En una forma de realizacion, este
inmunoestimulante sera el monofosforil-lipido A 3-desacilado (3D-MPL).

En un aspecto, el adyuvante comprende 3D-MPL.

En un aspecto, el adyuvante comprende QS21.

En un aspecto, el adyuvante comprende CpG.

En un aspecto, el adyuvante se formula como una emulsion de aceite en agua.
En un aspecto, el adyuvante se formula como liposomas.

Las combinaciones de adyuvantes incluyen 3D-MPL y QS21 (Patente Europea Numero EP 0 671 948 B1), emulsiones
de aceite en agua que comprenden 3D-MPL y QS21 (Publicaciones Internacionales Numeros WO 95/17210 y WO
98/56414), o 3D-MPL formulado con otros vehiculos (Patente Europea Numero EP 0 689 454 B1). Otros sistemas
adyuvantes preferidos comprenden una combinacion de 3D-MPL, QS21 y oligonucledtidos CpG, como se describen en
los documentos US 6558670 y US 6544518.

En un caso se proporciona una vacuna que comprende las particulas descritas en el presente documento, en
combinacién con 3D-MPL y un vehiculo. Tipicamente, el vehiculo sera una emulsion de aceite en agua, o alimina.

Las particulas de proteina de la presente invencién también se pueden encapsular en microparticulas, tales como
liposomas.

La preparacion de la vacuna se describe en general en New Trends and Developments in Vaccines, editado por Voller et
al., University Park Press, Baltimore, Maryland, EE.UU., 1978. La encapsulacién dentro de liposomas es descrita, por
ejemplo, por Fullerton, la patente de EE.UU. 4.235.877.

La cantidad de las particulas de proteina de la presente invencion, presentes en cada dosis de vacuna, se selecciona
como una cantidad que induzca una respuesta inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos significativos en las
vacunas tipicas. Esta cantidad variara dependiendo de cual inmundgeno especifico se esté empleando, y si la vacuna
tiene o no adyuvante. En términos generales, se espera que cada dosis comprendera de 1 a 1,000 pg de proteina, de
preferencia de 1 a 200 pg, mas preferiblemente de 10 a 100 pg. Se puede aseverar una cantidad 6ptima para una
vacuna particular mediante estudios convencionales que involucren la observacion de titulaciones de anticuerpos y otras
respuestas en los sujetos. En seguida de una vacunacion inicial, los sujetos de preferencia recibiran un refuerzo en
aproximadamente cuatro semanas, seguido por refuerzos repetidos cada seis meses, durante tanto como exista un
riesgo de infeccién. La respuesta inmunitaria a la proteina de esta invencién se mejora mediante el uso del adyuvante
y/o un inmunoestimulante.

La cantidad de 3D MPL utilizada es en general pequefia, pero, dependiendo de la formulacion de la vacuna, puede estar
en la regién de 1 a 1.000 ng por dosis, por ejemplo de 1 a 500 pg por dosis, y tal como entre 1 y 100 pug por dosis.

La cantidad de CpG o de oligonucledtidos inmunoestimulantes en los adyuvantes o en las vacunas de la presente
invencion es en general pequefa, pero, dependiendo de la formulacién de la vacuna, puede estar en la region de 1 a
1.000 png por dosis, de preferencia de 1 a 500 pg por dosis, y mas preferiblemente entre 1y 100 pg por dosis.

La cantidad de saponina para su uso en los adyuvantes de la presente invencion puede estar en la region de 1 a 1.000
ug por dosis, de preferencia de 1 a 500 nug por dosis, mas preferiblemente de 1 a 250 pgs por dosis, y de una manera
muy preferible entre 1y 100 ug por dosis.

Las formulaciones de la presente invencion se pueden utilizar para propdsitos tanto profilacticos como terapéuticos. La
terapia incluye el tratamiento profilactico. De conformidad con lo anterior, la invencion proporciona una composicion de
vacuna, como se describe en el presente documento, para su uso en medicina, por ejemplo, para el tratamiento
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(incluyendo la profilaxis) de paludismo.

Un aspecto adicional de la presente invencion es proporcionar un proceso para la preparacion de la proteina hibrida de
la invencion, cuyo proceso comprende expresar la secuencia de ADN que codifica la proteina, en un huésped adecuado,
de preferencia una levadura, y recuperar el producto.

En el presente documento se describe un procedimiento para el tratamiento de un paciente susceptible a las infecciones
por Plasmodium, mediante la administracion de una cantidad efectiva de una vacuna como se ha descrito anteriormente
en el presente documento.

En el presente documento se describe una combinaciéon para tratamiento, la cual comprende: una particula
inmunogénica de acuerdo con la invencion, y un vector viral que codifique para un antigeno de paludismo, tal como dicho
antigeno hibrido.

Por ejemplo, cuando dicha particula y dicho vector viral se administran de forma concomitante, por ejemplo, se pueden
mezclar para su administracion simultanea, o de una manera alternativa, se pueden formular para su administracién en
secuencia.

Como se utiliza en el presente documento, el término "de forma concomitante" significa cuando esta combinacién de
componentes se administra dentro de un periodo de no mas de 12 horas, por ejemplo dentro de un periodo de no mas
de 1 hora, tipicamente en una ocasién, por ejemplo, en el curso de la misma cita con el profesional de la salud, por
ejemplo, cuando se administran en secuencia o de una manera simultanea.

También se describen regimenes de refuerzo de la preparacion con los diferentes componentes descritos en el presente
documento, por ejemplo la preparacion con el vector viral, y el refuerzo con las particulas mencionadas, o viceversa.

En el contexto de esta memoria descriptiva, que comprende"debe interpretarse como que incluye.

Los siguientes ejemplos se muestran para ilustrar la metodologia, que se puede emplear para preparar las particulas de
la invencion. Los ejemplos pueden o no formar un aspecto de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Descripcion de la Cepa Y1834

Se puede utilizar la cepa recombinante de levadura Y1834 para expresar la proteina de fusién. Esta consiste en la cepa
huésped DC5 de Saccharomyces cerevisiae transformada con el vector de expresion recombinante pRIT15546.

DC5 es una cepa de levadura de laboratorio (ATCC N° 20820) con el siguiente genotipo: leu2-3, leu2-112, his3, can1-11.
La doble mutacién de leu-2 permite hacer la seleccién para la absorcion y el mantenimiento del vector pRIT15546, que
lleva una copia funcional del gen LEU2. Solamente las células que lleven un vector con un gen LEU2 pueden crecer
cuando esta ausente la leucina del medio de crecimiento.

El vector pRIT15546 es un vector de expresion episomal de levadura (vector basado en 2u) que lleva el casete de
expresion. La expresion recombinante es impulsada por un promotor derivado del gen de levadura TDH3 (expresion
constitutiva). La construccién del vector pRIT15546 se detalla mas adelante.

Construccion del vector pRIT15546.

Se construye un gen sintético, con un uso de codones apropiado para la expresién en levadura, y se sub-clona en el
vector pUC57. El plasmido resultante pUC57/CSV, vy el vector de expresion de levadura pGf1-S2, se restringen ambos
con la enzima apropiada. El vector pGf1-S2 se construyd (en GSK) mediante un procedimiento de clonacion de multiples
pasos. Este vector, que ya lleva un casete de expresion de S, permite hacer la construccién de genes de fusién, como la
fusion N-terminal dentro del marco con el gen S del virus de hepatitis B. El vector de expresién final, después de la
verificacion de la secuencia, se nombro como pRIT15546 (Figura 3).

Transformacioén de la cepa DC5.

La cepa DC5 leu y his-auxotréfica se transforma con el plasmido recombinante pRIT15546, utilizando el protocolo
estandar de levadura. Las células transformadas se aplicaron sobre placas selectivas de agar. Se seleccion6 un
transformante, y recibié la designacion oficial de Y1834.

Expresion de la proteina recombinante:
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Y1834 se cultiva a 30°C, en medio minimo YNB (Base de Nitrégeno de Levadura disponible en Kracker Scientific Inc.)
complementado con 8 pg/ml de histidina hasta una D.O.. (620 nandmetros) de 0,5. Estas células se cosechan y se
preparan los extractos celulares.

Preparacion del Extracto:

Las células se vuelven a suspender en tampon de degradacion y se alteran mecanicamente (perlas de vidrio). El extracto
se centrifuga durante 15 minutos a 5.000 revoluciones por minuto. La fraccion del sobrenadante se ejecuta sobre del 4 al
20 % de SDS-PAGE.

Tampodn de degradacién: Tampon fosfato-Na 50 mM (pH de 7,5)
EDTA 4 mM.
Tween 20 al 0,05 %.
+ Coctel inhibidor de proteasas (Complete/ROCHE).

Concentracion Celular: 100 mililitros de cultivo (DO: 0,5) en 5 mililitros de tampén de degradacién = concentracion de
10 unidades DO/ml.

Aclaracion del extracto crudo: extracto centrifugado durante 15 minutos/5.000 rpm.
Deteccion de la Proteina Recombinante

Los extractos aclarados se ejecutan sobre el 4-20 por ciento de SDS-PAGE, se transfieren las proteinas a la membrana
de nitrocelulosa, y se someten a inmunotincion.

Analisis de transferencia de tipo Western:
Reactivo = anticuerpo monoclonal de ratén anti-S (preparado por GSK Biologicals) - (dilucién: 1/500).

Los anticuerpos anti-S que estan comercialmente disponibles, pueden utilizarse para sustituir a los empleados en este
procedimiento. De una manera alternativa, se pueden emplear anticuerpos anti-CSV, por ejemplo, aquéllos conocidos
como MR4, disponibles en el NIH.

Ejemplo 2:
Descripcion de la Cepa Y1835

La cepa recombinante de levadura Y1835 expresa simultdneamente la proteina de fusién CSV-S y el antigeno S. Para
obtener una cepa que co-exprese las proteinas CSV-S y S, la cepa Y1295 de Saccharomyces cerevisiae, que ya lleva
cinco copias integradas de casetes de expresién de S, se transformo con el vector de expresion integrativo recombinante
pRIT15582.

La cepa Y1295 se construyé en GSK mediante un procedimiento de transformacion de multiples pasos. La construccion
de la cepa Y1295 se describe en la Publicacién Internacional Numero W093/10152. La cepa Y1295 tiene el siguiente
genotipo: leu2-3, leu2-112, gal1. La mutacion leu-2 pemite hacer la seleccion para la absorcion del fragmento de ADN
lineal derivado de pRIT15582, que lleva el casete CSV-S y el gen funcional LEU2.

El vector pRIT15582 es un vector de expresion integrativo de levadura (vector basado en Ty) que lleva el casete de
expresiéon CSV-S. La expresidon recombinante es expresada por un promotor derivado del gen de levadura TDH3
(expresién constitutiva). A continuacion se detalla la construccion del vector pRIT15582.

Construccion del vector integrativo pRIT15582.

El material de partida utilizado para construir el vector pRIT 15582 fue el plasmido de expresion pRIT15546 (Figura 1). La
construcciéon de este plasmido se describe en el Ejemplo 1. La digestién del pRIT15546 con la endonucleasa Hindlll
libera un fragmento de ADN de 3,706 pares de bases de largo que corresponde al casete de expresion completo CSV-S
(pTDH3 + CSV-S + tARG3). Este fragmento de ADN de Hindlll (después de rellenarse con la polimerasa de ADN T4) se
insertd6 sobre el vector integrativo basado en Ty pRIT13144 en el sitio de clonacion uUnico Sall (restringido con
Sall/itratado con T4). El plasmido resultante pRIT15582 contiene, en adicion al casete de expresion, el gen de levadura
LEU2 como el marcador selectivo (Figura 3). La digestion del pRIT15582 con la endonucleasa Xhol libera un fragmento
lineal de 8,500 pares de bases mostrado en la Figura 4, el cual se puede integrar en el genoma de levadura mediante
recombinacién homologa de los extremos libres con los elementos Ty residentes.
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Transformacioén de la cepa Y1295.

Para obtener una cepa que exprese ambas proteinas S y CSV-S, la cepa Y1295 se transformé con el fragmento lineal de
Xhol de 8,500 pares de bases (Figura 4), con seleccion para las colonias de Leu+. Se obtuvieron varios integrantes que
contenian conjuntos de ambos casetes de expresion presentes en el genoma en diferentes proporciones. Se seleccion6
un transformante que llevaba cuatro copias de casetes CSV-S, y se le dio la designacion oficinal de Y1835.

Expresion de la Proteina Recombinante:

Y1835 se cultiva a 30°C en medio minimo YNB (Base de Nitrdgeno de Levadura disponible en Kracker Scientific Inc.), a
una D.O. (620 nanémetros) de aproximadamente 0,5 (0,8). Después se cosechan las células, y se preparan los extractos
celulares.

Andlisis de los Productos de Expresion Mediante Inmunotransferencia;

Preparacion del Extracto:

Las células se vuelven a suspender en tampon de degradacion, y se alteran mecanicamente (perlas de vidrio). El
extracto se centrifuga durante 5 a 10 minutos a 5,000 revoluciones por minuto. La fraccion del sobrenadante se ejecuta
sobre el 12,5 % de SDS-PAGE.

Tampodn de degradacion: Tampén de fosfato-Na 50 mM (pH de 7,5)
EDTA 4 mM.
Tween 20 al 0,5 %.
+ coctel inhibidor de proteasas (Complete/ROCHE).

Concentracion celular: 100 mililitros de cultivo (DO:0,5) en 2,5 ml de tampén de degradacion =
concentracion de 20 unidades de DO/m.

Aclaracion del extracto crudo: extracto centrifugado durante 5 a 10 minutos/5.000 rpm.

Deteccion de la Proteina Recombinante

Los extractos aclarados se ejecutan sobre el 12,5 % de SDS-PAGE, se transfieren las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa, y se someten a inmunotincion.

Andlisis de transferencia de tipo Western (Figura 5):
Reactivos: 1/anticuerpo monoclonal de ratén anti-S (preparado por GSK Biologicals)-(dilucion:1/250).

2/anticuerpo policlonal de conejo anti-CSV (amablemente proporcionado por WRAIR)-dilucion
de 1/20.000.

Los anticuerpos anti-S, asi como los anticuerpos anti-P. vivax/CSP, los cuales estan comercialmente disponibles, se
pueden utilizar para sustituir a aquéllos empleados en este procedimiento.

Ejemplo 3:
Descripcion de la cepa Y1845

La cepa recombinante de levadura Y1845 expresa simultaneamente la proteina de fusion CSV-S, la fusiéon RTS, y el
antigeno S. Para obtener una cepa que co-exprese CSV-S, RTS, y la proteina S, la cepa de Saccharomyces cerevisiae
Y1295, que ya lleva cinco copias integradas de los casetes de expresion de S, se transformé con una soluciéon equimolar
de fragmentos de ADN lineales de RTS y CSV-S derivados de los vectores integrativos pRIT13540 y pRIT15582,
respectivamente.

La cepa Y1295 se construyé en GSK mediante un procedimiento de transformaciéon de multiples pasos. La construccion
de la cepa Y1295 se describe en la Publicacién Internacional Numero W093/10152. La cepa Y1295 tiene el siguiente
genotipo: leu2-3, leu2-112, gal1. La mutacién de leu-2 permite hacer la seleccién para la absorcion del fragmento de
ADN lineal derivado de pRIT15582, que lleva el casete de CSV-S, y el gen funcional LEU2.

Los vectores pRIT13540 y pRIT15582 son vectores de expresion integrativos de levadura (vector basado en Ty) que

19



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 525732 T3

llevan los casetes de expresion RTS CSV-S, respectivamente. Para ambos vectores, la expresion recombinante es
impulsada por un promotor derivado del gen de levadura TDH3 (expresion constitutiva). La construccion del vector
pRIT15582 se detalla en el Ejemplo 2. La construccion del vector pRIT13540 se describe en el documento W093/10152.

Preparacion de los Fragmentos de ADN integrativos lineales.

Los vectores integrativos pRIT13540 y pRIT15582 se restringieron ambos con la endonucleasa Xhol, liberando un
fragmento de ADN de 8.200 pares de bases y un fragmento de ADN de 8.500 pares de bases, respectivamente. Estos
fragmentos se pueden integrar en el genoma de levadura mediante recombinacion homoéloga de los extremos libres con
los elementos Ty residentes.

Transformacioén de la cepa Y1295.

Para obtener una cepa que exprese las tres proteinas RTS, CSV-S, y S, la cepa Y1295 se transformé con una solucion
equimolar de los fragmentos lineales Xho! de 8.200 pares de bases y de 8.500 pares de bases, con seleccién para las
colonias de Leu+. Se obtuvieron varios integrantes que contenian conjuntos de los dos casetes de expresion presentes
en el genoma en diferentes proporciones. Se seleccioné un transformante que llevaba cuatro copias de CSV-S, y dos
copias de RTS (en adicion a las cinco copias de los casetes S), y se le dio la designacion oficial de Y1845.

Expresion de la proteina recombinante:

Y1845 se cultiva a 30°C en medio minimo YNB (Base de Nitrdgeno de Levadura disponible en Kracker Scientific Inc.) a
una DO (620 nanémetros) de 0,5. Después se cosechan las células y se preparan los extractos celulares.

Andlisis de los productos de expresién mediante inmunotransferencia;

Preparacion del Extracto:

Las células se vuelven a suspender en el Tampon de degradacién, y se alteran mecanicamente (perlas de vidrio). El
extracto se centrifuga durante 5 a 10 minutos a 5.000 rpm. La fraccion del sobrenadante se ejecuta en 12,5 % de SDS-
PAGE.

Tampodn de degradacion: Tampon fosfato-Na 50 mM (pH de 7,5).
EDTA 4 mM.
Tween 20 al 0,5 %.
+ Coctel inhibidor de proteasas (Complete/ROCHE).

Concentracion celular: 100 ml de cultivo (DO:0,5) en 5 ml de tampon de degradacion = concentracion de 10
unidades DO/m.

Aclaracion del extracto crudo: extracto centrifugado durante 5 a 10 minutos a 5.000 rpm.

Deteccion de la proteina recombinante

Los extractos aclarados se ejecutan en SDS-PAGE al 12,5 %, las proteinas se transfieren a la membrana de
nitrocelulosa, y se someten a inmunotincion:

Analisis de transferencia de tipo Western
Reactivo: Anticuerpo monoclonal de ratén anti-S (preparado por GSK Biologicals)-(dilucion:1/500).
Centrifugacion en gradiente de densidad de CsCl

Se analiz6 la formacion de particulas en la cepa Y1845 mediante la centrifugacion en gradiente de densidad de CsCl.
Los extractos crudos (aproximadamente 20 miligramos de proteina total) se analizaron sobre un gradiente de 12 mililitros
de CsCl 1.5M (88 horas a 40,000 revoluciones por minuto, +8°C, en un rotor Beckman 70.1 Ti). Las fracciones
(aproximadamente 0.6 mililitros) se recolectaron y se analizaron mediante inmunotransferencia, utilizando un anticuerpo
anti-S. Como se muestra en la Figura 8, los picos de las transferencias de tipo Western aparecen en las mismas
fracciones (Numeros 10 y 11) del gradiente que corresponde a una densidad boyante de 1.21 y 1.20 gramos/centimetro
cubico. La triple formacion de particulas es soportada por el andlisis en gradiente.
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEC ID N°1
REGION 1
KLKQP

SEC ID N°2
REGION Il PLUS
CSVTCG

SECID N°3
VK210 repeat
GDRAAGQPA

SECID N°4
VK210 repeat
GDRADGQPA

SECID N°5
VK210 repeat
GDRADGQAA

SECID N°6
VK210 repeat
GNGAGGQPA

SECID N°7
VK210 repeat
GDGAAGQPA

SECID N°8
VK210 repeat
GDRAA GQAA

SEC ID N°9
VK210 repeat
GNGAGGQAA

SECID N°10
Major VK247 repeat
ANGAGNQPG

SEC ID N° 11
12 amino acid insert
GGNAANKKAEDA

SEC ID N°12

Pv-CS Secuencia de nucleétidos

ES 2 525732 T3
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Acacattgcggacataatgtagatttatctaaagctataaatttaaatggtgtaaac
ttcaataacgtagacgctagttcactcggggctgeg _

cacgtaggtcagtctgctagcagggggcgcggtctcggggaaaacccagacgacgaa
gaaggtgatgctaaaaagaaaaaggacg
gtaaaaaagcggaaccaaaaaatccaagggaaaataaattaaaacagcccggggatc
gcgcggatggtcaagcggcgggtaatggg
gcggggggtcaaccagcgggggatcgecgeggctggtcagecagegggggatcgegeg
gctggtcagccagegggggatggtge
ggctggccaaccagcgggggatcgcgcggatggtcagccagcgggggatcgcgcgga
tggtcaaccagccggtgatcgcgecggcet -
ggccaagcggccggtaatggggcggggggtcaagcggccgcgaacggagcggggaac
cagccaggcggcggtaacgctgecga _
ataaaaaagcggaagatgcgggtggtaacgcgggcggtaatgcgggcggccaaggtc
agaacaacgaaggggctaatgcaccaaa
cgaaaaatctgtcaaagaatatctcgataaagtccgcgctacagtagggacagaatg
gacgccatgctctgtaacatgtggtgtcggggt
acgcgtgcgccgccgtgtcaatgcggctaacaaaaaaccagaagatctcacgttaaa
tgatctcgaaacggatgtctgcaca

SECID N° 13
Secuencia de aminoacidos de la proteina Pv-CS

THCGHNVDLSKAINLNGVNFNNVDASSLGAAHVGQSASRGRGLGEN
PDDEEGDAKKKKDGKKAEPKNPRENKLKQPGDRADGQAAGNGAGG
QPAGDRAAGQPAGDRAAGQPAGDGAAGQPAGDRADGQPAGDRADG
QPAGDRAAGQAAGNGAGGQAAANGAGNQPGGGNAANKKAEDAGG
NAGGNAGGQGQONNEGANAPNEKSVKEYLDKVRATVGTEWTPCSVT
CGVGVRVRRRVNAANKKPEDLTLNDLETDVCT

SEC ID N° 14

Repeticién 2 de tipo menor
ANGAGDQPG

SEC ID N° 15
GEN HIBRIDO CSV
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ACCCATTGTGGTCACAATGTCGATTTGTCTAAGGCCATTAACTTGAACGGTGTTAATTTC 60
AACAACGTCGATGCTTCTTCTTTAGGTGCCGCTCATGTTGGTCAATCTGCTTCAAGAGGT 120
AGAGGTTTAGGTGAAAACCCAGACGACGAAGAAGGTGACGCTAAGAAGAAGAAGGACGGT 180
AAGAAGGCCGAACCARAGAACCCAAGAGAAAACAAGTTGAAACAACCAGGTGACAGAGCC 240
GACGGACAAGCAGCTGGTAATGGTGCTCGAGGTCAACCAGCTGCTGACAGAGCTGCCGET 300
CAGCCTGCTGGTGATAGAGCTGCTGGACAACCTGCTGGAGACGGTGCCGCCGGTCAACCT 360
GCTGGTGATAGAGCAGACGGACAACCAGCTGGTGACCGTGCTGACGGACAGCCAGCCGGC 420
GATAGGGCTGCAGGTCAAGCCGCTGGTAACGGTGCCGGTGGTCAAGCTGCTGCTAACGGT 480
GCTGGTAACCAACCAGGTGGTGGTAACGCTGCCAACAAGAAAGCTGAAGACGCTGGTGGT 540
AATGCTGGAGGTAATGCAGGTGGTCAGGGTCAAAACAACGAAGGTGCTAACGCTCCARAC 600
GAAAAGTCTGTTAAGGAATACTTAGATAAGCTTAGAGCTACTGTCGGTACTGAATGGACT 660
CCATGTTCTGTTACTTGTGGTCTCGGTGTTAGAGT TAGAAGAAGAGTTAACGCCGCTARC 720
AAGAAGCCAGAAGACTTGACTCTAAACGACTTGGAAACTGACGTTTGTACT 771

SEC ID N° 16
Fusiéon CSV-S fusion
Secuencia de nucleétidos

ATGATGGCTCCCGGGACCCATTGTGGTCACAATGTCGATTTGTCTAAGGCCATTARCTTG 60
AACGGTGTTAATTTCAACAACGTCGATGCTTCTTCTTTAGGTGCCGCTCATGTTGGTCAA 120
TCTGCTTCARAGAGGTAGAGGT TTAGGTGAARACCCAGACGACGAAGAAGGTGACGCTAAG 180
AAGAAGAAGGACGGTAAGAAGGCCGAACCAAAGAACCCAAGAGAAAACAAGTTGRAACAR 240
CCAGGTGACAGAGCCGACGGACAAGCAGCTGGTAATGGTGCTGGAGGTCAACCAGCTGGT 300
GACAGAGCTGCCGGTCAGCCTGCTGGTGATAGAGCTGCTGGACAACCTGCTGGAGACGGT 360
GCCGCCGGTCAACCTGCTGGTGATAGAGCAGACGGACAACCAGCTGGTGACCGTGCTGAC 420
GGACAGCCAGCCGGCCATAGGGCTCCAGGTCAAGCCGCTGCTAACGGTGCCGGTGGTCAR 480
GCTGCTGCTARCGGTGCTGGTAACCAACCAGGTGGTGGTAACGCTGCCAACAAGAAAGCT 540
GAAGACGCTGGTGGTAATGCTGGAGGTAATGCAGGTGGTCAGGGTCAAAACAACGAAGGT 600
GCTAACGCTCCAAACGAAAAGTCTGTTAAGGAATACTTAGATAAGGTTAGAGCTACTGTC 660
GGTACTGAATGGACTCCATGTTCTGTTACTTGTGGTGTCGGTGTTAGAGTTAGARGAAGR 720
GTTAACGCCGCTAACAAGAAGCCAGAAGACTTGACTCTAAACGACTTGGAAACTGACGTT 780
TGTACTCCCGGGCCTGTGACGAACATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTG 840
CTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTCTTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTA 900
GACTCGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTCTAGGGGGATCACCCGTEGTGTCTTGGCCAARAAT 960
TCGCAGTCCCCAACCTCCAATCACTCACCAACCTCCTGTCCTCCAATTTGTCCTGGTTAT 1020
CGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATATTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATC 1080
TTCTTATTGGTTCTTCTGGATTATCARGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGA 1140
TCAACARCAACCAATACGGCGACCATGCAAAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGCAACTCT 1200
ATGTTTCCCTCATGTTGCTGTACARAACCTACGGATGGARATTGCACCTGTATTCCCATC 1260
CCATCGTCCTGGGCTTTCGCAARATACCTATGGGAGTGGGCCTCAGTCCGTTTCTCTTGG 1320
CTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGCTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTT 1380
TCAGCTATATGGATGATGTGGTATTGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCGTGAGTCCCTTT 1440
ATACCGCTGTTACCAATTTTCTTTTGTCTCTGGGTATACATTTAR 1485

SEC ID N° 17
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Secuencia de aminoacidos

[MMAPGTHCGHNVDLS KATNLNGVNFNNVDASSLGARHVGQSASRGRGLGENPDDEEGDAK 60
KKKDGKKAEPKNPRENKLKQPGDRADGQAAGNGAGGQPAGDRAAGQPAGDRAAGQPAGDG 120
AAGQPAGDRADGQPAGDRADGQPAGDRAAGQAAGNGAGGQAAANGAGNQPGGGNAANKKA 180
EDAGGNAGGNAGGQGQNNEGANAPNEKSVKEYLDKVRATVGTEWTPCSVICGVGVRVRRR 240
VNAANKKPEDLTLNDLETDVCTPGPVINMENI TSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSL 300
DSWWTSLNFLGGSPVCLGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFITFLFILLLCLTI 360
FLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSTTTNTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTDGNCTCIPI 420
PSSWAFAKYLWEWASVRFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSATWMMWYWGPSLYSIVSPF 480
IPLLPIFFCLWVYI - 494

SEC ID N° 18

La secuencia de nucledtidos del casete de expression RTS y el producto de traduccion predicho de la proteina hibrida
RTS-HBsAg.

El producto de la traduccion iniciado a partir del codéon ATG de TDH3 se muestra debajo de la secuencia de ADN.
AARGCTTACCAGTTCTCACACGGAACACCACTAATGGACACAAATTCGAAATACTTTGACC

CTATTTTCGAGGACCTTGTCACCTTGAGCCCAAGAGAGCCARGATTTAAATTTTCCTATG
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ACTTGATGCAAATTCCCAAAGCTAATAACATGCAAGACACGTACGGTCAAGAAGACATAT
TTGACCTCTTAACTGGTTCAGACGCGACTGCCTCATCAGTAAGACCCGTTGAARAGARCT
TACCTGRAAAAAACGAATATATACTAGCGTTGAATGTTAGGGTC#ACAACAAGAAGTTTA
ATGACGCGGAGGCCARGGCAAAAAGATTCCTTGATTACGTAAGGGAGTTAGAATCATTTT

GAATAAAAAACACGCTTTTTCAGTTCGAGTTTATCATTATCAATACTGCCATTTCAARGA

ATACGTAAATAATTAATAGTAGTGA1111CCTAAL111A111AGTCAAAAATTAGCCTTT
TAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAAC
ATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATCCCTGGCATCCACTARRTATAATGGAGCTCGC
TTTTAAGCTGGCHTCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACC
ARCCATCAGTTCATAGGTCCATTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAG
GCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACAC
AAGGCAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGC
TCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCCCTGAAATTATTCC

CCTACTTGACTAATARGTATATARAGACGGTAGGTATTGATTGTART TCTGTARATCTGTAARTCTAT

TTCTTAAACTTCTTAARATTCTACTTTTATAGTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAARRCACCA
AGAACTTAGTTTCGAATAAACACACATAAARCAAACARRATGATGGCTCCCGATCCTAATG
MetMetAlaProAspProAsnA

CAAATCCAAATGCAARCCCAAATGCAAACCCAAACGCARACCCCAATGCAAATCCTAATG
LaAsnProAsnhlaAsnProAsnhlaAsnProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnA

CAAACCCCAATGCAAATCCTAATGCAAATCCTAATGCCAATCCAAATGCAAATCCAAATG )
LaAsnProRsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnA

CAAACCCARACGCAAARCCCCAATGCAAATCCTAATGCCAATCCARATGCARATCCAAATG
LaAsnProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsna

CAAACCCARATGCAAACCCAAATGCAAACCCCAATGCAARATCCTAATARAARCAATCAAG
LaAsnProAsnhlaAsnProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnlLysAsnAsnGlnG

GTAATGGACARAGGTCACAATATGCCARATGACCCAAACCGAAATGTAGATGARARTGCTA
LyAsnGlyGlnGlyHisAsnMetProASnAspProAsnAspProAsnArgAsnvValAspGluAsnAlai

ATGCCAACAARTGCTGTAAAAAATAATAATAACGAARGAACCAAGTGATAAGCACATAGAAC
snAlaAsnAsnAlaVallysAsnAsnAsnAsnGluGluProSerAspLysHisIleGluG
AATATTTARAGAAAATAAARAAATTCTATTTCARCTGAATGGTCCCCATGTAGTGTAACTT
LnTyrLeulyslysIleLysAsnSerIleSerThrGluTrpSerProCysServValThrC

GTGGAAATGGTATTCAAGTTAGAATAAAGCCTGGCTCTGCTAATARACCTAAAGACGAAT
YsGlyAsnGlyIleGlnValArgIleLysProGlySerAlaAsnLysProLysAspGlul

TAGATTATGAAAATGATATTGAARARAMAATT TGTAAAATGGAAARRGTGCTCGAGTGTGT
euAspTyrGluAsnAspIleGluLysLysIleCysLysMetGluLysCysSerSerValp

TTAATGTCGTAAATAGTCGACCTGTGACGAACATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAG
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HeAsnValValAsnSerArgProValThrAsnMetGluAsnIleThrSerGlyPheLeuG

GACCCCTGCTCGTGTTACAGGGGGGGTTTTTCTTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGC
LyProLeuLeuValLeuGlnAlaGlyPhePheLeuLeuThrArgIleLeuThrIleProG

AGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTCTAGGGGGATCACCCGTGTGTCTTG
LnSerLeuAspSerTrpTrpThrSerLeuAsnPheLeuGlyGlySerProValCysleuG

GCCAARATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCACTCACCAACCTCCTGTCCTCCAATTTGTC
LyGlnAsnSerGlnSerProThrSerAsnHisSerProThrSerCysProProlleCysP

CTGETTATCGCTGGATGTGTCTGCGCGTTTTATCATATTCCTCTTCATCCTGCTGCTAT
RoGlyTyrArgTrpMetCysLeuArgArgPheIleIlePheLeuPhelleLeuleuLeuC

GCCTCATCTTCTTATTGGTTCTTCTGGATTATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAA
YsLeuIllePheLeuLeuValLeulLeuAspTyrGlnGlyMetLeuProValCysProLeul

TTCCAGGATCARACAACAACCAATACCGGACCATGCAAAACCTGCACGACTCCTGCTCAAG
LeProGlySerThrThrThrAsnThrGlyProCysLysThrCysThrThrProAlaGlnG

GCAACTCTATGTTTCCCTCATGTTGCTGTACAARACCTACGGATGGARATTGCACCTGTA
LyAsnSerMet PheProSerCysCysCysThrLysProThrAspGlyAsnCysThrCysI

TTCCCATCCCATCGTCCTGGGCTTTCGCARAATACCTATGGGAGTGGGCCTCAGTCCGTT
LeProlleProSerSerTrpAlaPheRlaLysTryLeuTrpGluTrpAlaSéxrValArgP

TCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTG -
HeSerTrpLeuSerLeuLeuValProPheValGlnTrpPheValGlyLeuSerProThrV

TTTGGCTTTCAGCTATATGGATGATGTGGTATTGGGGGCCARGTCTGTACAGCATCGTGA
AlTrplLeuSerAlalleTrpMetMetTrpTyrTrpGlyProSerLeuTyrSerIleVals

GTCCCTTTATACCEGCTGTTACCAATTTTCTTTTGTCTCTGGGTATACATTTAACGAATTC
ErProPhelleProLeulLeuProIlePhePheCysLeuTrpValTyrIleEnd

CAAGCTGAAACAATTCARAGGTTTTCAAATCAATCAAGAACTTGTCTCTGTGGCTGATCC
AAACTACAAATTTATGCATTGTCTGCCAAGACATCAAGAAGAAGTTAGTGATGATGTCTT
fTﬁTGGAGAGCAfTCCATAGTCTTTGAAGAAGCAGAAAACAGATTATATGCAGCTATGTC
TGCCATTGATATCTTTGTTAATAATAARAGGTAATTTCAAGGACTTGAAATAATCCTTCTT
TCGTGTTCTTAATAACTARTATATAAATACAGATATAGATGCATGAATARTGATATACAT
TGATTATTTTGCAATGTCAATTAAAAAAARARAATGTTAGTAAAACTATGTTACATTCCA
AGCAAATAAAGCACTTGGTTAAACGAAATTAACGTTTTTAAGACAGCCAGACCGCGGTCT
AAAAATTTAAATATACACTGCCAACAAATTCCTTCGAGTTGTCCAATTTCBCCAETTTTA
TATTTTCATCAACTTCAGCAGATTCAACCTTCTCACATAGAACATTGGAATAAACAGCCT
TAACACCACTTTCAAGTTfGCACAGCGTAATATGAGGAATTTTGTTTTGACAACACAACC
CTTTAATTTTCTCATTGTTTTCATCAATTATGCATCCATCTTTATCTTTAGACAGTTCCA
CTACAATAGCAATAGTTTTTTCATCCCAACATAGTTTTTCGAGCCTAAAATTCAGTTTGT

CGGTCGTTTTACCTGCGTATTTTGGTTATTACCAGAGCCTTGTGCATTTTCTATGCGGT
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_TGTTATTGTACTCCGTTATCTGGTCAGTGTATCTGTTACAATATGATTCCACAACTTTTT
TGCCTCTTTTTCACGGGACGACATGACATGACCTAATGTTATATGAAGTTCCTTCTGAAC
TTTTCCACTAGCTAGTAAATGCTTGAATTTCTCAGTCAGCTCTGCATCGCTAGCAATACA
CCTCTTGACCAATCAATAATTTCATCGTAGTTTTCTATTTAGCTGAGATATATGTAGGT

TTAATTAACTTAGCGTTTTTTGTTGATTATTGTTGCCTTTACCAACTATTTTTCTCACAG
TAGGTTTGTARATCTAAGCTCCTTCTGARCGCTGTCTCAATTTCATCATCTTTCGGGATCT

CTGGTACCAAAATTGGATAAGCTT
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REIVINDICACIONES
1. Una particula de proteina inmunogénica que comprende los siguientes monémeros:

a. Una proteina de fusion que comprende secuencias antigénicas de una proteina CS de P. vivax, y el antigeno S de la
hepatitis B (CSV-S), y

b. una proteina de fusion que comprende secuencias derivadas a partir de la proteina CS de P. falciparum, y el antigeno
S de la hepatitis B (RTS), y

c. opcionalmente el antigeno S de la hepatitis B.

2. Una particula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el antigeno de hepatitis B se
deriva a partir de un serotipo adw.

3. Una particula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas uno o mas
antigenos adicionales de P. falciparum ylo P. vivax.

4. Una particula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende la secuencia de proteinas
del circumsporozoito hibrida mostrada en la SEC ID N° 13.

5. Una composicion que comprende una particula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, y
un adyuvante.

6. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que el adyuvante es seleccionado del grupo que
comprende:

« sales de metales, tales como hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio,
» emulsiones de aceite en agua,

« agonistas del receptor tipo Toll (tales como el agonista2 del receptor tipo Toll, el agonista 3 del receptor tipo Toll, el
agonista 4 del receptor tipo Toll, el agonista 7 del receptor tipo Toll, el agonista 8 del receptor tipo Toll y el agonista 9 del
receptor tipo Toll),

* saponinas, por ejemplo Quil A y sus derivados, tales como QS7 y/o QS21,
« oligonucleétidos que contienen CpG,
* 3D-MPL,

*  (2-desoxi-6-O-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxi-tetra-decanoil-amino]-4-o-fosfono-3-D-glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxi-
tetradecanoil-amino]-a-D-glucopiranosilhidrogenofosfato),

* DP (1,10-bis-(dihidrogen-fosfato) de (3S,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxi-tetradecanoil-amino]-4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-hidroxi-
tetradecanoil-amino]-decano-1,10-diol), y

* MP-Ac DP (10-(6-amino-hexanoato) de 1-dihidrogen-fosfato de (3S-,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxi-tetradecanoil-amino]-4-
oxo0-5-aza-9-[(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-aminol-decano-1,10-diol),

o combinaciones de los mismos.

7. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en en la que el adyuvante es seleccionado del grupo que
comprende:

* una saponina asociada con una sal metalica, tal como hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio,

« 3D MPL, QS21, y un oligonucledtido CpG, por ejemplo, como una formulacién de aceite en agua,

* saponina en la forma de un liposoma, por ejemplo comprendiendo ademas un esterol, tal como QS21 y esterol, y

* ISCOM.

8. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que comprende ademas uno 0 mas

antigenos adicionales derivados de P. falciparum ylo P. vivax en mezcla.

29



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 525732 T3

9. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en la que la composicién es una
vacuna para uso parenteral.

10. Una particula como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una composicién como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, para su uso en medicina.

11. Uso de una particula como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o de una composicion de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento/la
prevencioén del paludismo.

12. Una particula como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una composicion como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, para su uso en el tratamiento de un paciente susceptible de infeccién por
plasmodio, en particular como una vacuna.

13. Un vector o plasmido que comprende una o mas secuencias de ADN que codifican los componentes de una particula
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho vector o plasmido es adecuado para
insertar dicho ADN en un huésped, para la fabricaciéon de la particula o dicho vector o plasmido es capaz, en las
condiciones apropiadas, de fabricar los componentes, que se ensamblan en la particula.

14. Un huésped transformado con un vector o plasmdo como se define en la reivindicacion 13.

15. Un huésped que comprende una o mas secuencias de ADN que codifican los componentes de una particula como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para fabricar la particula.

16. Un proceso para la produccion de una particula como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, cuyo
proceso comprende expresar una secuencia de nucleétidos que codifica dichas proteinas en un huésped adecuado, y
recuperar el producto.

17. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el huésped es una levadura.
18. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la levadura se selecciona del grupo que comprende:

Saccharomyces, Kluveromyces, Pichia (e.g. Pichia pastoria), Hansenula (e.g. Hansenula polymorpha), Varowia,
Schwaniomyces, Schizosaccharomyces, Zygoaccharomyces, such as Saccharomyces cerevisiae, S. carlsberoensis,
K. Lactis, Y1834 y DC5.

19. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en el que el producto es recuperado
mediante lisis de las células huésped, mediante su tratamiento con una composicion adecuada que comprende un
tensoactivo.

20. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el tensoactivo es seleccionado del grupo que comprende:
Tween (tal como Tween 20), briji, polietileno, y glicol.
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Mapa del plasmido pRIT15546
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FIG 2
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Figura 3: Mapa del pldsmido de pRIT15582.
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Figura 4: Mapa de restriccion del fragmento lineal Xhol usado para integrar el casete
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Figura 5: Transferencia Western de las proteinas recombinantes expresadas en la cepa Y1835.
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Figura 6: Micrografia electrénica de particulas mixtas de CSV-S,5 producidas en la cepa Y1835
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Figura 7: Transferencia Western de proteinas recombinantes expresadas en la cepa Y1845.

158

" w“ o e eme | CSV-§

RTS
45

35

25 g
15

10

37



ES 2 525732 T3

Figura 8: Analisis de densidad CsCl de un extracto acelular preparado a partir de la cepa Y1845.
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