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DESCRIPCION
Direccionamiento de glicanos de sulfato de condroitina

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a fragmentos de unién funcionales que comprenden los fragmentos de union
minimos de VAR2CSA, a anticuerpos contra tales fragmentos de unién de VAR2CSA, acidos nucleicos que codifican
dichos fragmentos de VAR2CSA, asi como a procedimientos para su produccion. La invencion ademas se refiere a
conjugados y proteinas de fusién de polipéptidos VAR2CSA que incluyen los fragmentos de unién minimos y su uso,
en particular en el tratamiento de afecciones asociadas con la expresion de sulfato de condroitina A (CSA, del inglés
"chondroitin sulfate A"), tal como una expresién inapropiada de sulfato de condroitina A (CSA).

Antecedentes de la invencion

Los proteoglicanos son proteinas conjugadas con una o mas cadenas de glicosaminoglicanos (GAG). Estas
proteinas se distribuyen dentro de las células, en la membrana celular y en la matriz extracelular y cumplen una
diversidad de funciones: formacion de la matriz del cartilago; la organizacién estructural de tejidos; organizaciones
de membranas basales; regulacion del papel de las vesiculas secretores; unién de citoquinas, quimiocinas, factores
de crecimiento y morfégenos; receptores de proteasa e inhibidores de proteasa; correceptores, receptores del factor
de crecimiento tipo tirosina-quinasa; como receptores endociticos; facilitar la unién celular, interacciones célula-
célula y motilidad celular, asi como, migracion celular.

El parasito de la malaria Plasmodium falciparum utiliza proteoglicanos de células hospedadoras en casi todas las
etapas de su complejo ciclo de vida. El esporozoito infecta a hepatocitos en el higado a través de la proteina
circumesporozoita expresada en la superficie que interactia con los proteoglicanos de heparan sulfato altamente
sulfatados (HSPG, del inglés "heparan sulfate proteoglycans"). La infeccion por merozoitos de los eritrocitos esta
mediada por la union de EBA-175 a acido sialico en la glicoforina A. Ademas, varias proteinas de la proteina 1 de
membrana de eritrocitos de Plasmodium falciparum (PfEMP1, del inglés "Plasmodium falciparum Erythrocyte
Membrane Protein 1"), que median la adhesion endotelial del hospedador, se han descrito como de unién de
glicanos. Una de estas es VAR2CSA, que es el Unico miembro de la familia de proteinas PfEMP1. VAR2CSA se une
con alta afinidad a una forma poco sulfatada e inusual de sulfato de condroitina A (CSA), unido a proteoglicanos,
llamado proteoglicano de sulfato de condroitina (CSPG, del inglés "Chondroitin Sulfate Proteoglycan"), en los
espacios intervellosos de la placenta. VAR2CSA es una gran proteina multidominio (350 kDa) expresada en la
superficie de eritrocitos infectados (IE, del inglés "infected erythrocytes") por P. falciparum, y la interaccion
VAR2CSA-CSA es responsable del secuestro de placenta especifico en la malaria placentaria (PM, del inglés
"placental malaria"). De forma importante, el ectodominio de VAR2CSA de longitud completa recombinante de
parasitos de tipo FCR3 y 3D7 ha mostrado afinidad por CSA en el intervalo nano-molar bajo.

CSA pertenece a la familia de glicosaminoglicanos (GAG), que son polimeros lineales de aminoazucares alternantes
y restos de acido hexurdnico, unidos a proteoglicanos. Existen diversos tipos de GAG que incluyen; sulfato de
condroitina (CS, del inglés "chondroitin sulfate"), dermatan sulfato (DS o CSB), heparan sulfato (HS) y heparina. Si
bien la cadena principal del polisacarido de estos GAG es simple, se produce una considerable diversidad en
modificaciones tales como la sulfatacion y la epimerizacion del uronato. Esta es la base para la amplia variedad en
estructura de dominio y actividades bioldgicas de diferentes GAG.

CS interactua con muchos factores importantes tales como hormonas de crecimiento, citoquinas, quimiocinas y
moléculas de adhesion y se cree que esta implicado en estabilizacién estructural, citocinesis, proliferacion celular,
diferenciacion, migraciéon celular, morfogénesis tisular, organogénesis, infeccién y reparacion de lesiones. Las
cadenas de CS se componen de unidades alternas de N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) y restos de acido
glucurénico. El acido glucurénico se puede sulfatar en su posicion C2 y GalNAc se puede sulfatar en C4 y/o C6,
dando lugar a diversas unidades de disacaridos. Modificaciones variables de la cadena principal de aztcar permiten
heterogeneidad estructural y funcional de las cadenas de CS. Los parasitos de P. falciparum que se adhieren a
placenta se asocian especificamente con CSA poco sulfatado con sulfatacion solo en C4 de GalNAc.

Los primeros estudios identificaron a CSA como responsable del secuestro de IE en la placenta. El receptor
especifico, sin embargo, no se conoce. Tras investigaciones posteriores, se descubrié que la placenta humana
contenia tres tipos distintos de proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG), pero que los IE se adherian
especificamente a CSPG poco sulfatados en los espacios intervellosos. Lo que es especial para este tipo de CSPG
es que solo el 2-8% de las unidades de disacaridos estan sulfatadas en C4. En un estudio acompariante, dirigido a
identificar los requisitos estructurales especificos para el CSA, se encontré que la adhesion del parasito a CSPG se
inhibe mediante CSA que contiene entre 30-50% de sulfataciéon en C4, con el 50-70% restante de unidades de
disacarido sin sulfatar. Se demostré que la inhibicién minima de requisitos de unién para CSA es un dodecasacarido
(seis disacaridos) que contiene un minimo de 2-3 o 4-5 unidades de disacarido sulfatadas en C4.

El proteoglicano 4 de sulfato de condroitina (CSPG4, del inglés "Chondroitin sulfate proteoglycan 4"), también
conocido como antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA, del inglés "High Molecular
Weight-Melanoma Associated Antigen") o proteoglicano de sulfato de condroitina asociado a melanoma (MSCP, del
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inglés "melanoma-associated chondroitin sulfate proteoglycan"), es un proteoglicano de la superficie celular que se
ha demostrado que se expresa mediante células de melanoma.

CSPG4/MSCP/HMV-MAA es un gran proteoglicano que se caracteriza por tener cadenas de CS en la cadena
principal de la proteina. La sulfatacion de estas cadenas de CS parece estar principalmente en C4 de GalNAc (CSA),
aunque el grado de sulfatacion no se conoce.

Objeto de la invencion

Es un objeto de las realizaciones de la invencion proporcionar fragmentos de union funcionales minimos de
VAR2CSA adecuados para la direccion y/o deteccion de glicanos de sulfato de condroitina. Otros objetos de las
realizaciones de la invencién son proporcionar procedimientos para tratar afecciones asociadas con la expresion, tal
como expresion inapropiada de los glicanos de sulfato de condroitina, tales como CSA, en los que polipéptidos
VAR2CSA o fragmentos de los mismos, solos o como parte de conjugados o proteinas de fusion se utilizan para
dirigir y/o detectar tejido o células que tienen una expresion, tal como expresion inapropiada de los glicanos de
sulfato de condroitina.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han descubierto que VAR2CSA conserva su capacidad de unirse con alta afinidad y
especificidad a ciertos proteoglicanos de sulfato de condroitina con elementos estructurales minimos de la secuencia
polipeptidica. Mas importante aun, los presentes inventores han encontrado que polipéptidos VAR2CSA se unen con
afinidad alta y especifica a células y tejidos cancerosos, cuya union se sugiere, por los presentes inventores, a
través de una interaccion especifica con proteoglicanos de sulfato de condroitina expresados en la superficie de las
células cancerosas o en la matriz extracelular circundante. Por consiguiente, los presentes inventores sugieren
utilizar esta union especifica y de alta afinidad para dirigir las células cancerosas u otros tejidos o células con
expresion alta o de otra manera, tal como expresion inapropiada de este tipo particular de proteoglicanos de sulfato
de condroitina.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un fragmento de proteina aislado de VAR2CSA,
cuyo fragmento consiste en una secuencia de aminoacidos secuencial de

a)ID1y
b) DBL2Xb y, opcionalmente,
c) ID2a.

En algunas realizaciones el fragmento de proteina aislado de VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion
comprende ID2a. Ademas, en el presente documento se describe un anticuerpo que se une especificamente a un
fragmento de proteina de VAR2CSA, cuyo fragmento consiste en una secuencia de aminoacidos secuencial de a)
ID1y b) DBL2Xb y, opcionalmente, c) ID2a. En algunos casos, el anticuerpo no se une a polipéptidos VAR2CSA de
cadena completa. La presente descripcion, ademas, se refiere a moléculas de acidos nucleicos que codifican un
fragmento de proteina de VAR2CSA, cuyo fragmento consiste en una secuencia de aminoacidos secuencial de a)
ID1 y b) DBL2Xb y, opcionalmente, c) ID2a. La descripcion, ademas, se refiere a una sonda de acidos nucleicos
capaz de hibridar con dicha secuencia de acidos nucleicos en condiciones rigurosas.

En un aspecto adicional la descripcion se refiere a un vector que comprende una molécula de acidos nucleicos
aislada de acuerdo con la invencion.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a una célula hospedadora que comprende un vector una
molécula de acidos nucleicos aislada de acuerdo con la invencién. También se describe un procedimiento para
producir el fragmento de proteina de acuerdo con la invencion, comprendiendo el procedimiento cultivar una célula
como se define en el presente documento en un medio de crecimiento apropiado en condiciones que permiten la
expresion de la construccion del polinucledtido y recuperar el fragmento de proteina resultante del medio de cultivo.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un conjugado o proteina de fusion que comprende un
polipéptido VAR2CSA y una fraccion efectora terapéutica o de diagndstico, tal como una fraccion citotoxica,
marcador fluorescente y/o un radiomarcador.

Debe entenderse que para un conjugado, proteina de fusién o quimérica que comprende un polipéptido VAR2CSA,
puede utilizarse, como se define en el presente documento, cualquier polipéptido VAR2CSA. Por consiguiente, este
aspecto no se limita a utilizacion de fragmentos de unién minimos. Esto se aplica siempre que se utiliza la expresion
polipéptido VAR2CSA y por consiguiente son igualmente relevantes cuando se utilizan para tratamiento médico,
seleccion o diagndstico.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composicion que comprende un conjugado de
acuerdo con la invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un fragmento de proteina como se define en el presente
documento o a un conjugado de acuerdo con la invencidon para su uso como un medicamento o agente de
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diagndstico. También se describe en el presente documento un fragmento de proteina, como se define en el
presente documento, el anticuerpo de acuerdo con la invencién, un polipéptido VAR2CSA o un conjugado de
acuerdo con la invencidn para su uso en diagndstico.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
conjugado de acuerdo con la invencion. Ademas, se describe, en el presente documento, un procedimiento para
detectar un fragmento de proteina como se define en el presente documento, o un conjugado de acuerdo con la
invencion en una muestra simple, comprendiendo dicho procedimiento: a) obtener una muestra biolégica; b) poner
en contacto dicha muestra biolégica con un anticuerpo de acuerdo con la invencion; y c) detectar complejos de dicho
anticuerpo y dicho fragmento de proteina o conjugado, si los hay; como una indicacion de la presencia de dicho
fragmento de proteina o conjugado en dicha muestra.

Por consiguiente, se proporcionan procedimientos para medir el nivel de fragmentos de proteina de VAR2CSA en
una muestra bioldgica. Estos se pueden utilizar y aplicar como parte de un tratamiento, para controlar el progreso de
un tratamiento o, alternativamente, como parte de un procedimiento de produccidon que produce polipéptidos
VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a la utilizacion de un conjugado de acuerdo con la
invencion; para la preparacién de un medicamento.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un conjugado de acuerdo con la invencion para el
tratamiento de cualquier indicacién asociada con cancer. En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a
un procedimiento para el tratamiento de cancer, comprendiendo el procedimiento la administracién de cantidades
terapéuticamente o profilacticamente eficaces de un conjugado de acuerdo con la invencién a un sujeto que lo
necesite. También se describe, en el presente documento, un procedimiento para la prevencién de la aparicion de
una indicacién o afeccién asociada con la expresion, tal como expresién inapropiada de CSA, tal como en cancer,
esclerosis multiple, artritis, artrosis, afecciones patoldgicas causadas por dafio neuronal, afecciones del cartilago y
tejido cicatricial, tal como en reumatismo, reparacion del cartilago o curacidon de lesiones, o en psoriasis;
comprendiendo el procedimiento la administraciéon de una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de
un fragmento de proteina como se define en el presente documento, un polipéptido VAR2CSA o un conjugado de
acuerdo con la invenciodn a un sujeto que lo necesite.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a la utilizacion de un conjugado de acuerdo con la
invencion, como un biomarcador, tal como herramienta para detectar expresién, como expresion inapropiada de
CSA en fluidos corporales como sangre, plasma, orina, saliva, heces, fluido cerebroespinal, linfa, fluido gastrico,
fluido pleural, fluido de cartilago, esperma y/o tejido para el diagnéstico y/o pronéstico de la enfermedad del cancer,
tal como tumores cerebrales, tumores hepaticos y tumores en el tracto reproductivo.

Debe entenderse que tal como se utiliza en el presente documento, el término biomarcador pretende referirse a la
utilizacion de conjugados y proteinas de fusion de acuerdo con la presente invenciéon cuando se introduce en un
organismo para detectar la expresion de CSA como un medio para el diagnoéstico y/o pronéstico de una indicacion o
afeccion asociada con la expresion de CSA, tal como expresién inapropiada de CSA. También se describe en el
presente documento la utilizacion de un fragmento de proteina, como se define en el presente documento, un
polipéptido VAR2CSA o un conjugado de acuerdo con la invencion para la inmunizacion de un sujeto, tal como una
vacuna.

En un aspecto adicional, se describe en el presente documento la utilizacion de un fragmento de proteina, como se
define en el presente documento, un polipéptido VAR2CSA o un conjugado de acuerdo con la invencion, como una
fraccion de direccionamiento para el aislamiento de una célula que expresa CD44 y/o CSPG4, y/o cualquier otro
proteoglicano, tal como un proteoglicano enumerado en la tabla 1.

Tabla 1. Moléculas potenciales dirigidas por un polipéptido VAR2CSA

Proteina ID 1 Proteina ID 2 Nombre génico
NG2 CSPG4 cspg4
Neuroglicano y CSPG5 ngc
Neuroglicano C

Neuropilin 1 CS NRP-1-CS NRP1

APLP2 y APP (y cuando se agrega | proteina 2 de tipo precursora del amiloide APLP2

CSA, las proteinas se llaman

Appicans)

Snorc Snorc
Trombomodulina, CD141 THBD
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(continuacion)

Proteina ID 1 Proteina ID 2 Nombre génico

Tomoregulina-2 TENB2 TMEFF2

Betaglicano Receptor Il del factor de crecimiento | TGFBR3
transformante

Syndecan 1 CD138 SDC1

Syndecan 2 CD362 SDC2

Syndecan 3 SDC3

Syndecan 4 Amfiglicano SDC4

CSPG8 CSPG8 Cd44

Glicano 1-6 (kun 1 og 5) GPC1-6

Brevican CSPG7 bcan

lubricin Proteoglicano 4 PRG4

Proteina 1 de matriz de dentina DMP1

Neurocan CSPG3 ncan

Versican CSPG2 vcan

Aggrecan CSPGH1 acan

Bamecan CSPG6 smc3

SRPX2 Proteina que contiene repeticion de sushi SRPX2

Serglycin Proteina del nucleo de proteoglicano | SRGN
hematopoyético

Decorin Familia de proteoglicanos pequefios ricos en | dcn
leucina (SLRP)

Biglycan Familia de proteoglicanos pequefios ricos en | bgn
leucina (SLRP)

Lumican Familia de proteoglicanos pequefios ricos en | lum
leucina (SLRP)

Fibromodulin Familia de proteoglicanos pequefios ricos en | fmod
leucina (SLRP)

Keratocan Familia de proteoglicanos pequefios ricos en | kera
leucina (SLRP)

Mimecan osteoglicano ogn

Testican 1-3 BM-40/SPARC/osteonectina SPOCK1
Familia de proteinas de uniéon a calcio
extracelular.

fosfacano Receptor de tipo Z de la proteina tirosina | PTPRZ1
fosfatasa

Leprecan Proteoglicano 1 enriquecido con Prolina de | LEPRE1
Leucina

Perlecan proteina del ndcleo de proteoglicano heparan | HSPG2
sulfato especifico de la membrana basal

También se describe en el presente documento un procedimiento para el aislamiento de células que expresan CD44
y/o CSPG4, y/o cualquier otro proteoglicano, tal como un proteoglicano enumerado en la tabla 1, tal como células
madre del cancer en una muestra bioldgica, comprendiendo dicho procedimiento:

a) obtener una muestra bioldgica que comprende células que expresan CD44 y/o CSPG4 y/o cualquier otro
proteoglicano, tal como un proteoglicano enumerado en la tabla 1;

b) poner en contacto dicha muestra biolégica con un fragmento de proteina como se define en el presente
documento, un polipéptido VAR2CSA o un conjugado de acuerdo con la invencion, opcionalmente acoplado a un
soporte solido; y

c) purificar y aislar los complejos de dichas células que expresan CD44 y/o CSPG4, y/o cualquier otro
proteoglicano, tal como un proteoglicano enumerado en la tabla 1 y dicho fragmento de proteina o conjugado.
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Ademas, se describe en el presente documento un procedimiento de diagnostico para detectar niveles elevados de
CSA en un fluido corporal, tal como sangre, plasma, orina, fluido espinal, derrames de pleura, fluido articular, médula
6sea, fluido gastrico, excrementos, semen, esperma, fluido de prostata, saliva, fluido de los ojos, aspirado pulmonar
y linfa, en respuesta a una malignicencia u otra afeccidon asociada con expresion inapropiada de CSA,
comprendiendo el procedimiento las fases de poner en contacto dicho fluido corporal con un fragmento de proteina
como se define en el presente documento, un polipéptido VAR2CSA o un conjugado de acuerdo con la invencion y
detectar los complejos formados con CSA en dicho fluido corporal. También se describe en el presente documento
un procedimiento para la purificacion de CD44 y/o CSPG4, y/o cualquier otro proteoglicano, tal como un
proteoglicano enumerado en la tabla 1 en una muestra bioldgica, comprendiendo dicho procedimiento:

a) obtener una muestra biolégica que comprende CD44 y/o CSPG4 y/o cualquier otro proteoglicano, tal como un
proteoglicano enumerado en la tabla 1;

b) poner en contacto dicha muestra biolégica con un fragmento de proteina como se define en el presente
documento, un polipéptido VAR2CSA o un conjugado de acuerdo con la invencion, opcionalmente acoplado a un
soporte sélido; y

c) purificar y aislar los complejos de dichos CD44 y/o CSPG4, y/o cualquier otro proteoglicano, tal como un
proteoglicano enumerado en la tabla 1 y dicho fragmento de proteina o conjugado.

La presente divulgacion también se refiere a un fragmento de proteina como se define en el presente documento, un
polipéptido VAR2CSA o un conjugado de acuerdo con la invencion o una composicion farmacéutica de acuerdo con
la invenciéon en combinacion con otro cualquier agente anticanceroso adecuado.

Divulgacion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el hecho de que una parte de una proteina de la malaria, la llamada VAR2CSA,
puede unirse a un antigeno especifico de cancer y CSPG extracelular con especificidad muy alta y fuerza de union
muy alta.

VAR2CSA media la adhesion del parasito exclusivamente al sulfato de condroitina A (CSA) poco sulfatado unido a
proteoglicanos (CSPG) en la placenta de mujeres embarazadas. Se ha demostrado que la proteina recombinante se
une con alta afinidad y especificidad sin precedentes a CSA. Esto puede deberse a una interaccion con CSA que no
solo depende de los sulfatos cargados, sino también de la cadena principal de CS. Los inventores de la presente
invencion prevén que el CS presente en la placenta es muy similar al CS presentado en diversas células
cancerosas, incluidas las células madre del cancer. Esto se confirma por el hecho de que VAR2CSA que expresa
parasitos de la malaria se adhiere especificamente a CSA en células de melanoma C32 y en células cancer de
cerebro humano.

Por consiguiente, la actual invencion se basa en la alta afinidad y especificidad entre las proteinas recombinantes
VAR2CSA y el CSA poco sulfatado. Mediante el marcaje de esta proteina, la invencion se puede utilizar en una
amplia gama de aplicaciones que incluyen el rastreo de metastasis in vivo y para diagnosticar enfermedades
metastasicas. Mediante el acoplamiento de VAR2CSA a un reactivo apoptético o citotdxico, la invencién se puede
utilizar para dirigir y eliminar especificamente células cancerosas y células madre cancerosas. Mediante terapia
simple utilizando proteina recombinante VAR2CSA, sera posible neutralizar la actividad de CSA, inhibiendo asi la
tumorogénesis y/o metastasis de células cancerosas que expresan CSA. CSA se puede presentar en una variedad
de cadenas principales de proteinas, por ejemplo, CSPG4, CD44, biglycan, decorin, versican, agrecan (el CSPG
principal en cartilago), perlecan, syndecan y otros enumerados en la tabla 1.

Se prevé que la presente invencion sea particularmente relevante para el cancer de melanoma maligno que incluye
melanoma cutaneo, ocular y conjuntivo que tiene CSPG4 con cadenas de CSA en la superficie de las células de
melanoma. Se cree que esta cadena GAG esta involucrada en mitosis y metastasis. Sin embargo, CSPG4 no solo
es especifico para melanoma. Analisis de matriz de micro y tejidos, realizados por los inventores sobre datos de
grandes paneles de lineas celulares y tejido humano, sugieren que CSPG4 y otros tipos de proteoglicanos que
contienen CSA pueden presentarse en una amplia gama de tipos de cancer que se originan a partir de las tres capas
germinales celulares. estos tipos de cancer incluyen carcinomas (carcinoma de mama, carcinoma de pancreas,
carcinoma de ovario, carcinoma endometrial, carcinoma hepatocelular, carcinoma de pulmén, carcinoma de colon,
carcinoma de prostata, carcinoma de cuello de utero, carcinoma de testiculos, carcinoma de piel de células basales,
carcinoma de células renales de células claras, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello creatinizadas,
carcinoma de células escamosas de la piel, carcinoma de células escamosas creatinizadas vulvar y carcinoma de
células basales de vulva), sarcomas (liposarcoma de mama, fibrosarcoma, condro y liposarcoma desdiferenciado,
leiomiosarcoma, liposarcoma, liposarcoma mixoide, leiomiosarcoma del cuerpo uterino, osteosarcoma, sarcoma de
Ewing y rabdomiosarcoma), canceres hematopoyéticos (leucemia linfatica crénica (CLL, del inglés "Chronic
lymphatic leukaemia"), leucemia linfatica aguda (ALL, del inglés "Acute lymphatic leukaemia"), leucemia mieloide
aguda (AML, del inglés "Acute myeloid leukaemia"), linfoma de linfocito B, linfocito T y granular grande), tumores de
tejido neuroepitelial, tales como astrocitomas (xantoastrocitoma pleomoérfico, astrocitomas fibrilares, astrocitoma
anaplasico, glioblastoma multiforme), oligodrendroglioma, ependimoma, tumor del plexo coroideo, oligoastrocitoma,
gliosarcoma, ganglioglioma, retinoblastoma, Neurocitoma, Neuroblastomas (Estesioneuroblastoma vy
ganglioneuroblastoma), meduloblastoma, tumores rabdoides teratoides atipicos y todos los tipos de cancer
neuroendocrino.
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Los proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG) también constituyen un componente importante de la matriz
extracelular del sistema nervioso central (CNS, del inglés "central nerve system") que incluye el ojo y el cartilago
articular. CSPG extracelular esta criticamente involucrado en la patogénesis de la artritis y la falta de regeneracion
después del dafio neuronal. La pérdida de CSPG extracelular es fundamental para el desarrollo de artritis y artrosis,
y las altas concentraciones locales de CSPG extracelular previenen el crecimiento neuronal después del dafo
neuronal.

Las proteinas recombinantes VAR2CSA no solo pueden utilizarse en el tratamiento de indicaciones asociadas con el
crecimiento maligno, tal como en canceres. Las terapias para aumentar o disminuir la presencia de CSPG en el
entorno extracelular pueden utilizarse para tratar la artritis, artrosis y para mejorar recuperacion neuronal después
del dafio neuronal, que incluye esclerosis multiple. Para estas estrategias, los inventores de la presente invencion
prevén que VAR2CSA puede utilizarse como un inhibidor directo o como una molécula que se dirige y mantiene
farmacos que cambian el metabolismo de CSPG a los tejidos afectados.

Los inventores de la presente invencion han identificado una proteina de malaria que se une a CSA en los espacios
intervellosos de la placenta con una afinidad por debajo de 10 nM. Se han producido partes recombinantes mas
pequenas de VAR2CSA con altos rendimientos que se unen a CSA con caracteristicas similares a las de la proteina
VAR2CSA de longitud completa y nativa. La proteina recombinante VAR2CSA no se une a otros CS como el sulfato
de condroitina C (C6S) o los GAG altamente sulfatados tales como el heparan sulfato (HS). Se pueden producir
proteinas recombinantes para unirse con alta afinidad a CSA en diversos sistemas de expresion, aqui entre células
S2, células T.Ni, células CHO y cepas de E. coli que incluyen BL21 y células Shuffle (mr Lifetechnologies).

Los inventores de la presente invencion también han identificado un tGnico antigeno pequefio (75 kDa) que se une a
CSA con muy alta afinidad (nM) y alta especificidad. La Tabla 3 (véase el ejemplo 2) enumera la afinidad de CSA de
todas las proteinas VAR2CSA analizadas utilizando tecnologia biosensora.

Los inventores de la presente invencién han demostrado que esta proteina recombinante VAR2CSA se une
fuertemente a bajas concentraciones a una amplia gama de lineas celulares cancerosas que incluyen melanoma
cutaneo (C32, MeWo), carcinoma de pulmén (A549), carcinoma de mama (HCC1395), osterosarcoma (U20S,
MNNG/HOS), rabdomiosarcoma (RH30) y linfoma de linfocito T cutaneo (tabla 4 y 5). Como molécula de control se
utilizé otra proteina VAR2CSA, que es idéntica a la construccion de VAR2CSA de unién minima excepto por un
truncamiento de 151 aminoacidos en la parte C-terminal de la molécula. Este truncamiento elimina la unién a CSA.
El VAR2CSA recombinante se une a todas las lineas celulares que expresan CSPG4 y lineas celulares cancerosas
que expresan otras moléculas CSPG que tienen cadenas de CSA (por ejemplo, linfoma de linfocito T). La proteina
VAR2CSA recombinante no puede interactuar con los glébulos rojos humanos y las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC, del inglés "peripheral blood mononuclear cells") (Tabla 4).

Los inventores de la presente invencién han demostrado en el presente documento que los parasitos de la malaria
se adhieren a células de melanoma C32, probablemente, a través de una interaccion especifica entre CSPG4 y
VAR2CSA. Por lo tanto, se prevé que VAR2CSA recombinante y conjugados del mismo pueden utilizarse como un
compuesto terapéutico que dirige CSA en diversas células cancerosas.

Las ventajas de dirigir CSA en células cancerosas con VAR2CSA sobre otras terapias actuales en desarrollo son
numerosas:

1) La interaccion entre VAR2CSA y CSA es, sin precedentes, de alta afinidad y alta especificidad.

2) VAR2CSA es una proteina de la malaria refinada de manera evolutiva y, por lo tanto, es poco probable que la
terapia rompa la tolerancia y cause reacciones autoinmunes en el paciente.

3) VAR2CSA es una proteina estable que esta bien caracterizada y se puede expresar altamente en organismos
compatibles con la produccién de proteinas a gran escala.

4) VAR2CSA es una proteina polimoérfica con una variedad de serovariantes. La terapia repetida podria ofrecerse
mediante diferentes serovariantes para evitar problemas con la neutralizacién de anticuerpos.

5) VAR2CSA se expone de forma natural extracelularmente en el glébulo rojo infectado por P. falciparum 'y, por
lo tanto, es por naturaleza una proteina estable en el suero humano y se ha demostrado que es altamente
resistente a proteasas.

La presente invencion se centra en la interaccion entre VAR2CSA y CSA. Esta interaccion es una interaccion de alta
afinidad y la principal utilizacion es dirigirse a células cancerosas que expresan CSA.

CSA también puede estar implicado en otras enfermedades y afecciones patolégicas como, por ejemplo, artritis,
artrosis, esclerosis multiple y recuperacion después de dafo neuronal, reparacion de cartilago, recuperacion de
lesiones y en psoriasis. Por consiguiente, se pueden utilizar polipéptidos VAR2CSA o conjugados en el tratamiento
de cualquier enfermedad o afeccion dicha.

Ademas, la interaccion entre VAR2CSA y CSA podria utilizarse como una herramienta biotecnoldgica, por ejemplo,
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para la purificacion de proteinas y ensayos de clasificacion celular.

Por consiguiente, los inventores de la presente invencion prevén diversas utilidades de esta invencion:
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1) Pueden utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA recombinantes rastreables para rastrear tumores y
metastasis en pacientes con cancer.

2) Pueden utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA recombinantes para dirigir y neutralizar
directamente la actividad de CSA en células cancerosas.

3) Pueden utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA recombinantes, tales como los polipéptidos
VAR2CSA acoplados a una molécula citotoxica, para dirigir células cancerosas con toxicidad adversa minima al
tejido negativo para CSA.

4) Pueden utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA recombinantes etiquetados como una herramienta
de investigacion o de desarrollo clinico que estudie CSA en células cancerosas.

5) Pueden utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA recombinante marcados en ensayos para clasificar
células positivas para CSA en biotecnologia y ciencias de la vida. Esto podria hacerse acoplando VAR2CSA
recombinante a resinas para que pueda utilizarse para purificar células que expresan CSPG4, tales como células
madre de cancer, que proporcionan una herramienta biotecnoldgica novedosa y eficaz.

6) Pueden utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA para el agotamiento in vitro de células que
expresan CSPG4, tales como células cancerosas, como parte de trasplantes autélogos.

7) Podrian utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA en una vacuna anti-CSPG4. Mediante la
inmunizacion de animales con complejos o conjugados CSPG4-VAR2CSA, VAR2CSA podria actuar como un
vehiculo y potenciador de una respuesta inmune hacia CSPG4 con el objetivo de romper la tolerancia a CSPG4.

8) Podrian utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA para controlar el aumento de niveles de CSA en
fluidos corporales (es decir, orina, fluido espinal, derrames de pleura, articulaciones, médula 6sea y linfa) en
respuesta a una malignicencia. Esto se basa en el hecho de que los polipéptidos VAR2CSA tienen especificidad
por CSA poco sulfatado y podrian detectar la progresion del tumor en funcién de una mayor proporcion de CS no
sulfatado (COS).

9) Podrian utilizarse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA en el tratamiento de artritis y artrosis. Los
polipéptidos VAR2CSA podrian bloquear o dirigirse a farmacos que bloquean la degradaciéon de agrecano
mediada por proteasas durante la artritis y la artrosis. También podrian utilizarse polipéptidos VAR2CSA para
dirigir farmacos antiinflamatorios a los tejidos afectados y liberar inhibidores tales como ADAMTS4 y -5
inhibidores. Podrian utilizarse polipéptidos VAR2CSA para dirigir farmacos que estimulan la producciéon de
agrecano por condrocitos. Podrian utilizarse inyecciones i.v. repetidas de agrecano acoplado a polipéptidos
VAR2CSA para inducir tolerancia a agrecano.

10) Podrian unirse polipéptidos o conjugados de VAR2CSA a CSPG extracelulares en tejido neural para inactivar
el efecto de CSPG sobre el crecimiento de neuritas, por ejemplo, bloqueando la sefializacién a través del
receptor tirosina fosfatasa-sigma. Podrian dirigirse péptidos VAR2CSA a farmacos que degradan CSPG o
inhiben la produccién de CSPG en el tejido neural afectado. Por ejemplo, los siguientes farmacos pueden
considerarse acoplados a VAR2CSA: condroitinasa ABC, que corta las cadenas de azucar del nucleo de la
proteina de moléculas de CSPG. Xilocides, que reduce la produccion de CSPG o farmacos que inhiben enzimas
importantes para la produccién de CSPG tal como condroitina sintasa o factor de polimerizacién de condroitina.
Los ejemplos de dichos farmacos incluyen: 4-flouro-glucosamina, p-nitrofenil-beta-D-xiloxido, 4-metil-umbeliferil-
beta-D-xilopiranosida.

11) También se podrian utilizar polipéptidos o conjugados de VAR2CSA para dirigir y mantener citoquinas tales
como IL1-alfa, que estimulan la produccién de ADAMTS4, que posteriormente escinden CSPG.

12) La expresion de CSPG4 en las células cancerosas puede influir en la resistencia a los farmacos. Los tumores
en muchos pacientes generalmente responden inicialmente a la terapia, pero la quimiorresistencia se desarrolla
con el tiempo y el cancer progresa. La expresion de CSPG4 esta asociada con la resistencia a multiples
farmacos y estd mediada por su asociacion con la activacion de las rutas de PI3K inducidas por integrinas. El
polipéptido VAR2CSA recombinante que dirige CSPG4 en células cancerosas puede reducir o dificultar la
quimiorresistencia y, por lo tanto, podria utilizarse en terapias de combinacion con, por ejemplo, PLX4032, un
inhibidor BRAFV600E.

Definiciones

La expresion "polipéptido VAR2CSA" como se usa en el presente documento se refiere a la parte extracelular de una
proteina especifica de proteina 1 de membrana de eritrocito (PfEMP1) expresada por Plasmodium falciparum que
interactua con proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG) y se caracteriza por tener una secuencia de SEQ ID
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NO: 55 o0 SEQ ID NO: 56 o fragmentos o variantes de las mismas con la capacidad de unirse a sulfato de condroitina
A (CSA) que podria presentarse en un proteoglicano (CSPG).

En algunas realizaciones, el polipéptido VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion comprende al menos el
fragmento de proteina de VAR2CSA, cuyo fragmento consiste en una secuencia de aminoacidos secuencial de a)
ID1y b) DBL2Xb.

En algunas realizaciones, el polipéptido VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion comprende al menos el
fragmento de proteina de VAR2CSA, cuyo fragmento consiste en una secuencia de aminoacidos secuencial de a)
ID1y b) DBL2Xb y c) ID2a.

Incluido dentro de la definicion de un polipéptido VAR2CSA se describen polipéptidos en Salanti A. y col. Mol. Micro
2003 Jul;49(1):179-91, en Khunrae P. y col., J Mol Biol. 2010 Apr 2;397(3):826-34, en Srivastava A. y col., Proc Natl
Acad Sci USA. 2010 Mar 16;107(11):4884-9, en Dahlback M. y col., J Biol Chem. 2011 May 6;286(18):15908-17, o
en Srivastava A. y col., PLoS One. 2011;6(5):€20270.

El término "ID1" como se usa en el presente documento se refiere a un dominio de VAR2CSA caracterizado por
tener una secuencia de aminoacidos con al menos un 70 % de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacidos identificada por 1-152 de SEQ ID NO: 1.

El término "DBL2Xb" como se usa en el presente documento se refiere a un dominio de VAR2CSA caracterizado por
tener una secuencia de aminoacidos con al menos un 70 % de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacidos identificada por 153-577 de SEQ ID NO: 1.

El término "ID2a" como se usa en el presente documento se refiere a un dominio de VAR2CSA caracterizado por
tener una secuencia de aminoacidos con al menos 20,, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al
menos 25, al menos 26, al menos 27, al menos 28, al menos 29, al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos
33, al menos 34, al menos 35, al menos 36, al menos 37, al menos 38, al menos 39, al menos 40, al menos 41, al
menos 42, al menos 43, al menos 44, al menos 45, al menos 46, al menos 47, al menos 48, al menos 49, al menos
50, al menos 51, al menos 52, al menos 53, al menos 54, al menos 55, al menos 56, al menos 57, al menos 58, al
menos 59, al menos 60, al menos 61 o al menos 62, tal como los 63 aminoacidos consecutivos del N-terminal de los
aminoacidos 578-640 de SEQ ID NO: 1 y con al menos un 70 % de identidad de secuencia con dicha secuencia de
aminodacidos consecutivos.

En algunas realizaciones, una identidad de secuencia de aminoacidos referida en el presente documento al menos
al 70% de una cualquiera de las secuencias identificadas por SEQ ID NO: 1-75 o un fragmento de las mismas, se
refiere a una secuencia con al menos un 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 8, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 0 99 % de identidad de secuencia con esta secuencia.

Los términos "variante" o "variantes", como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido VAR2CSA
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 55 o SEQ ID NO: 56 o un fragmento del polipéptido
VAR2CSA que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1-54, cuyos fragmentos o variantes
conservan la capacidad de unirse a sulfato de condroitina A (CSA) en proteoglicanos (CSPG), en el que se han
sustituido uno o mas aminoacidos por otros aminoacidos y/o en el que se han eliminado uno o mas aminoacidos y/o
en el que se han insertado uno o mas aminoacidos en el polipéptido y/o en el que se han afadido uno o mas
aminoacidos al polipéptido. Dicha adicion puede tener lugar en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal o en
ambos. La "variante" o "variantes" dentro de esta definicion todavia tienen actividad funcional en términos de ser
capaces de unirse a sulfato de condroitina A (CSA). En alguna realizacion, una variante tiene al menos un 70 %, tal
como al menos un 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 8, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de SEQ ID NO: 1-75, tal como la secuencia de SEQ ID
NO: 1, 3-5, 10, 11, 29, 34, 36-38, 41, 43-45, 48, 53-56, 60-70, 72-75.

Las frases "variante funcional", "fragmento funcional" y "derivados funcionales" como se usa en el presente
documento se refieren a variantes, fragmentos, versiones truncadas, asi como a derivados de SEQ ID NO: 55 o SEQ
ID NO: 56, tal como una cualquiera de SEQ ID NO: 1, 3-5, 10, 11,29, 34, 36-38, 41,43-45, 48, 53-56, 60-70, 72-75,
cuyos polipéptidos comprenden partes de secuencia de union esencial de SEQ ID NO: 55 o SEQ ID NO: 56 y al
menos poseen la capacidad de unirse a sulfato de condroitina A (CSA). Debe entenderse que una variante funcional
o un fragmento funcional VAR2CSA puede tener dos o tres caracteristicas seleccionadas entre ser una variante y/o
un fragmento y/o un derivado.

Una variante o fragmento funcional de un polipéptido VAR2CSA abarca aquellos que exhiben al menos
aproximadamente 25%, tal como al menos aproximadamente 50%, tal como al menos aproximadamente 75%, tal
como al menos aproximadamente 90% de la afinidad de union de tipo silvestre del polipéptido VAR2CSA que se ha
producido en el mismo tipo de célula, cuando se prueba en los ensayos como se describe en el presente documento.

La expresion "fragmento inmunoldgico” como se usa en el presente documento se refiere al fragmento de una
secuencia de aminoacidos que posee esencialmente las mismas actividades funcionales y la misma orientacion
espacial para ser reconocida por un anticuerpo. Por consiguiente, un anticuerpo especifico se unira tanto al
polipéptido como a fragmentos inmunolégicos de los mismos.
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La expresion "otro aminoacido” como se usa en el presente documento significa un aminoacido que es diferente de
ese aminoacido presente de manera natural en esa posicion. Esto incluye, pero no se limita a, aminoacidos que se
pueden codificar por un polinucleétido. En algunas realizaciones, el aminoacido diferente esta en forma L natural y
se puede codificar por un polinucleétido.

El término "derivado" como se usa en el presente documento, pretende designar un polipéptido VAR2CSA que
muestra sustancialmente la misma o mejor actividad biolégica con respecto a VAR2CSA de tipo silvestre identificado
por SEQ ID NO: 55 o SEQ ID NO: 56, o un fragmento del mismo, en el que uno o mas de los aminoacidos del
péptido original se ha modificado quimicamente, por ejemplo, mediante alquilacién, PEGilacién, acilacion, formacion
de éster o formacion de amidas o similares.

El término "construccion” pretende indicar un segmento de polinucleétido que puede estar basado en una secuencia
de nucledtidos de origen natural completo o parcial que codifica el polipéptido de interés. La construccion puede
contener opcionalmente otros segmentos polinucleotidicos. De manera similar, la expresion "aminoacidos que se
pueden codificar por construcciones polinucleotidicas" cubre aminoacidos que se pueden codificar por las
construcciones polinucleotidicas definidas anteriormente, es decir, aminoacidos tales como Ala, Val, Leu, lle, Met,
Phe, Trp, Pro, Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Glu, Lys, Arg, His, Asp y GIn.

El término "vector", como se usa en el presente documento, significa cualquier entidad de acido nucleico capaz de la
amplificacién en una célula hospedadora. Por lo tanto, el vector puede ser un vector de replicacién auténomo, es
decir, un vector, que existe como una entidad extracromosémica, cuya replicacion es independiente de la replicacion
cromosomica, por ejemplo, un plasmido. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en una
célula hospedadora, se integra en el genoma de la célula hospedadora y se replica junto con el cromosoma(s) en el
que se ha integrado. La eleccion del vector a menudo dependera de la célula hospedadora en la que se va a
introducir. Los vectores incluyen, pero sin limitacion a vectores plasmidicos, vectores de fagos, vectores de virus o
coésmidos. Los vectores, normalmente, contienen un origen de replicacion y al menos un gen seleccionable, es decir,
un gen que codifica un producto que se detecta facilmente o cuya presencia es esencial para el crecimiento celular.

Como se usa en el presente documento, la expresion "medio de crecimiento apropiado” significa un medio que
contiene nutrientes y otros componentes requeridos para el crecimiento de las células y la expresion de la secuencia
de acidos nucleicos que codifica el polipéptido VAR2CSA de la invencion.

En el presente contexto, el término "tratamiento" pretende incluir prevencioén, curacion y alivio de los sintomas de
una enfermedad, trastorno o afeccién que implica expresion, tal como expresion inapropiada de CSA, tal como en
cancer. Se incluye asi en el término "tratamiento" la administracion profilactica y terapéutica del polipéptido,
conjugado o derivado de VAR2CSA de acuerdo con la invencion.

El término "sujeto" como se usa en el presente documento significa cualquier animal, en particular mamiferos, tales
como seres humanos y, puede, cuando sea apropiado, utilizarse de manera intercambiable con el término
"paciente".

La expresion "identidad de secuencia" como se conoce en la memoria, se refiere a una relacién entre las secuencias
de dos o mas moléculas polipeptidicas o dos 0 mas moléculas de acidos nucleicos, como se determina mediante la
comparacion de las secuencias. En la memoria, "identidad" también significa el grado de relaciéon de secuencia entre
moléculas de acidos nucleicos o entre polipéptidos, segin sea el caso, como se determina mediante el nimero de
coincidencias entre cadenas de dos o mas restos de nucleétidos o dos o mas restos de aminoacidos. "ldentidad"
mide el porcentaje de coincidencias idénticas entre la menor de dos o mas secuencias con alineaciones de brecha
(si las hay) tratadas por un modelo matematico o programa informatico particular (es decir, "algoritmos").

El término "similitud" es un concepto relacionado, pero a diferencia de "identidad", se refieres a una relaciéon de
secuencia que incluye coincidencias idénticas y coincidencias de sustitucién conservadoras. Si dos secuencias
polipeptidicas tienen, por ejemplo, aminoacidos idénticos (fraccion ( 10/20)) y el resto son todas sustituciones no
conservadoras, entonces, el porcentaje de identidad y similitud serian en ambos 50 %. Si, en el mismo ejemplo, hay
5 posiciones mas en las que hay sustituciones conservadoras, entonces, el porcentaje de identidad sigue siendo 50
%, pero el porcentaje de similitud seria del 75 % ((fraccion (15/20))). Por lo tanto, en los casos en los que hay
sustituciones conservadoras, el grado de similitud entre dos polipéptidos sera mayor que el porcentaje de identidad
entre esos dos polipéptidos.

Las modificaciones conservadoras en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1-56, 60-70 y 72-75 (y las
modificaciones correspondientes a los nucledtidos codificantes) produciran polipéptidos VAR2CSA que tienen
caracteristicas funcionales y quimicas similares a los polipéptidos VAR2CSA de origen natural. Por el contrario,
modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales y/o quimicas de un polipéptido VAR2CSA pueden
lograrse mediante la seleccion de sustituciones en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1-56, 60-70 y 72-75
que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal
molecular en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformaciéon en lamina o helicoidal, (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) la mayor parte de la cadena lateral.

Por ejemplo, una "sustitucion de aminoacido conservadora" puede implicar una sustitucion de un resto de
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aminoacido nativo por un resto no nativo de manera que hay poco o ningin efecto sobre la polaridad o carga del
resto de aminoacido en esa posicién. Ademas, cualquier resto nativo en el polipéptido también puede sustituirse con
alanina, como previamente se ha descrito para "mutagénesis de barrido de alanina" (véase, por ejemplo, MacLennan
y col., 1998, Acta Physiol. CSAnd. Suppl. 643:55-67; Sasaki y col., 1998, Adv. Biophys. 35:1-24, que analizan la
mutagénesis de barrido de alanina).

Las sustituciones de aminoacidos deseadas (ya sean conservadoras o no conservadoras) se pueden determinar por
los expertos en la materia en el momento en que se desean tales sustituciones. Por ejemplo, las sustituciones de
aminoacidos se pueden utilizar para identificar restos importantes de un polipéptido VAR2CSA, o para aumentar o
disminuir la afinidad de un polipéptido VAR2CSA descrito en el presente documento.

Los restos de origen natural pueden dividirse en clases basadas en las propiedades comunes de la cadena lateral:
1) hidréfoba: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;
2) hidrdfila neutra: Cys, Ser, Thr, Asn, Glin;
3) acida: Asp, Glu;
4) basica: His, Lys, Arg;
5) restos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro; y
6) aromatica: Trp, Tyr, Phe.

Por ejemplo, sustituciones no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases
por un miembro de otra clase. Dichos restos sustituidos pueden introducirse en regiones del polipéptido VAR2CSA
de Plasmodium falciparum que son homologas con polipéptidos VAR2CSA que no son de Plasmodium falciparum, o
en las regiones no homologas de la molécula.

Al hacer tales cambios, puede considerarse el indice hidropatico de aminoacidos. A cada aminoacido se le ha
asignado un indice hidropatico en funcién de sus caracteristicas de hidrofobicidad y carga, estas son: isoleucina (+
4,5); valina (+ 4,2); leucina (+ 3,8); fenilalanina (+ 2,8); cisteina/cistina (+ 2,5); meuionina (+ 1,9); alanina(+ 1,8);
glicina (- 0,4); treonina (- 0,7); serina (- 0,8); triptéfano (- 0,9); tirosina (- 1,3); prolina (- 1,6); histidina (- 3,2);
glutamato (- 3,5); glutamina (- 3,5); aspartato (- 3,5); asparagina (- 3,5); lisina (- 3,9); y arginina (- 4,5).

Se entiende en la materia la importancia del indice hidropatico de aminoacidos para conferir funcion bioldgica
interactiva a una proteina. Kyte y col., J. Mol. Biol., 157:105-131 (1982). Se sabe que ciertos aminoacidos pueden
sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice o puntuacion hidropatica similar y aun retener una actividad
bioldgica similar. Al hacer cambios basados en el indice hidropatico, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos
indices hidropaticos estan dentro de + 2, son particularmente preferidos los que estan dentro de + 1, y son aun mas
particularmente preferidos los que estan dentro de £ 0,5.

También se entiende en la materia que la sustitucion de aminoacidos similares se puede realizar eficazmente sobre
la base de la hidrofilicidad, particularmente cuando la proteina o péptido biolégica y funcionalmente equivalente
creado de ese modo esta destinado para su uso en realizaciones inmunoldgicas, como es el presente caso. La
mayor hidrofilicidad promedio local de una proteina, como se rige por la hidrofilicidad de sus aminoacidos
adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y antigenicidad, es decir, con una propiedad biolégica de la
proteina.

Los siguientes valores de hidrofilicidad se han asignado a restos de aminoacidos: arginina (+ 3,0); lisina ('3,0);
aspartato (+ 3,0 + 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+ 0,3); asparagina (+ 0,2); glutamina (+ 0,2); glicina (0); treonina (-
0,4); prolina (- 0,5 * 1); alanina(- 0,5); histidina (- 0,5); cisteina (- 1,0); meuionina (- 1,3); valina (- 1,5); leucina (- 1,8);
isoleucina (- 1,8); tirosina (- 2,3); fenilalanina (- 2,5); triptofano (- 3,4). Al hacer cambios basados en valores de
hidrofilicidad similares, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad estan dentro de + 2,
son particularmente preferidos los que estan dentro de + 1, y son aun mas particularmente preferidos los que estan
dentro de £ 0,5. También se pueden identificar epitopos de secuencias de aminoacidos primarias sobre la base de
hidrofilicidad. Estas regiones también se conocen como "regiones centrales epitopicas".

Un experto en la materia sera capaz de determinar variantes adecuadas del polipéptido como se expone en SEQ ID
NO: 1-75 utilizando técnicas bien conocidas. Para identificar areas adecuadas de la molécula que se pueden
cambiar sin destruir la actividad, un experto en la materia puede dirigirse a areas que no se cree que sean
importantes para la actividad. Por ejemplo, cuando se conocen polipéptidos similares con actividades similares de la
misma especie o de otras especies, un experto en la materia puede comparar la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido VAR2CSA con dichos polipéptidos similares. Con tal comparacion, se pueden identificar restos y
porciones de las moléculas que se conservan entre polipéptidos similares. Se apreciara que los cambios en areas de
un polipéptido VAR2CSA que no se conservan en relacion con dichos polipéptidos similares tendrian menos
probabilidades de afectar negativamente a la actividad bioldgica y/o estructura del polipéptido VAR2CSA. Un experto
en la técnica también sabria que, incluso en regiones relativamente conservadas, se pueden sustituir aminoacidos
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quimicamente similares por los restos que se producen de forma natural mientras se conserva la actividad
(sustituciones de restos de aminoacidos conservadoras). Por lo tanto, incluso las areas que pueden ser importantes
para la actividad biolégica o para la estructura pueden estar sujetas a sustituciones conservadoras de aminoacidos
sin destruir la actividad bioldgica o sin afectar negativamente a la estructura polipeptidica.

Ademas, un experto en la materia puede revisar estudios de estructura-funcion que identifiquen restos en
polipéptidos similares que son importantes para la actividad o estructura. En vista de tal comparacién, se puede
predecir la importancia de los restos de aminoacidos en un polipéptido VAR2CSA que corresponden a restos de
aminoacidos que son importantes para la actividad o estructura en polipéptidos similares. Un experto en la materia
puede optar por sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para dichos restos de aminoacidos
importantes predichos de polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de la invencion.

Un experto en la materia también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en
relacion con esa estructura en polipéptidos similares. En vista de esa informacién, un experto en la materia puede
predecir la alineaciéon de restos de aminoacidos de un polipéptido VAR2CSA con respecto a su estructura
tridimensional. Un experto en la materia puede elegir no realizar cambios radicales a los restos de aminoacidos que
se predice que estaran en la superficie de la proteina, ya que tales restos pueden implicarse en interacciones
importantes con otras moléculas. Ademas, un experto en la materia puede generar variantes de prueba que
contienen una Unica sustitucion de aminoacido en cada resto de aminoacido deseado. Las variantes pueden cribarse
utilizando ensayos de actividad como se describe en el presente documento. Dichas variantes podrian utilizarse para
recopilar informacion sobre variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubriera que un cambio en un resto de
aminoacido particular da como resultado una actividad destruida, indeseablemente reducida o inadecuada, se
evitarian variantes con dicho cambio. En otras palabras, basandose en la informacién recopilada a partir de dichos
experimentos rutinarios, un experto en la materia puede determinar facilmente los aminoacidos en los que se deben
evitar sustituciones adicionales, ya sea solas o en combinacién con otras mutaciones.

Se han dedicado varias publicaciones cientificas a la prediccién de la estructura secundaria. Véase Moult J., Curr.
Op. en Biotech., 7(4):422-427 (1996), Chou y col., Biochemistry, 13(2):222-245 (1974); Chou y col., Biochemistry,
113(2):211-222 (1974); Chou y col., Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol, 47:45-148 (1978); Chou y col., Ann. Rev.
Biochem., 47:251-276 y Chou vy col., Biophys. J., 26:367-384 (1979). Ademas, los programas de ordenador estan
actualmente disponibles para ayudar a predecir la estructura secundaria. Un procedimiento para predecir la
estructura secundaria se basa en el modelo de homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas, que tienen una
identidad de secuencia de mas del 30% o una similitud mayor del 40% a menudo tienen topologias estructurales
similares. El reciente crecimiento de la base de datos estructurales de proteinas (BDP) ha proporcionado una mayor
predictibilidad de la estructura secundaria, que incluye el numero potencial de pliegues dentro de la estructura de un
polipéptido o proteina. Véase Holm y col., Nucl. Acid. Res., 27(1):244-247 (1999). Se ha sugerido (Brenner y col.,
Curr. Op. Struct. Biol., 7(3):369-376 (1997)) que hay un numero limitado de pliegues en un polipéptido o proteina
dada y que una vez que se ha resuelto un numero critico de estructuras, la prediccion estructural adquirira una
precision espectacular.

Los procedimientos adicionales para predecir la estructura secundaria incluyen "enhebrar" (Jones, D., Curr. Opin.
Struct. Biol., 7(3):377-87 (1997); Sippl y col., Structure, 4(1):15-9 (1996)), "analisis de perfil" (Bowie y col., Science,
253:164-170 (1991); Gribskov y col., Meth. Enzymol., 183:146-159 (1990); Gribskov y col., Proc. Nat. Acad. Sci.,
84(13):4355-4358 (1987)), y "vinculo evolutivo" (véase Home, mas arriba y Brenner, mas arriba).

La identidad y la similitud de los polipéptidos relacionados se pueden calcular facilmente mediante procedimientos
conocidos. Dichos procedimientos incluyen, aunque sin limitacion, aquellos descritos en Computational Molecular
Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, parte 1,
Griffin, A. M., and Giriffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology,
von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton
Press, Nueva York, 1991; y Carillo y col., SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988).

Los procedimientos preferidos para determinar la identidad y/o similitud se disefian para proporcionar la mayor
coincidencia entre las secuencias probadas. Se describen procedimientos para determinar la identidad y la similitud
en programas de ordenador disponibles publicamente. Los procedimientos preferidos del programa de ordenador
para determinar la identidad y la similitud entre dos secuencias incluyen, aunque sin limitacion, el paquete del
programa GCG, que incluye GAP (Devereux y col., Nucl. Acid. Res., 12:387 (1984); Genetics Computer Group,
Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul y col., J. Mol. Biol., 215:403-410
(1990)). El programa BLASTX esta disponible publicamente en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI) y ofras fuentes (Manual BLAST, Altschul y col. NCB/NLM/NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul y col., ver
arriba). El conocido algoritmo de Smith Waterman también se puede utilizar para determinar la identidad.

Ciertos esquemas de alineamiento para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado el
emparejamiento de solo una regién corta de las dos secuencias, y esta pequefia region alineada puede tener una
identidad de secuencia muy alta aunque no haya una relacion significativa entre las dos secuencias de longitud
completa. Por consiguiente, en una realizacion preferida, el procedimiento de alineamiento seleccionado (programa
GAP) dara como resultado una alineacién que abarca al menos 50 aminoacidos contiguos del polipéptido diana.
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Por ejemplo, utilizando el algoritmo informatico GAP (Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin,
Madison, Wis.), se alinean dos polipéptidos para los que se determinara el porcentaje de identidad de la secuencia
para la coincidencia optima de sus respectivos aminoacidos (el "espacio emparejado”, como se determina por el
algoritmo). Una penalizacién de apertura de hueco (que se calcula como 3 veces la diagonal promedio; la "diagonal
promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de comparacion que se utiliza; la "diagonal” es la puntuacion o
numero asignado a cada combinacion perfecta de aminoacidos por la matriz de comparacion particular) y una
penalizacion de extension de hueco (que generalmente es {fraccion (1/10)} veces la penalizacion de apertura de
hueco), asi como una matriz de comparacion tal como PAM 250 o BLOSUM 62 se utilizan junto con el algoritmo.
Una matriz de comparacioén estandar (véase Dayhoff y col., Atlas of Protein Sequence and Structure, vol. 5, supp.3
(1978) para la matriz de comparacion PAM 250; Henikoff y col., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89:10915-10919 (1992)
para la matriz de comparacion BLOSUM 62) también se utiliza por el algoritmo.

Los parametros preferidos para una comparacion de secuencia polipeptidica incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman y col., J. Mol. Biol, 48:443-453 (1970); Matriz de comparacion: BLOSUM 62 de Henikoff y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915-10919 (1992); Penalizacién de hueco: 12, Penalizacion de longitud de
hueco: 4, Umbral de similitud: O.

El programa GAP es util con los parametros anteriores. Los parametros anteriormente mencionados son los
parametros predeterminados para las comparaciones de polipéptidos (junto con la ausencia de penalizacion para los
huecos finales) utilizando el algoritmo GAP.

Los parametros preferidos para las comparaciones de secuencia moléculas de acidos nucleicos incluyen los
siguientes: Algoritmo: Needleman y col., J. Mol Biol., 48:443-453 (1970); Matriz de comparacion: coincidencias = +
10, desajustes = 0, Penalizacion de hueco: 50, Penalizacion de longitud de hueco: 3.

El programa GAP es también util con los parametros anteriores. Los parametros anteriormente mencionados son los
parametros predeterminados para las comparaciones de moléculas de acido nucleico.

Pueden utilizarse otros algoritmos ejemplares, penalizacion de apertura de hueco, penalizacién de extension de
hueco, matrices de comparaciéon, umbral de similitud, etc., que incluyen aquellos expuestos en el manual del
programa, Wisconsin Package, Version 9, Septiembre, 1997. Las elecciones particulares que se haran seran
evidentes para los expertos en la materia y dependeran de la comparacion especifica que se realice, tal como ADN a
ADN, proteina a proteina, proteina a ADN; y, adicionalmente, si la comparacioén es entre pares de secuencias dados
(en cuyo caso generalmente se prefiere GAP o BestFit) o entre una secuencia y una gran base de datos de
secuencias (en cuyo caso se prefiere FASTA o BLASTA).

Los inventores de la presente invencion ahora han abordado y encontrado las respuestas a las siguientes preguntas
clave relacionadas con el mecanismo molecular detras de la adhesioén placentaria en PM: 1) es la adhesién a CSA
diferencial descrita relacionada con la secuencia VAR2CSA 2) cuales son los requisitos estructurales minimos
exactos para la union de VAR2CSA a CSA 3) qué tipo de interaccion quimica existe entre VAR2CSA y CSA y
finalmente 4) se puede utilizar esta informacién para disefiar un antigeno de vacuna éptimo?

Mediante la expresion de truncamientos idénticos de FCR3 y 3d7 VAR2CSA, los presentes inventores demostraron
que VAR2CSA se une a CSA con afinidad y especificidad similar, independientemente del origen de la cepa del
parasito. Estas dos secuencias tienen una identidad de secuencia de 79,6 %. Los presentes inventores demuestran
ademas que la alta afinidad de unién a CSA se retiene en varios fragmentos mas cortos, y que DBL2X, que incluye
pequefias regiones de los interdominios flanqueantes, forma un nicleo compacto que contiene el sitio de uniéon de
CSA de alta afinidad. In silico los presentes inventores definieron supuestos sitios de union a GAG en VAR2CSA y
mediante eliminacion y sustitucion, los presentes inventores demostraron que las mutaciones en estos sitios no
tienen efecto sobre la uniéon de CSPG. Utilizando la teoria de las interacciones polielectrolito-proteina, los presentes
inventores han demostrado que la interaccion VAR2CSA-CSA puede no ser, Unicamente, dependiente de
interacciones idnicas. Finalmente, los presentes inventores han demostrado que varios fragmentos cortos de
VAR2CSA son capaces de inducir la produccion de anticuerpos que bloquean la adhesion y que los anticuerpos
antiadherentes se dirigen a la region de unién a CSA propuesta. Estos datos proporcionan la primera informacion
detallada sobre la naturaleza bioquimica de la interaccion entre una molécula de PfEMP1 y su ligando.

Preparacion de polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de la invencion

La invencion también se refiere a un procedimiento para preparar polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de la
invencion como se menciona anteriormente. Pueden producirse los polipéptidos VAR2CSA vy otros polipéptidos de la
invencion descritos en el presente documento mediante técnicas de acido nucleico recombinante. En general, una
secuencia de acidos nucleicos de VAR2CSA de tipo silvestre clonada se modifica para codificar la proteina deseada.
Luego, se inserta esta secuencia modificada en un vector de expresién, que a su vez se transforma o transfecta en
células hospedadoras. Pueden utilizarse como células hospedadoras células eucariotas superiores, en particular
células de mamifero cultivadas. También se pueden utilizar células procariotas tales como Lactococcus lactis o E.
coli para expresar los polipéptidos siempre que estos procariotas sean capaces de producir enlaces disulfuro o la
proteina se pueda replegar correctamente. Ademas, también se pueden utilizar cepas de levadura para expresar la
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proteina, aqui entre Saccharomyces cerevisiae y P. Pichia.

Las alteraciones de la secuencia de aminoacidos se pueden lograr mediante una variedad de técnicas. La
modificacion de la secuencia de acidos nucleicos puede ser por mutagénesis especifica de sitio. Las técnicas para la
mutagénesis especifica de sitio son bien conocidas en la materia y se describen en, por ejemplo, Zoller y Smith
(DNA 3:479-488, 1984) o "Splicing by extension overlap", Horton y col., Gene 77, 1989, pags. 61-68. Por lo tanto,
utilizando las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de VAR2CSA, se pueden introducir la alteraciéon o
alteraciones de eleccidén. Asimismo, los procedimientos para preparar una construcciéon de ADN utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa que utiliza cebadores especificos son bien conocidos por las personas expertas
en la materia (cf. PCR Protocols, 1990, Academic Press, San Diego, California, USA).

Los polipéptidos de la presente invencion también pueden comprender restos de aminoacidos de origen no natural.
Los aminoacidos de origen no natural incluyen, sin limitacién, beta-alanina, desaminohistidina, trans-3-metilprolina,
2,4-metanoprolina,  cis-4-hidroxiprolina,  trans-4-hidroxiprolina, = N-metilglicina, alotreonina, = metiltreonina,
hidroxietilcisteina, hidroxietilhomocisteina, nitroglutamina, homoglutamina, acido pipecolico, acido carboxilico de
tiazolidina, deshidroprolina, 3- y 4-metilprolina, 3,3-dimetilprolina, tert-leucina, nor-valina, 2-azafenilalanina, 3-
azafenilalanina, 4-azafenilalanina y 4-fluorofenilalanina. Se conocen en la materia diversos procedimientos para la
incorporacion de restos de aminoacidos de origen no natural en polipéptidos. Por ejemplo, se puede emplear un
sistema in vitro en el que se suprimen mutaciones sin sentido utilizando ARNt supresores quimicamente
aminoacilados. Son conocidos en la materia procedimientos para sintetizar aminoacidos y ARNt aminoacilante. Se
lleva a cabo la transcripcion y traduccién de plasmidos que contienen mutaciones sin sentido en un sistema libre de
células que comprende un extracto de E. coli S30 y enzimas y otros reactivos comercialmente disponibles. Se
purifican polipéptidos mediante cromatografia. Véase, por ejemplo, Robertson y col., J. Am. Chem. Soc. 113:2722,
1991; Ellman y col., Methods Enzymol. 202:301, 1991; Chung y col., Science 259:806-9, 1993; y Chung y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:10145-9, 1993). En un segundo procedimiento, se lleva a cabo la traduccién en oocitos de
Xenopus mediante la microinyecciéon de ARNm mutado y ARNt supresor quimicamente aminoacilado (Turcatti y col.,
J. Biol. Chem. 271:19991-8, 1996). En un tercer procedimiento, se cultivan células de E. coli en ausencia de un
aminoacido natural que se va a reemplazar (por ejemplo, fenilalanina) y en presencia del aminoacido(s) de origen no
natural deseado (por ejemplo, 2-azafenilalanina, 3-azafenilalanina, 4-azafenilalanina y 4-fluorofenilalanina). El
aminoacido de origen no natural se incorpora en el polipéptido en lugar de su equivalente natural. Véase, Koide y
col., Biochem. 33:7470-6, 1994. Los restos de aminoacidos de origen natural se pueden convertir en especies de
origen no natural mediante modificacién quimica in vitro. Se puede combinar la modificacion quimica con
mutagénesis dirigida al sitio para expandir aiin mas el rango de sustituciones (Wynn y Richards, Protein Sci. 2: 395-
403, 1993).

La construccién de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de la invencion de
la invencion puede ser adecuadamente de origen gendémico o de ADNc, por ejemplo, obtenida mediante la
preparacion de una biblioteca genémica o de ADNc y seleccionando secuencias de ADN que codifican todo o parte
del polipéptido mediante hibridacion utilizando sondas oligonucleotidicas sintéticas de acuerdo con técnicas estandar
(cf. Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, Nueva York, 1989).

La construccion de acidos nucleicos que codifican un polipéptido VAR2CSA también se puede preparar
sintéticamente mediante procedimientos estandar establecidos, por ejemplo, el procedimiento de fosfoamidita
descrito por Beaucage y Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859 - 1869 o el procedimiento descrito por
Matthes y col., EMBO Journal 3 (1984), 801 - 805. De acuerdo con el procedimiento de fosfoamidita, se sintetizan
oligonucledtidos, por ejemplo, en un sintetizador de ADN automatico, purificados, recocidos, ligados y clonados en
vectores adecuados. Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos VAR2CSA de Plasmodium falciparum y
otros polipéptidos de la invencién también pueden prepararse por reacciéon en cadena de la polimerasa utilizando
cebadores especificos, por ejemplo, como se describe en el documento US 4.683.202, Saiki y col., Science 239
(1988), 487 - 491 o Sambrook y col., ver arriba.

Ademas, la construccion de acidos nucleicos puede ser de origen mixto sintético y genémico, sintético mixto y ADNc
0 gendémico mixto y ADNc preparado mediante la unién de fragmentos de origen sintético, genoémico o de ADNc
(segun corresponda), correspondiendo los fragmentos a varias partes de la totalidad de la construccion de acidos
nucleicos, de acuerdo con técnicas estandar.

La construccion de acidos nucleicos es preferentemente una construccion de ADN. Las secuencias de ADN para su
uso en la produccion de polipéptidos VAR2CSA y ofros polipéptidos de acuerdo con la presente invencion
codificaran tipicamente un pre-pro polipéptido en el extremo amino de VAR2CSA para obtener un procesamiento y
secrecion postraduccional apropiado de la célula hospedadora.

Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos VAR2CSA de Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de
acuerdo con la presente invencién habitualmente se insertan en un vector recombinante que puede ser cualquier
vector, que puede someterse convenientemente a procedimientos de ADN recombinante, y la eleccion del vector
dependera a menudo del la célula hospedadora en la que se va a introducir. Por lo tanto, el vector puede ser un
vector de replicacion auténomo, es decir, un vector, que existe como una entidad extracromosémica, cuya
replicacion es independiente de la replicacion cromosoémica, por ejemplo, un plasmido. Alternativamente, el vector
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puede ser uno que, cuando se introduce en una célula hospedadora, se integra en el genoma de la célula
hospedadora y se replica junto con el cromosoma(s) en el que se ha integrado.

El vector es preferentemente un vector de expresion en el que la secuencia de ADN que codifica los polipéptidos
VAR2CSA de Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de acuerdo con la presente invencion esta unida
operativamente a segmentos adicionales requeridos para la transcripcion del ADN. En general, el vector de
expresion procede del ADN plasmidico o viral, o puede contener elementos de ambos. El término, "unido
operativamente" indica que los segmentos se disponen de modo que funcionen en concierto para fines previstos, por
ejemplo, la transcripcion se inicia en un promotor y continlia a través de la secuencia de ADN que codifica el
polipéptido.

Los vectores de expresion para su uso en la expresion de polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de acuerdo
con la presente invencion comprenderan un promotor capaz de dirigir la transcripcion de un gen clonado o ADNc. El
promotor puede ser cualquier secuencia de ADN, que muestra actividad transcripcional en la célula hospedadora de
eleccion y puede proceder de genes que codifican proteinas homélogas o heterélogas a la célula hospedadora.

Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion del ADN que codifica el polipéptido VAR2CSA de
Plasmodium falciparum en células de mamifero son el promotor SV40 (Subramani y col., Mol. Cell Biol. 1 (1981), 854
-864), el promotor MT-1 (gen de metalotioneina) (Palmiter y col., Science 222 (1983), 809 - 814), el promotor CMV
(Boshart y col., Cell 41:521-530, 1985) o el promotor tardio principal del adenovirus 2 (Kaufman y Sharp, Mol. Cell.
Biol, 2:1304-1319, 1982).

Un ejemplo de un promotor adecuado para su uso en células de insectos es el promotor de polihedrina (documento
US 4.745.051; Vasuvedan y col., FEBS Lett. 311, (1992) 7 - 11), el promotor P10 (J.M. Vlak y col., J. Gen. Virology
69, 1988, pags. 765-776), el promotor de proteina basica del virus de la polihedrosis de Aufographa californica
(documento EP 397 485), el promotor del gen 1 temprano inmediato de baculovirus (documento US 5.155.037;
documento US 5.162.222) o el promotor del gen retrasado tardio 39K de baculovirus (documento US 5.155.037;
documento US 5.162.222).

Los ejemplos de promotores adecuados para su uso en células hospedadoras de levadura incluyen promotores de
genes glicoliticos de levadura (Hitzeman y col., J. Biol. Chem. 255 (1980), 12073 - 12080; Alber y Kawasaki, J. Mol.
Appl. Gen. 1 (1982), 419 - 434) o genes de alcohol deshidrogenasa (Young y col., en Genetic Engineering of
Microorganisms for Chemicals (Hollaender y col., eds.), Plenum Press, New York, 1982) o los promotores TPI1
(documento US 4.599.311) o ADH2-4c (Russell y col., Nature 304 (1983), 652 - 654).

Son ejemplos de promotores adecuados para su uso en células hospedadoras de hongos filamentosos, por ejemplo,
el promotor ADH3 (McKnight y col., The EMBO J. 4 (1985), 2093 - 2099) o el promotor tpiA. Ejemplos de otros
promotores utiles son aquellos procedentes del gen que codifica amilasa TAKA de A. oryzae, proteinasa aspartica de
Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de A. niger, alfa-amilasa estable acida de A. niger, glucoamilasa (gluA) de A.
niger o A. awamori, lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de A. oryzae, triosa fosfato isomerasa de A.
oryzae o acetamidasa de A. nidulans. Los promotores TAKA-amilasa y gluA son preferidos. Se mencionan
promotores adecuados en, por ejemplo el documento EP 238 023 y EP 383 779.

Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos VAR2CSA de Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de
acuerdo con la presente invencién también pueden, si es necesario, conectarse operativamente a un terminador
adecuado, tal como el terminador de la hormona de crecimiento humano (Palmiter y col., Science 222, 1983, pags.
809-814) o los terminadores TPI1 (Alber y Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1, 1982, pags. 419-434) o ADH3 (McKnight y
col., The EMBO J. 4, 1985, pags. 2093-2099). Los vectores de expresion también pueden contener un conjunto de
sitios de corte y empalme de ARN situados cadena abajo del promotor y cadena arriba del sitio de insercion para la
secuencia de VAR2CSA en si misma. Los sitios de empalme de ARN preferidos pueden obtenerse a partir de genes
de adenovirus y/o inmunoglobulinas. También contiene en los vectores de expresion una sefial de poliadenilacion
situada cadena abajo del sitio de insercion. Las sefiales de poliadenilacion particularmente preferidas incluyen la
sefial de poliadenilacion temprana o tardia de SV40 (Kaufman y Sharp, ibid.), la sefial de poliadenilacion de la region
Elb del adenovirus 5, el terminador del gen de la hormona de crecimiento humana (DeNoto y col., Nucl. Acids Res.
9:3719-3730, 1981) o la sefial de poliadenilacion de genes humanos o bovinos de Plasmodium falciparum. Los
vectores de expresion también pueden incluir una secuencia lider viral no codificante, tal como el lider tripartito de
adenovirus 2, localizado entre el promotor y los sitios de empalme de ARN; y secuencias potenciadoras, tales como
el potenciador SV40.

Para dirigir los polipéptidos VAR2CSA de Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de la presente invencion en la
ruta secretora de las células hospedadoras, se puede proporcionar una secuencia sefial secretora (también conocida
como secuencia lider, prepro secuencia o pre secuencia) en el vector recombinante. La secuencia sefial secretora
se une a las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos VAR2CSA de Plasmodium falciparum y otros
polipéptidos de acuerdo con la presente invencion en el marco de lectura correcto. Las secuencias sefial secretoras
se colocan comunmente en posicién 5' de la secuencia de ADN que codifica el péptido. La secuencia de sefal
secretora puede ser aquella, normalmente asociada con la proteina o puede ser de un gen que codifica otra proteina
secretada.
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Para la secrecion de células de levadura, a secuencia sefial secretora puede codificar cualquier péptido sefal, lo que
asegura una direccion eficaz de los polipéptidos VAR2CSA de Plasmodium falciparum expresados y otros
polipéptidos de acuerdo con la presente invencion en la ruta secretora de la célula. El péptido sefial puede ser un
péptido sefial de origen natural, o una parte funcional del mismo, o puede ser un péptido sintético. Se ha encontrado
que los péptidos sefal adecuados son el péptido sefial del factor alfa (véase el documento US 4.870.008), el péptido
sefial de la amilasa salival de raton (véase O. Hagenbuchle y col., Nature 289, 1981, pags. 643-646), un péptido
sefial de la carboxipeptidasa modificada (véase L.A. Valls y col., Cell 48, 1987, pags. 887-897), el péptido sefial de
levadura BAR1 (véase el documento WO 87/02670) o el péptido sefial de la proteasa aspartica 3 de levadura (YAP3)
(véase M. Egel-Mitani y col., Yeast 6, 1990, pags. 127-137).

Para la secrecion eficaz en levadura, también puede insertarse una secuencia que codifica un péptido lider cadena
abajo de la secuencia sefial y cadena arriba de la secuencia de ADN que codifica los polipéptidos VAR2CSA de
Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de acuerdo con la presente invencion. La funcién del péptido lider es
permitir que el péptido expresado se dirija desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi y mas a una vesicula
secretora para la secrecion en el medio de cultivo (es decir, exportacion de los polipéptidos VAR2CSA de
Plasmodium falciparum y otros polipéptidos segun el presente invencion a través de la pared celular o al menos a
través de la membrana celular en el espacio periplasmico de la célula de levadura). El péptido lider puede ser el lider
del factor alfa de levadura (la utilizacion del cual se describe en, por ejemplo, el documento US 4.546.082, el
documento US 4.870.008, el documento EP 16 201, el documento EP 123 294, el documento EP 123 544 y el
documento EP 163 529). Alternativamente, el péptido lider puede ser un péptido lider sintético, es decir, un péptido
lider que no se encuentra en la naturaleza. Los péptidos lider sintéticos pueden, por ejemplo, construirse como se
describe en el documento WO 89/02463 o el documento WO 92/11378.

Para su uso en hongo filamentoso, el péptido sefal puede proceder, convenientemente, de un gen que codifica una
amilasa o glucoamilasa de Apergillus sp, un gen que codifica una lipasa o proteasa de Rhizomucor miehei o lipasa
de Humicola lanuginosa. El péptido sefal procede, preferentemente, de un gen que codifica amilasa TAKA de A.
oyzae, alfa-amilasa neutra de A. niger, amilasa estable acida de A. niger o glucoamilasa de A. niger. Los péptidos
sefial adecuados se desvelan en, por ejemplo el documento EP 238 023 y EP 215 594.

Para su uso en células de insectos, el péptido sefial puede proceder, convenientemente, de un gen de insecto
(véase el documento WO 90/05783), tal como el péptido sefial precursor de la hormona adipocinética Manduca
sexta de lepiddptero (véase el documento US 5.023.328).

Los procedimientos utilizados para unir las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos VAR2CSA de
Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de acuerdo con la presente invencion, el promotor y, opcionalmente, el
terminador y/o secuencia sefial secretora, respectivamente, y para insertarlos en vectores adecuados que contienen
la informacidn necesaria para la replicacion, son bien conocidos por los expertos en la materia (véase, por ejemplo,
Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989).

Los procedimientos para transfectar células de mamifero y expresar secuencias de ADN introducidas en las células
se describen en, por ejemplo, Kaufman y Sharp, J. Mol. Biol. 159 (1982), 601 - 621; Southern y Berg, J. Mol. Appl.
Genet. 1 (1982), 327 - 341; Loyter y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982), 422 - 426; Wigler y col., Cell 14
(1978), 725; Corsaro y Pearson, Somatic Cell Genetics 7 (1981), 603, Graham y van der Eb, Virology 52 (1973), 456;
y Neumann y col., EMBO J. 1 (1982), 841 - 845.

Las secuencias de ADN clonadas se introducen en células de mamiferos cultivadas mediante, por ejemplo,
transfeccion mediada por fosfato de calcio (Wigler y col., Cell 14: 725-732, 1978; Corsaro y Pearson, Somatic Cell
Genetics 7:603-616, 1981; Graham y van der Eb, Virology 52d:456-467, 1973) o electroporacion (Neumann y col.,
EMBO J. 1:841-845, 1982). Para identificar y seleccionar células que expresan el ADN exdgeno, generalmente se
introduce en las células un gen que confiere un fenotipo seleccionable (un marcador seleccionable) junto con el gen
o ADNCc de interés. Los marcadores seleccionables preferentes incluyen genes que confieren resistencia a farmacos
tales como neomicina, higromicina y metotrexato. El marcador seleccionable puede ser un marcador seleccionable
amplificable. Un marcador seleccionable amplificable preferente es una secuencia de dihidrofolato reductasa
(DHFR). Los marcadores seleccionables son revisados por Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth
Publishers, Stoneham, MA). Los expertos en la materia son capaces de elegir faciimente marcadores seleccionables
adecuados.

Pueden introducirse marcadores seleccionables en la célula en un plasmido separado al mismo tiempo que el gen
de interés, o pueden introducirse en el mismo plasmido. Si esta en el mismo plasmido, el marcador seleccionable y
el gen de interés pueden estar bajo el control de diferentes promotores o el mismo promotor, produciendo la ultima
disposicion un mensaje dicistronico. Las construcciones de este tipo son conocidas en la materia (por ejemplo,
Levinson y Simonsen, documento U.S. 4.713.339). También puede ser ventajoso afiadir ADN adicional, conocido
como "ADN portador”, a la mezcla que se introduce en las células.

Después de que las células hayan absorbido el ADN, se cultivan en un medio de crecimiento apropiado,
normalmente 1-2 dias, para comenzar a expresar el gen de interés. Como se usa en el presente documento, la
expresion "medio de crecimiento apropiado” significa un medio que contiene nutrientes y otros componentes
requeridos para el crecimiento de células y la expresion del polipéptido VAR2CSA de Plasmodium falciparum de
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interés. Los medios incluyen, generalmente, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos
esenciales, azlcares esenciales, vitaminas, sales, fosfolipidos, proteinas y factores de crecimiento. La seleccion del
farmaco se aplica luego para seleccionar el crecimiento de células que expresan el marcador seleccionable de una
manera estable. Para las células que se han transfectado con un marcador seleccionable amplificable, la
concentracion del farmaco puede aumentarse para seleccionar un nimero de copias aumentado de las secuencias
clonadas, aumentando de ese modo los niveles de expresion. Luego, los clones de células transfectadas de forma
estable se rastrean para determinar la expresion del polipéptido VAR2CSA de Plasmodium falciparum de interés.

La célula hospedadora en la que se introducen las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos VAR2CSA de
Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de acuerdo con la presente invenciéon puede ser cualquier célula, que
sea capaz de producir los polipéptidos modificados postransduccionales e incluya levaduras, hongos y células
eucariotas superiores.

Los ejemplos de lineas celulares de mamiferos para su uso en la presente invencion son las lineas celulares COS-1
(ATCC CRL 1650), ridén de hamster bebé (BHK) y 293 (ATCC CRL 1573; Graham y col., J. Gen. Virol. 36:59-72,
1977). Una linea celular BHK preferente es la linea celular tk-ts13 BHK (Waechter y Baserga, Proc Natl. Acad. Sci.
USA 79: 1106-1110, 1982), en lo sucesivo denominadas células BHK 570. La linea celular BHK 570 ha sido
depositada en la American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Dr., Rockville, Md. 20852, con el nimero de
referencia ATCC CRL 10314. Una linea celular tk-ts13 BHK también esta disponible en la ATCC con el nimero de
referencia CRL 1632. Ademas, se pueden utilizar varias otras lineas celulares dentro de la presente invencion,
incluyendo Rat Hep | (hepatoma de rata; ATCC CRL 1600), Rat Hep Il (hepatoma de rata; ATCC CRL 1548), TCMK
(ATCC CCL 139), pulmoén humano (ATCC HB 8065), NCTC 1469 (ATCC CCL 9.1), CHO (ATCC CCL 61) y células
DUKX (Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, 1980).

Los ejemplos de células de levaduras adecuadas incluyen células de Saccharomyces spp. o Schizosaccharomyces
spp., en particular cepas de Saccharomyces cerevisiae o Saccharomyces kluyveri. Se describen procedimientos
para transformar células de levadura con ADN heterdlogo y producir polipéptidos heterélogos de alli, por ejemplo, en
el documento US 4.599.311, el documento US 4.931.373, el documento US 4.870.008, 5.037.743 y el documento
US 4.845.075. Se seleccionan células transformadas por un fenotipo determinado por un marcador seleccionable,
comunmente resistente a los farmacos o la capacidad de crecer en ausencia de un nutriente particular, por ejemplo,
leucina. Un vector preferente para su uso en levaduras es el vector POT1 desvelado en el documento US 4.931.373.
Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos VAR2CSA de Plasmodium falciparum y otros polipéptidos de
acuerdo con la presente invencion pueden precederse de una secuencia sefial y, opcionalmente, una secuencia
lider, por ejemplo, como se describe anteriormente. Ejemplos adicionales de células de levadura adecuadas son
cepas de Kluyveromyces, tales como K. lactis, Hansenula, por ejemplo, H. polymorpha o Pichia, por ejemplo, P.
pastoris (véase Gleeson y col., J. Gen. Microbiol. 132, 1986, pags. 3459-3465; documento US 4.882.279).

Ejemplos de otras células de hongos son células de hongo filamentoso, por ejemplo, Aspergillus spp., Neurospora
spp., Fusarium spp. o trichoderma spp., en particular cepas de A. oryzae, A. nidulans o A. niger. La utilizacion de
Aspergillus spp. para la expresion de proteinas se describe en, por ejemplo, el documento EP 272 277, el
documento EP 238 023, el documento EP 184 438. La transformacion de F. oxysporum puede, por ejemplo, llevarse
a cabo como se describe por Maladier y col., 1989, Gene 78: 147-156. La transformacion de Trichoderma spp. se
puede realizar, por ejemplo, como se describe en el documento EP 244 234.

Cuando se utiliza un hongo filamentoso como célula hospedadora, se puede transformar con la construccién de ADN
de la invencion, convenientemente, mediante la integracion de la construccion de ADN en el cromosoma del
hospedador para obtener una célula hospedadora recombinante. Esta integracion generalmente se considera una
ventaja ya que es mas probable que la secuencia de ADN se mantenga estable en la célula. Puede realizarse la
integracion de las construcciones de ADN en el cromosoma hospedador de acuerdo con procedimientos
convencionales, por ejemplo, mediante recombinacién homologa o heterdloga.

Pueden realizarse la transformacion de células de insecto y la produccion de polipéptidos heterélogos en las mismas
como se describe en el documento US 4.745.051; el documento US 4.879.236; el documento US 5.155.037;
5.162.222; el documento EP 397.485. La linea celular de insecto utilizada como hospedadora puede ser
adecuadamente una linea celular de Lepiddptera, tales como células de Spodoptera frugiperda o células de
Trichoplusia ni (véase el documento US 5.077.214). Las condiciones de cultivo pueden ser adecuadamente como se
describe en, por ejemplo, el documento WO 89/01029 o el documento WO 89/01028 o cualquiera de las referencias
anteriormente mencionadas.

La célula hospedadora transformada o transfectada descrita anteriormente se cultiva a continuacién en un medio
nutritivo adecuado en condiciones que permiten la expresion del polipéptido VAR2CSA de Plasmodium falciparum
después de lo cual todo o parte del péptido resultante puede recuperarse del cultivo. EI medio utilizado para cultivar
las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para el crecimiento de las células hospedadoras, tales
como medios minimos o complejos que contienen suplementos apropiados. Los medios adecuados estan
disponibles a través de proveedores comerciales o pueden prepararse de acuerdo con recetas publicadas (por
ejemplo, en catalogos de la American Type Culture Collection). El polipéptido VAR2CSA de Plasmodium falciparum
producido por las células puede recuperarse luego del medio de cultivo mediante procedimientos convencionales
que incluyen la separacion de las células hospedadoras del medio mediante centrifugacion o filtracion, precipitar los
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componentes acuosos de la proteina del sobrenadante o filtrado mediante una sal, por ejemplo, sulfato de amonio,
purificaciéon mediante una variedad de procedimientos cromatograficos, por ejemplo, cromatografia de intercambio
idnico, cromatografia de filtracién en gel, cromatografia de afinidad o similares, dependiendo del tipo de polipéptido
en cuestion.

Puede emplearse tecnologia de animales transgénicos para producir los polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos
de la invencion. Se prefiere producir las proteinas dentro de las glandulas mamarias de un mamifero hembra
hospedador. La expresion en la glandula mamaria y la subsiguiente secrecion de la proteina de interés en la leche
supera muchas dificultades encontradas en el aislamiento de proteinas de otras fuentes. La leche se recoge
facilmente, esta disponible en grandes cantidades y estd bien caracterizada bioquimicamente. Ademas, las
principales proteinas de la leche estan presentes en la leche a altas concentraciones (normalmente de,
aproximadamente, 1 a 15 g/l).

Desde un punto de vista comercial, es claramente preferible utilizar como hospedador una especie que tenga una
gran produccion de leche. Si bien se pueden utilizar animales mas pequefios, como ratones y ratas (y se prefieren
en la etapa de prueba de principio), se prefiere utilizar mamiferos de ganado incluyendo, pero sin limitacion, cerdos,
cabras, ovejas y bovinos. Las ovejas son particularmente preferidas debido a factores tales como la historia previa
de transgénesis en esta especie, produccion de leche, coste y la rapida disponibilidad de equipos para recolectar
leche de oveja (véase, por ejemplo, el documento WO 88/00239 para una comparacion de factores que influyen en
la eleccion de especies hospedadoras). En general, es deseable seleccionar una raza de animal hospedador que se
haya criado para su uso en productos lacteos, tales como ovejas de Frisia Oriental, o para introducir material lacteo
mediante la cria de la linea transgénica en una fecha posterior. En cualquier caso, se deben utilizar animales de
buen estado de salud conocido.

Para obtener expresion en la glandula mamaria, se utiliza un promotor de transcripcion de un gen de proteinas de la
leche. Los genes de proteinas de la leche incluyen aquellos genes que codifican caseinas (véase el documento U.S.
5.304.489), beta lactoglobulina, una lactoalbumina y proteina acida de suero de leche. Se prefiere el promotor beta
lactoglobulina (BLG). En el caso del gen de la beta lactoglobulina ovina, generalmente se utilizara una region de al
menos los 406 pb proximales de la secuencia flanqueante 5’ del gen, aunque se prefieren porciones mayores de la
secuencia flanqueante 5’, hasta aproximadamente 5 kpb, tal como un segmento de ADN de -4,25 kpb que abarca el
promotor flanqueante 5’ y la porcion no codificante del gen de la beta lactoglobulina (véase Whitelaw y col., Biochem.
J. 286: 31 39 (1992)). También son adecuados fragmentos similares de ADN promotor de otras especies.

También pueden incorporarse otras regiones del gen de la beta lactoglobulina en construcciones, como pueden ser
las regiones gendmicas del gen que se va a expresar. En general se acepta en la materia que las construcciones
carecen de intrones, por ejemplo, expresan mal en comparaciéon con aquellos que contienen dichas secuencias de
ADN (véase Brinster y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 836 840 (1988); Palmiter y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88: 478 482 (1991); Whitelaw y col., Transgenic Res. 1: 3 13 (1991); documento WO 89/01343; y documento WO
91/02318). En este aspecto, generalmente se prefiere, cuando sea posible, utilizar secuencias gendmicas que
contienen todos o algunos de los intrones nativos de un gen que codifica la proteina o polipéptido de interés, por lo
tanto, se prefiere la inclusién adicional de al menos algunos intrones de, por ejemplo, el gen de beta lactoglobulina.
Una de dichas regiones es un segmento de ADN que proporciona el empalme de intrones y la poliadenilacion de
ARN de la region 3’ no codificante del gen de la beta lactoglobulina ovina. Cuando se sustituyen las secuencias
naturales 3’ no codificantes de un gen, este segmento de beta lactoglobulina ovina puede mejorar y estabilizar los
niveles de expresion de la proteina o polipéptido de interés. En otras realizaciones, la region que rodea el ATG de
iniciacion de la secuencia de VAR2CSA se reemplaza con secuencias correspondientes de un gen de proteina
especifico de leche. Dicho reemplazo proporciona un entorno de iniciacion especifico de tejido putativo para mejorar
la expresion. Es conveniente reemplazar todas las secuencias de VAR2CSA pre pro y 5’ no codificantes con las de,
por ejemplo, el gen BLG, aunque pueden reemplazarse las regiones mas pequefias.

Para la expresion de polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de acuerdo con la presente invencion en animales
transgénicos, un segmento de ADN que codifica VAR2CSA se une operativamente a segmentos de ADN adicionales
requeridos para su expresion para producir unidades de expresion. Dichos segmentos adicionales incluyen el
promotor mencionado anteriormente, asi como secuencias que proporcionan la terminacion de la transcripcion y
poliadenilacion de ARNm. Las unidades de expresion incluiran ademas un segmento de ADN que codifica una
secuencia de sefal secretora unida operativamente al segmento que codifica VAR2CSA modificado. La secuencia
de sefial secretora puede ser una secuencia de sefal secretora nativa o puede ser la de otra proteina, tal como una
proteina de leche (véase, por ejemplo, von Heijne, Nucl. Acids Res. 14: 4683 4690 (1986); y Meade y col.,
documento U.S. 4.873.316). La construccion de unidades de expresidon para su uso en animales transgénicos se
lleva a cabo convenientemente mediante la insercién de una secuencia de VAR2CSA en un vector de plasmido o
fago que contiene los segmentos de ADN adicionales, aunque la unidad de expresidon puede construirse
esencialmente mediante cualquier secuencia de ligandos. Es particularmente conveniente proporcionar un vector
que contiene un segmento de ADN que codifica una proteina de leche y reemplazar la secuencia de codificacion
para la proteina de leche con la de una variante de VAR2CSA; creando de ese modo una fusion génica que incluye
las secuencias de control de la expresion del gen de la proteina de la leche. En cualquier caso, la clonacion de las
unidades de expresion en plasmidos u otros vectores facilita la amplificaciéon de la secuencia de VAR2CSA. La
amplificacién se lleva a cabo convenientemente en células hospedadoras bacterianas (por ejemplo, E. coli), por lo
tanto, los vectores incluiran tipicamente un origen de replicacién y un marcador seleccionable funcional en células
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hospedadoras bacterianas. La unidad de expresion se introduce luego en 6vulos fertilizados (que incluyen los
embriones de la etapa inicial) de la especie hospedadora elegida. Se puede realizar la introduccion de ADN
heterélogo mediante una de varias rutas, que incluyen microinyeccion (por ejemplo, patente de Estados Unidos n°
4.873.191), infeccion retroviral (Jaenisch, Science 240: 1468 1474 (1988)) o integracion dirigida al sitio utilizando
células madre embrionarias (ES) (revisado por Bradley y col., Bio / Technology 10: 534 539 (1992)). Luego, los
6vulos se implantan en los oviductos o Uteros de las hembras pseudoprefiadas y se les permite desarrollarse a
término. Los descendientes que llevan el ADN introducido en su linea germinal pueden pasar el ADN a su progenie
de forma normal, forma mendeliana, lo que permite el desarrollo de rebafios transgénicos. Los procedimientos
generales para producir animales transgénicos son conocidos en la materia (véase, por ejemplo, Hogan y col.,
Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1986; Simons y col.,
Bio/Technology 6: 179 183 (1988); Wall y col., Biol. Reprod. 32: 645 651 (1985); Buhler y col., Bio/Technology 8: 140
143 (1990); Ebert y col., Bio/Technology 9: 835 838 (1991); Krimpenfort y col., Bio/Technology 9: 844 847 (1991);
Wall y col., J. Cell. Biochem. 49: 113 120 (1992); documento U.S. 4.873.191; documento U.S. 4.873.316; documento
WO 88/00239, documento WO 90/05188, documento WO 92/11757; y documento GB 87/00458). Las técnicas para
introducir secuencias de ADN extrafias en mamiferos y sus células germinales se desarrollaron originalmente en el
ratéon (véase, por ejemplo, Gordon y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380 7384 (1980); Gordon y Ruddle,
Science 214: 1244 1246 (1981); Palmiter y Brinster, Cell 41: 343 345 (1985); Brinster y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82: 4438 4442 (1985); y Hogan y col., (ibid.)). Estas técnicas se aceptaron posteriormente para su uso con
animales mas grandes, que incluyen especies de ganado (véase, por ejemplo, los documentos WO 88/00239, WO
90/05188 y WO 92/11757; y Simons y col., Bio/Technology 6: 179 183 (1988)). En resumen, en la ruta mas eficaz
utilizada hasta la fecha en la generacion de ratones o ganado transgénicos, varios cientos de moléculas lineales del
ADN de interés se inyectan en uno de los nucleos pro de un évulo fertilizado de acuerdo con técnicas establecidas.
También se puede emplear la inyeccion de ADN en el citoplasma de un cigoto.

También se puede emplear la produccion en plantas transgénicas. La expresion puede generalizarse o dirigirse a un
organo particular, tal como un tubérculo (véase, Hiatt, Nature 344:469 479 (1990); Edelbaum y col., J. Interferon Res.
12:449 453 (1992); Sijmons y col., Bio/Technology 8:217 221 (1990); y el documento EP 0 255 378).

Purificacion de VAR2CSA

Los polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de la invencién se pueden recuperar del medio de cultivo celular o
leche. Los polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de la presente invencion se pueden purificar mediante una
variedad de procedimientos conocidos en la materia que incluyen, pero sin limitacién, cromatografia (por ejemplo, de
intercambio idnico, de afinidad, hidroéfoba, de enfoque y de exclusion de tamafio), procedimientos electroforéticos
(por ejemplo, enfoque isoeléctrico preparativo (IEF, del inglés "preparative isoelectric focusing"), solubilidad
diferencial (por ejemplo, precipitacion de sulfato de amonio), o extraccion (véase, por ejemplo, Protein Purification,
J.-C. Janson y Lars Ryden, editors, VCH Publishers, Nueva York, 1989). Preferentemente, se pueden purificar
mediante cromatografia de afinidad en una columna de anticuerpo anti-VAR2CSA. Se puede lograr una purificacion
adicional mediante medios de purificacion quimica convencionales, tales como cromatografia liquida de alta
resolucion. Otros procedimientos de purificacion, que incluyen precipitacion de citrato de bario, son conocidos en la
materia y se pueden aplicar a la purificacion de los nuevos polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos descritos en
el presente documento (véase, por ejemplo, Scopes, R., Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y., 1982).

Para fines terapéuticos, se prefiere que los polipéptidos VAR2CSA y otros polipéptidos de la invencién sean
sustancialmente puros. Por lo tanto, en una realizacion preferida de la invencion, el y otros polipéptidos de la
invencion se purifican hasta al menos aproximadamente 90 a 95% de homogeneidad, preferentemente a al menos
aproximadamente 98% de homogeneidad. La pureza se puede evaluar mediante, por ejemplo, electroforesis en gel y
secuenciacion amino-terminal de aminoacidos.

La expresion "polipéptido aislado" se refiere a un polipéptido de la presente invencién que (1) se ha separado de al
menos aproximadamente el 50 por ciento de polinucleétidos, lipidos, carbohidratos y otros materiales (es decir,
contaminantes) con los que esta asociado de forma natural. Preferentemente, el polipéptido aislado esta
sustancialmente libre de cualquier otro polipéptido contaminante u otros contaminantes que se encuentren en su
entorno natural, lo que interferiria con su uso terapéutico, diagndstico, profilactico y de investigacion.

El término "microorganismo" como se usa en el presente documento se refiere a bacterias, hongos, archaea,
protistas; plantas y animales microscépicos (tales como algas verdes o plancton), el planario y la ameba. Se incluyen
dentro de esta definicion los microorganismos patdgenos.

Administracion y composiciones farmacéuticas
Tratamientos de combinacion

El polipéptido, derivado o conjugado de VAR2CSA como se define en la presente memoria descriptiva puede
administrarse simultanea o secuencialmente con uno o mas de otros agentes cancerigenos y/o utilizarse en un
tratamiento de combinacién con otras terapias conocidas. Pueden suministrarse los factores en una forma de
dosificaciéon Unica en la que la forma de dosificaciéon Unica contiene ambos compuestos, o en forma de un kit de
partes que comprende una preparacion de un polipéptido VAR2CSA como una primera forma de dosificacion unitaria
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y una preparacion de uno o mas de otro compuesto como una segunda forma de dosificacion unitaria. Siempre que
se mencione una primera o segunda o tercera, etc. dosis unitaria a lo largo de esta especificacion, esto no indica el
orden de administracién preferente, pero se realiza, simplemente, por motivos de conveniencia.

Otros agentes o terapias contra el cancer adecuadas que pueden utilizarse en combinacion con un polipéptido
VAR2CSA incluyen anticuerpos ya en el mercado o en desarrollo, que incluyen Vemurafenib (Hoffmann-La Roche),
anticuerpos monoclonales humanos contra MCSP, Therapeutical (Micromet Inc), anti-MCSP utilizando la plataforma
de tecnologia de anticuerpos BIiTE y la transferencia adoptiva de linfocitos T citotéxicas con especificidad para
MCSP.

Por dosificacion "simultanea" de una preparacion de un polipéptido VAR2CSA y una preparacion de uno o mas de
otros compuestos se entiende la administracion de los compuestos en una forma de dosificaciéon Unica, o la
administracion de un primer agente seguido de la administracion de un segundo agente con una separacion de
tiempo de no mas de 15 minutos, preferentemente 10, mas preferentemente 5, y mas preferentemente 2 minutos.
Puede administrarse primero cualquier factor.

Por dosificacion "secuencial" se entiende la administracion de un primer agente seguido de la administracién de un
segundo agente con una separacion de tiempo de mas de 15 minutos. Puede administrarse primero cualquiera de
las dos formas de dosificacion unitaria. Preferentemente, ambos productos se inyectan a través del mismo acceso
intravenoso. En el presente documento se proporciona una formulacién farmacéutica que comprende un polipéptido
VAR2CSA que esta presente en una concentracion de suero/plasma de 0 mg/ml a 1 mg/ml, y en el que la
formulacién tiene un pH de 2,0 a 10,0. La formulacion puede comprender ademas un sistema tampon,
conservante(s), agente(s) de tonicidad, agente(s) quelantes, estabilizadores y tensioactivos. En algunas
realizaciones de la invencién, la formulaciéon farmacéutica es una formulacién acuosa, es decir, una formulacién que
comprende agua. Dicha formulacién es normalmente una solucion o una suspensién. En una realizaciones adicional
de la invencion, la formulaciéon farmacéutica es una solucién acuosa. La expresion "formulacion acuosa" se define
como una formulacién que comprende al menos 50 % p/p de agua. Asimismo, la expresion "solucidon acuosa" se
define como una solucién que comprende al menos 50 % p/p de agua, y la expresion "suspension acuosa" se define
como una suspension que comprende al menos 50 % p/p de agua.

En otras realizaciones, la formulacién farmacéutica es una formulacion liofilizada, en la que el médico o el paciente
afade disolventes y/o diluyentes antes de su uso.

En otras realizaciones, la formulacion farmacéutica es una formulacion seca (por ejemplo, liofilizada o secada por
pulverizacion) lista para su uso sin ninguna disolucion previa.

En un aspecto adicional, la divulgacion se refiere a una formulacién farmacéutica que comprende una solucion
acuosa de un polipéptido VAR2CSA, y un tampén, en la que el polipéptido VAR2CSA esta presente en una
concentracion de suero/plasma de 0-1 mg/ml o superior, y en la que la formulacion tiene un pH de aproximadamente
2.0 a aproximadamente 10.0.

En otras realizaciones de la invencion, el pH de la formulacién se selecciona de la lista que consiste en 2,0, 2,1, 2,2,
2,3,24,25,26,2,7,28,2)9,3,0,3,1.3,2,3,3,34, 35,36, 3,7,3,8,3,9,40,41,4,2,4,3,4,4,4,5,4,6,4,7,4,8, 4,9,
5,0,5,15,2,5,3,54,5,5,5,6,5,7,5,8,5,9, 6,0,6,1,6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,7,1,7,2,7,3,7,4,7,5, 7,6,
7,7,78,79,8,0,8,1,8,2,8,3,84,8,5,8,6,8,7,8,8,8,9,9,0,9,1,9,2,9,3,94, 9,5, 9,6, 9,7,9,8,9,9y 10,0.

En una realizacion adicional de la invencion, el tampdn se selecciona del grupo que consiste en acetato de sodio,
carbonato de sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrogeno fosfato de sodio, hidrogeno
fosfato de disodio, fosfato de sodio y tris(hidroximetil)-aminometano, bicine, tricine, acido malico, succinato, acido
maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tampones
especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion.

En una realizacién adicional de la invencion, la formulacién comprende ademas un conservante farmacéuticamente
aceptable. En una realizaciéon adicional de la invencion, el conservante se selecciona del grupo que consiste en
fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, p-
hidroxibenzoato de butilo, 2-feniletanol, alcohol benzilo, clorobutanol y tiomerosal, bronopol, acido benzoico,
imidurea, clorohexidina, deshidroacetato de sodio, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etilo, cloruro de bencetonio,
clorfenesina (3p- clorofenoxipropano-1,2-diol) o mezclas de los mismos. En una realizacion adicional de la invencion,
el conservante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml. En una realizaciéon adicional de la
invencion, el conservante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. En una realizacion adicional
de la invencion, el conservante esta presente en una concentraciéon de 5 mg/ml a 10 mg/ml. En una realizacion
adicional de la invencion, el conservante esta presente en una concentracién de 10 mg/ml a 20 mg/ml. Cada uno de
estos conservantes especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion. La utilizacion de un
conservante en composiciones farmacéuticas es bien conocida por los expertos. Para mayor comodidad, se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizaciéon adicional de la invencioén, la formulacion comprende ademas un agente isoténico. En una
realizacion adicional de la invencion, el agente isotdnico se selecciona del grupo que consiste en una sal (por
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ejemplo, cloruro de sodio), un azucar o alcohol de azucar, un aminoacido (por ejemplo, L-glicina, L-histidina,
arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina), un alditol (por ejemplo, glicerol (glicerina), 1,2-
propanodiol (propilenglicol), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol) polietilenglicol (por ejemplo, PEG400) o mezclas de los
mismos. Puede utilizarse cualquier azucar tal como mono, di o polisacarido o glicanos solubles en agua, incluyendo,
por ejemplo, fructosa, glucosa, manosa, sorbosa, xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, dextrano, pululano,
dextrina, ciclodextrina, almidén soluble, almidén hidroxietil y carboximetilcelulosa-Na. En algunas realizaciones, el
aditivo de azucar es sacarosa. El alcohol de azucar se define como un hidrocarburo C4-C8 que tiene al menos un
grupo -OH e incluye, por ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol. En algunas
realizaciones, el aditivo de alcohol de azlcar es manitol. Los azlcares o alcoholes de azlcar mencionados
anteriormente pueden utilizarse individualmente o en combinaciéon. No hay un limite fijo para la cantidad utilizada,
siempre que el azlcar o el alcohol de azicar sea soluble en la preparacion liquida y no afecte adversamente los
efectos estabilizadores logrados utilizando los procedimientos de la invenciéon. En algunas realizaciones, la
concentracion de azucar o de alcohol de azlcar esta entre aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 150
mg/ml. En una realizaciéon adicional de la invencion, el agente isotdnico esta presente en una concentracion de 1
mg/ml a 50 mg/ml. En una realizacion adicional de la invencién, el agente isoténico esta presente en una
concentracion de 1 mg/ml a 7 mg/ml. En una realizacion adicional de la invencion, el agente isotonico esta presente
en una concentracion de 8 mg/ml a 24 mg/ml. En una realizacién adicional de la invencion, el agente isotdnico esta
presente en una concentracion de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada uno de estos agentes isoténicos especificos
constituye una realizacion alternativa de la invencion. La utilizacion de un agente isotdénico en composiciones
farmacéuticas es bien conocida por los expertos. Para mayor comodidad, se hace referencia a Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizacién adicional de la invencion, la formulacion comprende ademas un agente quelante. En una
realizacion adicional de la invencion, el agente quelante se selecciona de sales de acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), acido citrico y acido aspartico y mezclas de los mismos. En una realizaciéon adicional de la invencion, el
agente quelante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. En una realizaciéon adicional de la
invencion, el agente quelante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 2 mg/ml. En una realizacion
adicional de la invencion, el agente quelante esta presente en una concentracion de 2 mg/ml a 5 mg/ml. Cada uno
de estos agentes quelantes especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion. La utilizacion de un
agente quelante en composiciones farmacéuticas es bien conocida por los expertos. Para mayor comodidad, se
hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizacion adicional de la invencién, la formulacién comprende ademas un estabilizador. La utilizacion de un
estabilizador en composiciones farmacéuticas es bien conocida por los expertos. Para mayor comodidad, se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

De manera mas particular, las composiciones de la invencién son composiciones farmacéuticas liquidas
estabilizadas cuyos componentes terapéuticamente activos incluyen un polipéptido que posiblemente exhibe
formacién de agregados durante el almacenamiento en formulaciones farmacéuticas liquidas. Por "formacion de
agregados" se entiende una interaccion fisica entre las moléculas polipeptidicas que da como resultado la formacién
de oligébmeros, que pueden permanecer solubles, o grandes agregados visibles que precipitan desde la solucion. Por
"durante el almacenamiento” se entiende que una composicién o formulacion farmacéutica liquida, una vez
preparada, no se administra inmediatamente a un sujeto. En su lugar, después de la preparacion, se envasa para su
almacenamiento, ya sea en forma liquida, en estado congelado o en forma seca para su posterior reconstitucion en
una forma liquida u otra forma adecuada para la administracion a un sujeto. Por "forma seca" se entiende que la
composicion o formulacion farmacéutica liquida se seca mediante secado por congelacion (es decir, liofilizacion;
véase, por ejemplo, Williams y Polli (1984) J. Parenteral Sci. Technol. 38:48-59), secado por pulverizacion (véase
Masters (1991) in Spray-Drying Handbook (5% ed; Longman Scientific y Technical, Essez, U.K.), pags. 491-676;
Broadhead y col. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18:1169-1206; y Mumenthaler y col. (1994) Pharm. Res. 11:12-20),
o0 secado al aire (Carpenter y Crowe (1988) Cryobiology 25:459-470; y Roser (1991) Biopharm. 4:47-53). La
formacion de agregados por un polipéptido durante el almacenamiento de una composicidon farmacéutica liquida
puede afectar adversamente a la actividad biolégica de ese polipéptido, dando como resultado la pérdida de la
eficacia terapéutica de la composicion farmacéutica. Ademas, la formacion de agregados puede causar otros
problemas tales como el bloqueo de tubos, membranas o bombas cuando la composicién farmacéutica que contiene
polipéptidos se administra utilizando un sistema de infusion.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender ademas una cantidad de una base de
aminoacidos suficiente para disminuir la formacion de agregados por el polipéptido durante el almacenamiento de la
composicion. Por "base de aminoacidos" se entiende un aminoacido o una combinacién de aminoacidos, en el que
cualquier aminoacido dado esta presente en su forma de base libre o en su forma de sal. Cuando se utiliza una
combinacion de aminoacidos, todos los aminoacidos pueden estar presentes en sus formas de base libre, todos
pueden estar presentes en sus formas de sal, o algunos pueden estar presentes en sus formas de base libre
mientras que otros estan presentes en sus formas de sal. En algunas realizaciones, los aminoacidos para utilizar en
la preparacion de las composiciones de la invencion son aquellos que llevan una cadena lateral cargada, tal como
arginina, lisina, acido aspartico y acido glutamico. Cualquier esteroisémero (es decir, isémero L, D o DL) de un
aminoacido particular (por ejemplo, glicina, metionina, histidina, imidazol, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico,
triptéfano, treonina y mezclas de los mismos) o combinaciones de estos esteroisémeros, pueden estar presentes en
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las composiciones farmacéuticas de la invencién siempre que el aminoacido particular esté presente en su forma de
base libre o su forma de sal. En algunas realizaciones, se utiliza el L-estereoisémero. Las composiciones de la
invencion también pueden formularse con analogos de estos aminoacidos. Por "analogo de aminoacido" se entiende
un derivado del aminoacido de origen natural que produce el efecto deseado de disminucion de la formacion de
agregados por el polipéptido durante el almacenamiento de las composiciones farmacéuticas liquidas de la
invencion. Los analogos de arginina adecuados incluyen, por ejemplo, aminoguanidina, ornitina y N-monoetil L-
arginina, los analogos de metionina adecuados incluyen etionina y butionina y los analogos de cisteina adecuados
incluyen S-metil-L cisteina. Como con los otros aminoacidos, los analogos de aminoacidos se incorporan en las
composiciones en su forma de base libre o en su forma de sal. En una realizacién adicional de la invencién, los
aminoacidos o analogos de aminoacidos se utilizan en una concentracion, que es suficiente para evitar o retrasar la
agregacion de la proteina.

En una realizacion adicional de la invencion, se puede afiadir metionina (u otros aminoacidos o analogos de
aminoacidos sulfuricos) para inhibir la oxidacién de restos de metionina a sulféxido de metionina cuando el
polipéptido que actia como agente terapéutico es un polipéptido que comprende al menos un resto de metionina
susceptible a tal oxidaciéon. Por "inhibir" se pretende acumulacion minima de especies oxidadas de metionina a lo
largo del tiempo. La inhibicion de la oxidacion de metionina da como resultado una mayor retencion del polipéptido
en su forma molecular adecuada. Se puede utilizar cualquier estereocisémero de metionina (isémero L, D o DL) o
combinaciones de los mismos. La cantidad que se debe agregar debe ser una cantidad suficiente para inhibir la
oxidacion de los restos de metionina de manera que la cantidad de sulféxido de metionina sea aceptable para las
agencias reguladoras. Normalmente, esto significa que la composicion contiene no mas de aproximadamente 10 % a
aproximadamente 30 % de sulféxido de metionina. Generalmente, esto se puede lograr mediante la adicion de
metionina de modo que la relacidon de metionina afiadida a restos de metionina varie de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 1000:1, tal como 10:1 a aproximadamente 100:1.

En una realizacion adicional de la invencion, la formulacion comprende ademas un estabilizador seleccionado del
grupo de polimeros de alto peso molecular o compuestos de bajo peso molecular. En una realizacion adicional de la
invencion, el estabilizador se selecciona de polietilenglicol (por ejemplo, PEG 3350), alcohol polivinilico (PVA, del
inglés "polyvinyl alcohol"), polivinilpirrolidona, carboxi/hidroxi-celulosa o derivados de los mismos (por ejemplo HPC,
HPC-SL, HPC-L y HPMC), ciclodextrinas, sustancias que contiene sulfuro como monotioglicerol, acido tioglicolico y
2-metiltioetanol y diferentes sales (por ejemplo, cloruro de sodio). Cada uno de estos estabilizadores especificos
constituye una realizacion alternativa de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes estabilizantes adicionales, que mejoran
adicionalmente la estabilidad de un polipéptido terapéuticamente activo en el mismo. Los agentes estabilizantes de
interés particular para la presente invencion incluyen, aunque sin limitaciéon, metionina y EDTA, que protegen al
polipéptido frente a la oxidacion de metionina, y un tensioactivo no iénico, que protege el polipéptido contra la
agregacion asociada con congelacion-descongelacion o cizallamiento mecanico.

En una realizacién adicional de la invencién, la formulacién comprende ademas un tensioactivo. En una realizacion
adicional de la invencion, el tensioactivo se selecciona de un detergente, aceite de ricino etoxilado, glicéridos
poliglicolizados, monoglicéridos acetilados, ésteres de acidos grasos de sorbitan, polimeros de bloques de
polioxipropileno-polooxietilino (por ejemplo, poloxameros tales como Pluronic® F68, poloxamero 188 y 407, Triton X-
100) ésteres de acidos grasos de polioxietileno de sorbitan, polioxietileno y derivados de polietileno tales como
derivados alquilados y alcoxilados (tweens, por ejemplo, Tween-20, Tween-40, Tween-80 y Brij-35), monoglicéridos
o derivados etoxilados de los mismos, diglicéridos o derivados de polioxietileno de los mismos, alcoholes, glicerol,
lectinas y fosfolipidos (por ejemplo, fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
difosfatidilglicerol y esfingomielina), derivados de fosfolipidos (por ejemplo, acido dipalmitoil fosfatidico) y
lisofosfolipidos (por ejemplo, palmitoil lisofosfatidil-L-serina y 1-acil-sn-glicero-3-fosfato ésteres de etanolamina,
colina, serina o treonina) y alquilo, alcoxilo (éster de alquilo), derivados de alcoxi (alquil éter) de lisofosfatidil y
fosfatidilcolinas, por ejemplo, derivados de lauroil y miristoil de lisofosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, y
modificaciones del grupo principal polar, que son colinas, atenolaminas, acido fosfatidico, serinas, treoninas, glicerol,
inositol y DODAC, DOTMA, DCP, BISHOP, lisofosfatidilserina y lisofosfatidiltreonina de carga positiva, y
glicerofosfolipidos (por ejemplo, cefalinas), gliceroglicolipidos (por ejemplo, galactopiransoide), esfingoglicolipidos
(por ejemplo, ceramidas, gangliésidos), dodecilfosfocolina, lisolecitina de huevo de gallina, derivados de acido
fusidico (por ejemplo, taurodihidrofusidato de sodio, etc.), acidos grasos de cadena larga y sales C6-C12 de los
mismos (por ejemplo, acido oleico y acido caprilico), acilcarnitinas y derivados, derivados N%acilados de lisina,
arginina o histidina, o derivados acilados de la cadena lateral de lisina o arginina, derivados N¢®acilados de
dipéptidos que comprenden cualquier combinacion de lisina, arginina o histidina y un aminoacido neutro o acido,
derivado N%acilado de un tripéptido que comprende cualquier combinacion de un aminoacido neutro y dos
aminoacidos cargados, DSS (docusato de sodio, n.° de registro CAS [577-11-7]), docusato de calcio, n.° de registro
CAS [128-49-4 1), docusato de potasio, n.° de registro CAS [7491-09-0 ]), SDS (dodecil sulfato de sodio o lauril
sulfato de sodio), caprilato de sodio, acido cdlico o derivados del mismo, acidos biliares y sus sales y conjugados de
glicina o taurina, acido ursodesoxicdlico, colato de sodio, desoxicolato de sodio, taurocolato de sodio, glicocolato de
sodio, N-Hexadecil-N, N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, tensioactivos monovalentes aniénicos (alquil-aril-
sulfonatos), tensioactivos zwitterionicos (por ejemplo, N-alquil-N, N-dimetilamonio-1-propanosulfonatos, 3-colamido-
1-propildimetilamonio-1-propanosulfonato, tensioactivos catidnicos (bases de amonio cuaternario) (por ejemplo,
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bromuro de cetil-trimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio), tensioactivos no iénicos (por ejemplo, dodecil-3-D-
glucopiranésido), poloxaminas (por ejemplo, Tetronic's), que son copolimeros de bloques tetrafuncionales derivados
de la adicién secuencial de 6xido de propileno y 6xido de etileno a etilendiamina, o el tensioactivo se puede
seleccionar del grupo de derivados de imidazolina, o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tensioactivos
especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion.

La utilizacion de un tensioactivo en composiciones farmacéuticas es bien conocida por los expertos. Para mayor
comodidad, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicién, 1995.

Es posible que otros ingredientes puedan estar presentes en la formulaciéon farmacéutica peptidica de la presente
invencion. Dichos ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes, antioxidantes,
agentes de carga, modificadores de tonicidad, agentes quelantes, iones metalicos, vehiculos oleaginosos, proteinas
(por ejemplo, albumina de suero humano, gelatina o proteinas) y un zwitterién (por ejemplo, un aminoacido tal como
betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina). Dichos ingredientes adicionales, por supuesto, no deberian
afectar negativamente a la estabilidad global de la formulacion farmacéutica de la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un polipéptido VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion
pueden administrarse a un paciente que necesite dicho tratamiento en varios sitios, por ejemplo, en sitios tdpicos,
por ejemplo, sitios de la piel y la mucosa, en sitios que evitan la absorcién, por ejemplo, administracion en una
arteria, en una vena, en el corazoén y en sitios que implican absorcién, por ejemplo, administracion en la piel, bajo la
piel, en un musculo o en el abdomen.

La administracion topica puede ser una ventaja particular en el tratamiento de afecciones asociadas con la
inflamacion local, como en el tratamiento de la inflamacién asociada con la quemadura u otras afecciones asociadas
con la piel. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la administracion es mediante administracion topica.

En algunas realizaciones particulares, las gotas oculares pueden utilizarse en afecciones asociadas con el 0jo, tal
como queratitis, tal como queratitis laminar difusa (DLK, del inglés "diffuse lamellar keratitis").

La administraciéon de composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién puede realizarse a través de varias
vias de administracion, por ejemplo, lingual, sublingual, bucal, en la boca, oral, en el estomago e intestino, nasal,
pulmonar, por ejemplo, a través de los bronquiolos y alveolos o una combinaciéon de los mismos, epidérmica,
dérmica, transdérmica, vaginal, rectal, ocular, por ejemplo, a través de la conjuntiva, uretral y parenteral a pacientes
que necesitan dicho tratamiento.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar en varias formas de dosificacion, por ejemplo,
como soluciones, suspensiones, emulsiones, microemulsiones, emulsion multiple, espumas, pomadas, pastas,
yesos, unglientos, comprimidos, comprimidos recubiertos, enjuagues, capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina
dura y capsulas de gelatina blanda, supositorios, capsulas rectales, gotas, geles, pulverizadores, polvos, aerosoles,
inhaladores, gotas para los ojos, ungiientos oftalmicos, enjuagues oftalmicos, pesarios vaginales, anillos vaginales,
unglentos vaginales, soluciones para inyeccion, soluciones transformadoras in situ, por ejemplo, gelificacion in situ,
ajuste in situ, precipitacion in situ, cristalizacion in situ, solucién de infusion e implantes.

Las composiciones de la invencion pueden componerse adicionalmente o unirse a, por ejemplo, a través de
interacciones covalentes, hidréfobas y electrostaticas, un vehiculo de farmaco, un sistema de liberacién de farmaco y
un sistema avanzado de liberacién de farmaco para potenciar adicionalmente la estabilidad del polipéptido
VAR2CSA, aumentar la biodisponibilidad, aumentar la solubilidad, disminuir los efectos adversos, lograr la
cronoterapia bien conocida por los expertos en la materia, y aumentar el cumplimiento del paciente o cualquier
combinacioén de los mismos. Los ejemplos de vehiculos, sistemas de liberaciéon de farmaco y sistemas avanzados de
liberacion de farmacos incluyen, aunque sin limitacion, polimeros, por ejemplo, celulosa y derivados, polisacaridos,
por ejemplo, dextrano y derivados, almidon y derivados, alcohol de polivinilo, polimeros de acrilato y metacrilato,
acido polilactico y poliglicélico y copolimeros de bloque de los mismos, polietilenglicoles, proteinas transportadoras,
por ejemplo, albumina, geles, por ejemplo, sistemas de termogelificacion, por ejemplo, sistemas de copolimeros de
blogue bien conocidos por los expertos en la materia, micelas, liposomas, microesferas, nanoparticulas, particulas
como virus, particulas como bacterias, cristales liquidos y dispersiones de los mismos, fase L2 y dispersiones de la
misma, bien conocida por los expertos en la materia del comportamiento de fase en sistemas de lipidos y agua,
micelas poliméricas, emulsiénes multiples, autoemulsiones, automicroemulsiones, ciclodextrinas y derivados de las
mismas, y dendrimeros.

Las composiciones de la presente invencion son utiles en la formulacion de soélidos, semisélidos, polvo y soluciones
para administracion pulmonar del polipéptido VAR2CSA, utilizando, por ejemplo, un inhalador de dosis medida, un
inhalador de polvo seco y un nebulizador, siendo todos los dispositivos bien conocidos por los expertos en la
materia.

Las composiciones de la presente invencion son especialmente Utiles en la formulacion de sistemas de liberacion de
farmacos controlada, sostenida, prolongada, retardada y de liberacion lenta. De manera mas especifica, pero sin
limitacién, las composiciones son utiles en la formulacion de sistemas de liberacion sostenida y de liberacion
controlada parenteral (ambos sistemas conducen a una reduccién multiple en el numero de administraciones), bien
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conocidos por los expertos en la materia. Incluso mas preferentemente, son sistemas de liberacion controlada y
liberacion sostenida administrados por via subcutanea. Sin limitar el ambito de la invencién, los ejemplos de
sistemas y composiciones de liberacion controlada utiles son hidrogeles, geles oleaginosos, cristales liquidos,
micelas poliméricas, microesferas, nanoparticulas.

Los procedimientos para producir sistemas de liberacién controlada Utiles para las composiciones de la presente
invencion incluyen, aunque sin limitacion, cristalizacién, condensacién, cocristalizaciéon, precipitacion,
coprecipitacion, emulsificacion, dispersion, homogeneizacion a alta presion, encapsulacion, secado por
pulverizacién, microencapsulacién, coacervacion, separacion de fases, evaporacion del disolvente para producir
microesferas, extrusion y procesos de fluido supercritico. Se hace referencia general a Handbook of Pharmaceutical
Controlled Release (Wise, D.L., ed. Marcel Dekker, New York, 2000) y Drug and the Pharmaceutical Sciences vol.
99: Protein Formulation and Delivery (MacNally, E.J., ed. Marcel Dekker, Nueva York, 2000).

La administracion parenteral puede realizarse mediante inyeccion subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o
intravenosa por medio de una jeringa, opcionalmente, una jeringa de tipo pluma. Alternativamente, la administracion
parenteral se puede realizar por medio de una bomba de infusion. Otra opcién es una composicion, que puede ser
una solucién o suspensién para la administracion del polipéptido VAR2CSA en forma de un pulverizador nasal o
pulmonar. Como otra opcién adicional, las composiciones farmacéuticas que contienen el polipéptido VAR2CSA de
la invencion también se pueden adaptar a la administracion transdérmica, por ejemplo, mediante inyeccion sin aguja
o desde un parche, opcionalmente un parche iontoforético, o transmucosal, por ejemplo, administracién bucal.

La expresion "formulacion estabilizada" se refiere a una formulacién con estabilidad fisica incrementada, estabilidad
quimica aumentada o estabilidad fisica y quimica aumentada.

La expresién "estabilidad fisica" de la formulacién de proteina como se usa en el presente documento se refiere a la
tendencia de la proteina a formar agregados biolégicamente inactivos y/o insolubles de la proteina como resultado
de la exposicion de la proteina a tensiones termomecanicas y/o interaccion con interfaces y superficies que son
desestabilizadoras, tales como superficies e interfaces hidréfobas. La estabilidad fisica de las formulaciones de
proteinas acuosas se evalla mediante mediciones de inspeccion visual y/o turbidez después de exponer la
formulacion llena en recipientes adecuados (por ejemplo, cartuchos o viales) a estrés mecanico/fisico (por ejemplo,
agitacion) a diferentes temperaturas durante diversos periodos de tiempo. La inspeccion visual de las formulaciones
se realiza en una luz enfocada nitida con un fondo oscuro. La turbidez de la formulacién se caracteriza por una
puntuacion visual que clasifica el grado de turbidez, por ejemplo, en una escala de 0 a 3 (una formulacién que no
muestra turbidez corresponde a una puntuacioén visual de 0 y una formulacidon que muestra turbidez visual a la luz
del dia corresponde con una puntuacion visual de 3). Una formulacion se clasifica fisicamente inestable con respecto
a la agregacion de proteinas, cuando muestra turbidez visual a la luz del dia. Alternativamente, la turbidez de la
formulacién puede evaluarse mediante medidas simples de turbidez bien conocidas por la persona experta. La
estabilidad fisica de las formulaciones de proteinas acuosas también se puede evaluar utilizando un agente o sonda
espectroscoépica del estado conformacional de la proteina. La sonda es preferentemente una molécula pequefia que
se une preferencialmente a un conférmero no nativo de la proteina. Un ejemplo de una sonda espectroscépica
molecular pequefia de estructura proteica es la tioflavina T. La tioflavina T es un colorante fluorescente que se ha
utilizado ampliamente para la deteccion de fibrillas amiloides. En presencia de fibrillas, y tal vez otras
configuraciones de proteinas también, tioflavina T da lugar a un nuevo maximo de excitacién a aproximadamente
450 nm y una emisidon mejorada a aproximadamente 482 nm cuando se une a una forma de proteina de fibrilla. La
tioflavina T sin consolidar es esencialmente no fluorescente en las longitudes de onda.

Se pueden utilizar otras moléculas pequefias como sondas de los cambios en la estructura de la proteina de estados
nativos a no nativos. Por ejemplo, las sondas de "parches hidréfobos" que se unen preferentemente a parches
hidréfobos expuestos de una proteina. Los parches hidrofobos generalmente estan enterrados dentro de la
estructura terciaria de una proteina en su estado nativo, pero quedan expuestos a medida que una proteina
comienza a desplegarse o desnaturalizarse. Ejemplos de estas pequefias sondas espectroscopicas moleculares son
colorantes aromaticos hidrofobos, tales como antraceno, acridina, fenantrolina o similares. Otras sondas
espectroscopicas son complejos de metal-aminoacido, tales como complejos de metal de cobalto de aminoacidos
hidréfobos, tales como fenilalanina, leucina, isoleucina, metionina y valina o similares.

La expresioén "estabilidad quimica" de la formulacién de proteina como se usa en el presente documento se refiere a
cambios covalentes quimicos en la estructura de proteina que conducen a la formacién de productos de degradacion
quimica con potencial potencia biolégica menor y/o potencial aumento de propiedades inmunogénicas en
comparacion con la estructura de proteina nativa. Se pueden formar diversos productos de degradacion quimica
dependiendo del tipo y la naturaleza de la proteina nativa y del entorno al que esta expuesta la proteina. La
eliminacion de la degradacion quimica muy probablemente no puede evitarse por completo y a menudo se observan
cantidades crecientes de productos de degradacion quimica durante el almacenamiento y el uso de la formulaciéon
de proteinas como es bien conocido por el experto en la materia. La mayoria de las proteinas son propensas a la
desamidacioén, un procedimiento en el que el grupo amida de la cadena lateral en los restos de glutaminilo o
asparaginilo se hidroliza para formar un acido carboxilico libre. Otras rutas de degradacién implican la formacion de
productos de transformacion de alto peso molecular en los que dos o mas moléculas de proteina se unen
covalentemente entre si mediante transamidacion y/o interacciones disulfuro que conducen a la formacion de
productos de degradacion de dimeros, oligdmeros y polimeros unidos covalentemente (Stability of Protein
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Pharmaceuticals, Ahern. T.J. & Manning M.C., Plenum Press, New York 1992). La oxidacion (de, por ejemplo, restos
de metionina) se puede mencionar como otra variante de la degradacion quimica. La estabilidad quimica de la
formulacién de proteina se puede evaluar mediante la medicién de la cantidad de los productos de degradacion
quimica en diversos puntos temporales después de la exposicion a diferentes condiciones ambientales (la formacion
de productos de degradacién a menudo se puede acelerar, por ejemplo, aumentando la temperatura). La cantidad
de cada producto de degradacion individual a menudo se determina mediante la separacion de los productos de
degradacion dependiendo del tamafio de la molécula y/o la carga utilizando diversas técnicas de cromatografia (por
ejemplo, SEC-HPLC y/o RP-HPLC). Por lo tanto, como se resumié anteriormente, una "formulacién estabilizada" se
refiere a una formulacion con estabilidad fisica incrementada, estabilidad quimica aumentada o estabilidad fisica y
quimica aumentada. En general, una formulaciéon debe ser estable durante su uso y almacenamiento (de acuerdo
con el uso recomendado y las condiciones de almacenamiento) hasta que se alcance la fecha de vencimiento.

En algunos casos, la formulaciéon farmacéutica que comprende el polipéptido VAR2CSA es estable durante mas de 6
semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento. En otras realizaciones de la invencion, la formulacion
farmacéutica que comprende el polipéptido VAR2CSA es estable durante mas de 4 semanas de uso y durante mas
de 3 afos de almacenamiento. En una realizaciéon adicional de la invencion, la formulacién farmacéutica que
comprende el polipéptido VAR2CSA es estable durante mas de 4 semanas de uso y durante mas de dos afios de
almacenamiento. En todavia otra realizacién adicional de la invencion, la formulacion farmacéutica que comprende el
polipéptido VAR2CSA es estable durante mas de 2 semanas de uso y durante mas de dos afios de almacenamiento.

Indicaciones para su uso del polipéptido VAR2CSA y conjugados del mismo

Los polipéptidos VAR2CSA o conjugados de los mismos pueden utilizarse en una amplia gama de indicaciones
asociadas con la expresion, tal como expresion inapropiada de CSA, tal como en diversos canceres, tal como
canceres metastasicos que incluyen melanomas, tal como melanoma C32, sarcomas, carcinomas de pulmon,
oligodendrocitomas, tumores de cerebro humano que incluyen gliomas, leucemia, tal como leucemia linfoblastica y
leucemia mieloide aguda y carcinoma, tal como carcinomas de células escamosas y carcinomas de mama,
carcinomas de células renales, condrosarcomas y carcinomas de células pancreaticas. Los polipéptidos VAR2CSA o
conjugados de los mismos también pueden utilizarse para células madre cancerosas y, por consiguiente, se dirigen
a las células antes del desarrollo en un cancer. Otras afecciones asociadas con la expresion, tales como expresion
inapropiada de CSA son las afecciones del cartilago y/o el desarrollo de tejido cicatricial.

Los polipéptidos VAR2CSA o conjugados de los mismos pueden utilizarse para identificar, rastrear y dirigir
micrometastasis distantes in vivo. Practicamente todos los tumores primarios, incluidos los canceres del sistema
hematopoyético, tienen el potencial de convertirse en enfermedad metastasica, que esta altamente asociada con un
resultado terapéutico deficiente de los pacientes.

Los polipéptidos VAR2CSA o conjugados de los mismos pueden utilizarse para dirigir compuestos que evitan la
degradacién o reparacion de CSPG extracelulares tales como hormonas de crecimiento, compuestos
antiinflamatorios o inhibidores de proteina, a tejido de cartilago, articulaciones vy tejido neural.

Los polipéptidos VAR2CSA o conjugados de los mismos pueden utilizarse para dirigir compuestos que mejoran la
degradacion o evitan la produccion de CSPG extracelulares tales como condroitinasa ABC, que corta las cadenas de
azucar del nucleo de la proteina de moléculas de CSPG. Xilocides, que reduce la produccién de CSPG o farmacos
que inhiben enzimas importantes para la produccion de CSPG tales como condroitina sintasa o factor de
polimerizacién de condroitina (tales como 4-flouro-glucosamina, p-nitrofenil-beta-D-xiloxido, 4-metil-umbeliferil-beta-
D-xilopiranosida), a tejido neural dafiado.

Puede utilizarse VAR2CSA conjugado a un acido nucleico, aqui entre ARN interferente pequefio (ARNip), acidos
nucleicos peptidicos (ANP) antisentido, ARN de horquilla pequefia (ARNhc) y acidos nucleicos bloqueados (LNA ™),
para eliminar el ARN que codifica moléculas presentadoras de CSA.

Conjugados del polipéptido VAR2CSA
Fraccion efectora terapéutica o de diagnoéstico, tal como fracciones citotéxicas y detectoras

En algunos aspectos de la presente invencion, se proporcionan polipéptidos, proteina de fusion o conjugado de
VAR2CSA como se define en la presente divulgacion, que comprende ademas una fraccion efectora terapéutica, tal
como un agente inflamatorio, una hormona esteroide, un agente o fraccion citotoxica o de deteccion, tal como una
molécula organica, radionucleido o enzima citotdxica.

En algunos aspectos de la presente invencion, el polipéptido VAR2CSA o la proteina de fusion VAR2CSA de
acuerdo con la presente invencidon comprende una secuencia tal como se define por una o mas secuencias
seleccionadas de SEQ ID NO 57-59, y 71 o una variante funcional o fragmento de la misma.

En algunas realizaciones, el polipéptido VAR2CSA o la proteina de fusion VAR2CSA de acuerdo con la presente
invencion puede comprender un inhibidor de proteasa, tal como inhibidor de tripsina pancreatica basica (BPTI, del
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inglés "basic pancreatic trypsin inhibitor") en el extremo, tal como el extremo N de la secuencia de proteina, tal como
una secuencia definida por SEQ ID NO: 57.

En algunas realizaciones, el polipéptido VAR2CSA o la proteina de fusion VAR2CSA de acuerdo con la presente
invencion puede comprender una secuencia de proteinas de toxina, tal como una secuencia como se define por una
0 mas secuencias seleccionadas de SEQ ID NO 58, 59 y 71, tal como una secuencia de proteinas de toxina
optimizada para ser menos inmunogénico, tal como una secuencia definida por SEQ ID NO: 59. En algunas
realizaciones, la secuencia sefial KDEL de SEQ ID NO 58 o 59 esta presente en una proteina de fusion VAR2CSA
de acuerdo con la presente invencion y en algunas realizaciones la secuencia sefial KDEL de SEQ ID NO 58 o 59
esta ausente en una proteina de fusion VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion. Por consiguiente, la
secuencia de sefial KDEL puede ser opcional para las construcciones de acuerdo con la presente invencion.

Ejemplos no limitativos de fracciones citotoxicas que pueden fusionarse o conjugarse con polipéptidos VAR2CSA de
acuerdo con la invencion, son agentes quimioterapéuticos seleccionados de caliqueamicina, cisplatino, adriamicina,
auristatin, doxorrubicina, maitansinoide, taxol, ecteinascidina, geldanamicina, metotrexato y sus derivados y
combinaciones de los mismos y similares adecuados para la terapia del cancer. Los ejemplos de proteinas
citotéxicas fusionadas a polipéptidos VAR2CSA son la exotoxina A de Pseudomonas, toxina diftérica, toxina de
ricina, proteina antiviral de hierba carmin, saporin, gelonina y variantes de la misma.

Se han descrito conjugados de albumina con doxorrubicina para su uso en cancer (Kratz y col, J Med Chem 45:
5523-33, 2002) y con metotrexato en artritis reumatoide (Wunder y col, J Immunol 170: 4793-4801, 2003). También
se han descrito compuestos que aumentan las especies de oxigeno reactivo, es decir, piperlongumina (Raj y col.,
Nature 475: 231-234, 2011). Ademas, pueden utilizarse enzimas terapéuticas, agentes que inducen apoptosis y
similares para proporcionar citotoxicidad dirigida, es decir, destruccion de células tumorales.

Los polipéptidos VAR2CSA descritos en el presente documento pueden mediar en la destruccion de células
induciendo lisis mediada por citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, del ingléscomplement dependent
cytotoxicity), lisis mediada por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, del inglés antibody
dependent cellular cytotoxicity), apoptosis, adhesion homotipica y/o fagocitosis, tal como mediante la induccion de
lisis mediada por CDC vy lisis mediada por ADCC. Los polipéptidos VAR2CSA descritos en el presente documento
pueden interactuar con componentes del sistema inmune, preferentemente a través de ADCC o CDC. Sin embargo,
Los polipéptidos VAR2CSA de la invencion también pueden ejercer un efecto simplemente uniéndose a antigenos
tumorales en la superficie celular, por lo tanto, por ejemplo, bloqueando la proliferacion de las células.

De acuerdo con la invencion, la expresion "fraccion efectora terapéutica” significa cualquier molécula, que pueda
ejercer un efecto terapéutico. De acuerdo con la invencion, una molécula efectora terapéutica es preferentemente
guiada selectivamente a una célula, que expresa CSA e incluye agentes anticancerosos, radioisétopos, toxinas,
farmacos citostaticos o cotoliticos, etc. Los agentes anticancerosos comprenden, por ejemplo, antraciclinas
(doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, valrrubicina, mitoxantrona), agentes alquilantes basados en
platino y no platino (cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, mecloretamina, ciclofosfamida, clorambucilo, ifosfamida,
busulfan, carmustina, dacarbazina, lomustina, procarbazina), alcaloides vinca (vincristina, vinblastina, vinorelbina,
vindesina), taxanos (taxol y decetaxel), inhibidores de topoisomerasa | (camptotecina, irinotecan, topotecan),
inhibidores de topoisomerasa Il (amsacrina, etopdsido, etopodsido fosfato, tenipdsido y otros derivados de alcaloides
de origen natural en la raiz de American Mayapple (Podophyllum peltatum)), antibiéticos citotéxicos no antraciclinos
(dactinomicina, bleomicina, plicamicina y mitomicinas), antiesteroides (tal como aminoglutetimida), analogos
nucledsidos (citarabidina, fluorouracilo y mercaptopurina), antimetabolitos (metotrexato y tioguanina), analogos
diclorodifeniltricloroetano (como mitotano), y compuestos que inducen especies de oxigeno reactivo (ROS, del inglés
"reactive oxygen species") (que incluyen pero no se limitan a piperlongumina y beta-feniletil isotiocianato). Otros
agentes anticancerosos se describen, por ejemplo, en Goodman y Gilman, "The Pharmacological Basis of
Therapeutics", 82 Edicion, 1990, McGraw-Hill, Inc., en particular, el capitulo 52 (Antineoplastic Agents (Paul
Calabresi y Bruce A. Chabner). Las toxinas pueden ser proteinas tales como la proteina antiviral de la hierba carmin,
toxina del colera, toxina pertussis, ricina, gelonina, abrin, exotoxina de difteria o exotoxina de pseudomonas. Los
residuos de toxinas también pueden ser radionucleidos emisores de alta energia tales como cobalto-60. Un
polipéptido VAR2CSA puede utilizarse junto con péptidos que penetran en la célula (CPP, del inglés "cell-penetrating
peptides") para facilitar el transporte del polipéptido VAR2CSA y cualquier molécula unida al mismo a través de las
membranas plasmaticas celulares. Los péptidos que penetran en las células han encontrado numerosas
aplicaciones en medicina como agentes de liberacion de farmacos en el tratamiento de diferentes enfermedades que
incluyen cancer e inhibidores de virus. Los ejemplos de CPP incluyen, pero no estan limitados a: activador
transcripcional transactivador (Tat) del virus de la inmunodeficiencia humana; pep-1 (ChariotTM); R8, azo-R8; SMoC.
(Okuyama M y col. Nat Methods. 2007 Feb;4(2):153-9M; Soane L y Fiskum GJ Neurochem. 2005 Oct;95(1):230-43;
Loudet A y col. Org Biomol Chem. 2008 Dec 21;6(24):4516-22).

Radionucleidos

Un polipéptido, una proteina de fusién o conjugado de VAR2CSA de acuerdo con los aspectos descritos en el
presente documento acoplados a un quelante de poliaminopolicarboxilato puede utilizarse para proporcionar un
polipéptido radiomarcado que consiste en un radioquelato del polipéptido, proteina de fusién o conjugado de
VAR2CSA acoplado al quelante y un radionuclido adecuado para imagenes medicas, siendo el radionucleido
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seleccionado del grupo que consiste en 8'Cu, %Cu, %Ga, %7Ga, %8Ga, ""%In, ""'In, 44Sc, 8Zr y %Y, o con un
radionucleido adecuado para terapia, siendo el radionucleido seleccionado del grupo que consiste en 225Ac, 2'2Bi,
213Bj, 87Cu, '%Ho, 7Lu, 2'?Pb, °Pm, '3Sm, ?2’Th y Y, en el que el radionucleido se une con el polipéptido
VAR2CSA, tal como mediante un quelante.

De acuerdo con ello, los polipéptidos, una proteina de fusion o conjugado de VAR2CSA de acuerdo con los aspectos
descritos en el presente documento pueden utilizarse para la radiografia de células cancerosas, que incluyen
tumores sélidos o metastasis, tales como en pacientes con melanoma.

En realizaciones de la misma, el polipéptido también puede radiomarcarse con radiois6topos no metalicos utilizando
el denominado marcaje indirecto. Por lo tanto, para marcar con, por ejemplo, '®F, ¢ Br, diferentes isdtopos de yodo y
211At, se utilizan para marcar "moléculas enlazadoras" intermedias. Dicha molécula enlazadora debe contener dos
fracciones funcionales, uno que proporcione radiomarcaje rapido y eficaz, y otro que permita acoplamiento rapido y
eficaz a las proteinas, por ejemplo, a grupos amina, o preferentemente al grupo tiol de una cisteina Unica. Por
ejemplo, un grupo malemida reacciona con grupos tiol para formar un enlace tioéter estable. La "molécula
enlazadora" puede reaccionar primero con la radiomarca y posteriormente con el tiol o el grupo selenotiol de la
proteina.

Otras fracciones de deteccion alternativas incluyen fluoréforos o fluorocromos tales como cualquiera seleccionado de
hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, Azul caCSAda, azul pacifico, naranja pacifico, amarillo lucifer,
NBD, R-Ficoeritrina (FE), conjugados PE-Cy5, conjugados PE-Cy7, rojo 613, PerCP, TruRed, FluorX, fluoresceina,
BODIPY-FL, TRITC, X-Rodamina, lisamina rodamina B, rojo texas, Alofycocianina (AFC) y conjugados AFC-Cy7.

Tales conjugados con fracciones detectoras que incluyen fluoréforos o fluorocromos pueden utilizarse para obtener
imagenes de células o tumores cancerosos.

Hormonas esteroides o agentes antiinflamatorios

En algunos ejemplos, los polipéptidos VAR2CSA se conjugan con un agente antiinflamatorio, incluyendo hormonas
esteroides.

Se sabe que el cartilago y el tejido cicatricial contienen CSPG en grandes cantidades. Por consiguiente, puede ser
atractivo dirigir agentes antiinflamatorios tales como compuestos antiinflamatorios no esteroides, farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (tales como metotrexato, azatioprina, sulfasalazina, ciclosporina,
penicilamina, leflunomida u oro), farmacos antirreumaticos bioldgicos (tales como inhibidores del factor de necrosis
tumoral, antagosnistas del receptor de interleuquina 1, anticuerpo CD20, factor de crecimiento de insulina 1) y
hormonas esteroides o compuestos alternativos a dicho tejidos.

En algunos ejemplos, los polipéptidos VAR2CSA se conjugan con un agente antiinflamatorio, tal como compuestos
antiinflamatorios no esteroides, farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (tales como metotrexato,
azatioprina, sulfasalazina, ciclosporina, penicilamina, leflunomida u oro), farmacos antirreumaticos biologicos (tales
como inhibidores del factor de necrosis tumoral, antagosnistas del receptor de interluequina 1, anticuerpo CD20,
factor de crecimiento de insulina 1) y hormonas esteroides o compuestos alternativos a dicho tejidos.

Conjugados con CSPG4
En algunos ejemplos, los polipéptidos VAR2CSA se conjugan con CSPG4.

Se supone que pueden utilizarse conjugados de polipéptidos VAR2CSA con CSPG4 como agente de inmunizacion.
Para el fin de este uso, se supone que el polipéptido VAR2CSA puede funcionar como un chaperén que podria
facilitar una visualizacién de CSPG4 en linfocitos T en una conformacién que proporcionaria anticuerpos. Por
consiguiente, se supone que pueden utilizarse polipéptidos VAR2CSA conjugados con CSPG4 en una vacuna.

Como se usa en el presente documento, el término "CSPG4" se refiere al proteoglicano 4 de sulfato de condroitina
humano de longitud completa de 2322 aminoacidos identificado por Uniprot como Q6UVK1 (CSPG4_HUMAN) asi
como a variantes, fragmentos funcionales y ortélogos del mismo. CSPG4 también se puede denominar proteoglicano
de sulfato de condroitina asociado a melanoma (MCSP, del inglés "melanoma-associated chondroitin sulfate
proteoglycan"), antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA) o antigeno neurona-glia 2
(NG2).

Direccionamiento de CD44 u otros proteoglicanos

Con el fin de utilizar conjugados de polipéptidos VAR2CSA en el tratamiento de indicaciones de cancer, se supone
que los conjugados de acuerdo con la presente invencion pueden utilizarse para dirigirse no solo a células tumorales
que expresan CSPG4, sino también a células que expresan CD44, tales como células madre de cancer, y células
que expresan proteoglicanos ejemplificadas, pero no limitadas, a las de la Tabla 1. Este direccionamineto esta
mediado por la unién a CSA en el antigeno CD44. Por consiguiente, los conjugados de acuerdo con la presente
invencion pueden utilizarse para dirigir células negativas para CSPG4 pero positivas para CD44. Esto puede
utilizarse como una alternativa a, o simultaneamente con, el direccionamiento de células tumorales que expresan
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CSPG4.

Utilizar de forma aislada las células madre del cancer a través de la union a CD44 y/o CSPG4 y/u otros
proteoglicanos, tales como los de la tabla 1.

La unién especifica y de alta afinidad de los polipéptidos VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion, tal como
en forma de conjugados de polipéptidos VAR2CSA, puede utilizarse para aislar células madre, tales como células
madre cancerosas que expresan CD44 y/o CSPG4.

Utilizar en aislamiento o deteccion de células tumorales circulantes (CTC) a través de la union a
proteoglicanos que contienen CSA

La union especifica y de alta afinidad de los polipéptidos VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion, tal como
en forma de conjugados de polipéptidos VAR2CSA, puede utilizarse para aislar o detectar CTC de origen epitelial y
no epitelial, que expresan uno o mas proteoglicanos que contienen CSA, tales como los descritos en la tabla 1.

Anticuerpos antiidiotipicos

Como una alternativa o suplemento al uso de polipéptidos VAR2CSA, también es posible utilizar anticuerpos
antiidiotipicos o incluso mimotopos que imitan a VAR2CSA. Las tecnologias para preparar anticuerpos antiidiotipicos
que imitan un epitopo antigénico son conocidas en la materia e implican la provision de un primer anticuerpo
monoclonal que se une a polipéptidos VAR2CSA seguido de la produccién posterior de un segundo anticuerpo que
se une al idiotipo de dicho primer anticuerpo. Los mimotopos se pueden aislar a partir de bibliotecas de péptidos
aleatorios que se criban en presencia de fagos frente a anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos
VAR2CSA.

Los anticuerpos antiidiotipicos también pueden prepararse mediante inmunizacién con anticuerpos inhibidores del
hospedador o derivados del paciente contra VAR2CSA con el fin de obtener y seleccionar anticuerpos policlonales
y/o monoclonales, tales como anticuerpos humanos contra e inhibir los anticuerpos derivados del hospedador.
Aunque VAR2CSA generalmente es una proteina de la malaria evolutivamente refinada que no es probable que
cause reacciones autoinmunes en el paciente, dicha reacciéon inmune no se puede excluir después de un periodo de
tratamiento. Puede utilizarse entonces un anticuerpo antiidiotipico usado en combinacién con o como una alternativa
a los polipéptidos VAR2CSA.

Realizaciones especificas de la invencién

como se describe en el presente documento, un fragmento de proteina aislado de VAR2CSA, puede consistir en una
secuencia de aminoacidos secuencial de

a)ID1y
b) DBL2Xb y, opcionalmente,
c) ID2a.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina aislado de VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion
comprende ID2a.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina aislado de VAR2CSA de acuerdo con la presente invencion no
comprende ID2a.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina aislado de VAR2CSA comprende ademas una secuencia de
aminoacidos en el extremo N o C, o dentro de la secuencia del fragmento de proteina de VAR2CSA de no mas de
100 aminoacidos, tal como no mas de 90 aminoacidos, tal como no mas de 80 aminoacidos, tal como no mas de 70
aminoacidos, tal como no mas de 60 aminoacidos, tal como no mas de 50 aminoacidos, tal como no mas de 40
aminoacidos, tal como no mas de 30 aminoacidos, tal como no mas de 20 aminoacidos, tal como no mas de 18
aminoacidos, tal como no mas de 16 aminoacidos, tal como no mas de 14 aminoacidos, tal como no mas de 12
aminoacidos, tal como no mas de 10 aminoacidos, tal como no mas de 8 aminoacidos, tal como no mas de 6
aminoacidos, tal como no mas de 4 aminoacidos, tal como no mas de 2 aminoacidos que proceden de cualquier
parte de un polipéptido VAR2CSA como se define en el presente documento, que no es parte de ID1, DBL2Xb o
ID2a.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina aislado de VAR2CSA comprende ademas una secuencia de
aminoacidos en el extremo N o C, o dentro de la secuencia del fragmento de proteina de VAR2CSA de no mas de
100 aminoacidos, tal como no mas de 90 aminoacidos, tal como no mas de 80 aminoacidos, tal como no mas de 70
aminoacidos, tal como no mas de 60 aminoacidos, tal como no mas de 50 aminoacidos, tal como no mas de 40
aminoacidos, tal como no mas de 30 aminoacidos, tal como no mas de 20 aminoacidos, tal como no mas de 18
aminoacidos, tal como no mas de 16 aminoacidos, tal como no mas de 14 aminoacidos, tal como no mas de 12
aminoacidos, tal como no mas de 10 aminoacidos, tal como no mas de 8 aminoacidos, tal como no mas de 6
aminoacidos, tal como no mas de 4 aminoacidos, tal como no mas de 2 aminoacidos, cuya secuencia de
aminoacidos no procede de cualquier parte de un polipéptido VAR2CSA como se define en el presente documento.
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En algunos ejemplos, el fragmento de proteina se une al sulfato de condroitina A (CSA) en proteoglicanos (CSPG)
con una afinidad medida por una Kp inferior a 100 nM, tal como inferior a 80 nM, tal como inferior a 70 nM, tal como
inferior a 60 nM, tal como inferior a 50 nM, tal como inferior a 40 nM, tal como inferior a 30 nM, tal como inferior a 26
nM, tal como inferior a 24 nM, tal como inferior a 22 nM, tal como inferior a 20 nM, tal como inferior a 18 nM, tal como
inferior a 16 nM, tal como inferior a 14 nM, tal como inferior a 12 nM, tal como inferior a 10 nM, tal como inferior a 9
nM, tal como inferior a 8 nM, tal como inferior a 7 nM, tal como inferior a 6 nM o inferior a 4 nM.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70
% de identidad de secuencia con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de 1-577 de SEQ ID NO:1, 1-
592 de SEQ ID NO:3, 1-579 de SEQ ID NO:4, 1-576 de SEQ ID NO:5, 1-586 de SEQ ID NO:10, 1-579 de SEQ ID
NO:11, 1-565 de SEQ ID NO:29, 1-584 de SEQ ID NO:34, 1-569 de SEQ ID NO:36, 1-575 de SEQ ID NO:37, 1-592
de SEQ ID NO:38, 1-603 de SEQ ID NO:41, 1-588 de SEQ ID NO:43, 1-565 de SEQ ID NO:44, 1-589 de SEQ ID
NO:45, 1-573 de SEQ ID NO:48, 1-583 de SEQ ID NO:53, o0 1-569 de SEQ ID NO:54.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70
% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos de 578-640 de SEQ ID NO:1,593-656 de SEQ ID
NO:3, 580-643 de SEQ ID NO:4, 577-640 de SEQ ID NO:5, 587-650 de SEQ ID NO:10, 580-643 de SEQ ID NO:11,
566-628 de SEQ ID NO:29, 585-647 de SEQ ID NO:34, 570-632 de SEQ ID NO:36, 576-639 de SEQ ID NO:37, 593-
655 de SEQ ID NO:38, 604-667 de SEQ ID NO:41,589-652 de SEQ ID NO:43, 566-628 de SEQ ID NO:44, 590-653
de SEQ ID NO:45, 574-637 de SEQ ID NO:48, 584-646 de SEQ ID NO:53, 0 570-632 de SEQ ID NO:54.

En algunos ejemplo, el fragmento de proteina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70
% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, 6, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31,32, 33, 35, 39, 40, 42, 46, 47, 49, 50, 51, o0 52.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70
% de identidad de secuencia con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de 1-577 de SEQ ID NO:1, 1-
592 de SEQ ID NO:3, 1-579 de SEQ ID NO:4, 1-576 de SEQ ID NO:5, 1-586 de SEQ ID NO:10, 1-579 de SEQ ID
NO:11, 1-565 de SEQ ID NO:29, 1-584 de SEQ ID NO:34, 1-569 de SEQ ID NO:36, 1-575 de SEQ ID NO:37, 1-592
de SEQ ID NO:38, 1-603 de SEQ ID NO:41, 1-588 de SEQ ID NO:43, 1-565 de SEQ ID NO:44, 1-589 de SEQ ID
NO:45, 1-573 de SEQ ID NO:48, 1-583 de SEQ ID NO:53, o0 1-569 de SEQ ID NO:54.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de la lista
que consiste en SEQ ID NO: 1, 3-5, 10, 11, 29, 34, 36-38, 41, 43-45, 48, 53 y 54.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de
menos de 700 aminoacidos, tal como menos de 690 aminoacidos, tal como menos de 680 aminoacidos, tal como
menos de 670 aminoacidos, tal como menos de 660 aminoacidos, tal como menos de 650 aminoacidos, tal como
menos de 640 aminoacidos, tal como menos de 630 aminoacidos, tal como menos de 620 aminoacidos, tal como
menos de 610 aminoacidos, tal como menos de 600 aminoacidos, tal como menos de 590 aminoacidos, tal como
menos de 580 aminoacidos, tal como menos de 570 aminoacidos.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina es sustancialmente puro.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina tiene una masa molecular de menos de aproximadamente 100 kDa
en condiciones no reductoras en una SDS-PAGE.

En algunos ejemplos, el fragmento de proteina es una proteina recombinante.
En algunos ejemplos, el fragmento de proteina no esta glicosilado.
La invencion se refiere ademas a un conjugado de acuerdo con la invencién para el tratamiento del cancer.

En algunas realizaciones, un conjugado o proteina de fusion comprende un fragmento de proteina de VAR2CSA de
acuerdo con la presente invencion.

Por consiguiente, un conjugado o proteina de fusiéon de acuerdo con la presente invencion puede comprender una
secuencia de aminoacidos con al menos un 70% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos
identificada por cualquier secuencia de SEQ ID NO: 1-75.

En algunos ejemplos, un polipéptido VAR2CSA consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID
NO: 60-70, 72-75.

En algunas realizaciones, el cancer se selecciona de melanoma cutaneo, ocular o conjuntival. Carcinomas
(carcinoma de mama ftriple negativo y metaplasico, carcinoma de pancreas, carcinoma de ovario, carcinoma
endometrial, carcinoma hepatocelular, carcinoma de pulmén, carcinoma de colon, carcinoma de préstata, carcinoma
de cuello de utero, carcinoma de testiculos, carcinoma de piel de células basales, carcinoma de células renales de
células claras, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello creatinizadas, carcinoma de células escamosas
de la piel, carcinoma de células escamosas creatinizadas vulvar y carcinoma de células basales de vulva), sarcomas
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(liposarcoma de mama, fibrosarcoma, condro y liposarcoma desdiferenciado, leiomiosarcoma, liposarcoma,
liposarcoma mixoide, leiomiosarcoma del cuerpo uterino, osteosarcoma, sarcoma de Ewing y rabdomiosarcoma),
canceres hematopoyéticos (leucemia linfatica crénica (CLL, del inglés "Chronic lymphatic leukaemia"), leucemia
linfatica aguda (ALL, del inglés "Acute lymphatic leukaemia"), leucemia mieloide aguda (AML, del inglés "Acute
myeloid leukaemia"), linfoma de linfocito B, linfocito T y granular grande), tumores de tejido neuroepitelial, tales como
astrocitomas (xantoastrocitoma pleomorfico, astrocitomas fibrilares, astrocitoma anaplasico, glioblastoma
multiforme), oligodrendroglioma, ependimoma, tumor del plexo coroideo, oligoastrocitoma, gliosarcoma,
ganglioglioma, retinoblastoma, Neurocitoma, Neuroblastomas (Estesioneuroblastoma y ganglioneuroblastoma),
Meduloblastoma y tumores rabdoides teratoides atipicos y cualquier otro subtipo de cancer que exprese CSA.

En algunas realizaciones, el cancer se selecciona de todas las malignicencias que expresan CSA que incluyen
carcinomas (que incluyen pero no se limitan a carcinoma de mama, carcinoma de pancreas, carcinoma de ovario,
carcinoma endometrial, carcinoma hepatocelular, carcinoma de pulmén, carcinoma de colon, carcinoma de préstata,
carcinoma de cuello de utero, carcinoma de testiculos, carcinoma de piel de células basales, carcinoma de células
renales de células claras, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas de
la piel, carcinoma de células escamosas creatinizadas vulvar y carcinoma de células basales de vulva), sarcomas
(que incluyen pero no se limitan a fibrosarcoma, condro y liposarcoma desdiferenciado, leiomiosarcoma,
liposarcoma, liposarcoma mixoide, leiomiosarcoma del cuerpo uterino, osteosarcoma, sarcoma de Ewing vy
rabdomiosarcoma, sarcoma sinovial, tumor fibroso solitario), canceres hematopoyéticos (que incluyen pero no se
limitan a leucemia linfatica cronica (CLL), leucemia linfatica aguda (ALL, del inglés "Acute lymphatic leukaemia"),
leucemia mieloide aguda (AML, del inglés "Acute myeloid leukaemia"), linfoma de linfocito B, linfocito T y granular
grande), tumores de tejido neuroepitelial, pero no se limitan a astrocitomas (xantoastrocitoma pleomorfico,
astrocitomas fibrilares, astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme), oligodrendroglioma, ependimoma, tumor
del plexo coroideo, oligoastrocitoma, gliosarcoma, ganglioglioma, retinoblastoma, Neurocitoma, Neuroblastomas
(Estesioneuroblastoma y ganglioneuroblastoma), meduloblastoma, tumores rabdoides teratoides atipicos y todos los
tipos de cancer neuroendocrino.

Secuencias, que incluyen secuencias de polipéptidos VAR2CSA:

>fcr3 745 aminoacidos | 640 aa; la secuencia subrayada corresponde al dominio ID1 de FCR3, la secuencia en
negrita corresponde al dominio DBL2Xb de FCRS3. La secuencia restante es ID2a (SEQ ID NO:1)

NYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIK
TNKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQ
DECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLY
LGNLPKLENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSF
ADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNT
NKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQA
KVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIY
KRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSN
VLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPYRYKYACQC
KIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLD

>gi|254952610|gb|ACT97135.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum | 341 aa (SEQ ID NO:2)

KCDKCKSGTSRSRKIWTWRKSSGNKEGLQEEYANTIGLSPRTQLLYLGNLRKLENVCEDVTDINFDTKEK
FLAGCLIAAFHEGKNLKKRYLEKKKGDNNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQQIFGK
LFRKYIKKKNISTEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCSCSGDSSSGENQTNSC
DDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQAKVKDVITNCNSCKESGGTCNSDCEKKCKNKCDAYKTFIEDC
KGVGGTGTAGSSWVKRWYQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKSCGTSSTTNVSVSTDENKCVQS-

>M24 745 aminoacidos | 656 aa (SEQ ID NO: 3)

DYIKGDPYFAEYATKLSFILNSSDANNPSGETANHNDEVCNPNESEISSVGQAQTSDPSSNKT
CNTHSSIKANKKKVCKHVKLGINNNDKVLRVCVIEDTSLSGVENCCFKDLLGILQENCSDNKS
GSSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLTNCYKCDKCKSGTSTVNKNWIWKKSSGNKEGLQKE
YANTIGLPPRTHSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKKRYPQNKN
DDNNSKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQQIFGKLFRKYIKKNISTEQDTLY
SSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNITTCCGDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFL
QEWVEHFCKQRQEKVKDVINSCNSCKNTSSKTKLGDTCNSDCEKKCKIECEKYKKFIEECRTA
VGGTAGSSWSKRWDQIYKMYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGITTGTISGESSGANSGVTTTENK
CVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGDDKAPWTTYTTYTTYTTTEKCNKERDKSK
SQQSNTSVVVNVPSPLGNTPHGYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWISDTSKNPKGSGSTNNDY
ELYTYNGVKETKLPKKLNSPKLD
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>KMWII 745 aminoacidos | 643 aa (SEQ ID NO: 4)

DYIKDDPYSKEYTTKLSFILNSSDANTSSGETANHNDEACNCNESEISSVGQAQTSGPSSNKTC
ITHSFIKANKKKVCKDVKLGVRENDKVLRVCVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRG
SSSNGSCNNKNQDECQKKLEKVFVSLTNGYKCDKCKSGTSTVNKKWIWKKSSGNEKGLQKEY
ANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLGNVCEDVTDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKISHEKKKGD
NGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGKLFGKYIKKNIASDENTSYSS
LDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNSTMCNADGSVTGSGSSCDDIPTTDFIPQYLRFLQ
EWVEHFCKQRQEKVNAVIENCNSCKNTSGERKIGGTCNGDCKTECKNKCEAYKNFIEDCKGG
DGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKSCGPSSITNASVSTDENKCVQSDIDSF
FKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDENNCGEDNAPWTTYTTYTTTEKCNKDKKKSKSQSCNTAVVVNV
PSPLGNTPHEYKYACQCKIPTTEETCDDRKEYMNQWISDTSKKQKGSGSTNNDYELYTYTGVKETKLP
KKLNSPKLD

>1248 745 aminoacidos | 640 aa (SEQ ID NO: 5)

SYVKNDPYSKEYVTKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNPNESEIASVGQAQTSDRLSQKA
CITHSFIGANKKIVCKDVKLGVREKDKDLKICVIEDDSLRGVENCCFKDLLGILQENCSDNKSG
SSSNGSCNNKNQDECQKKLDEALASLHNGYKCDKCKSGTSRSKKIWTWRKFPGNGEGLQKE
YANTIGLPPRTQSLYLGNLRKLENVCKGVTDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKISNKKKND
DNGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNIASDENTLYS
SLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGTTCSSGSGDNGDGSVTGSGSSCDDMSTIDLIPQYLRFL
QEWVEHFCKQRQEKVKDVIENCKSCKNTSGERIIGGTCGSDCKTKCKGECDAYKNFIEECKRG
DGTAGSPWSKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHL
IDIGLTTPSSYLSIVLDENICGDDKAPWTTYTTYTTTEKCNKETDKSKSQSCNTAVVVNVPSPL
GNTPHGYKYACECKIPTTEETCDDRKEYMNQWISDTSKKPKGGRSTNNDYELYTYNGVKETKLPKKSS
SSKLD

>gi|254952618|gb]ACT97139.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 358 aa (SEQ ID NO:6)

KCEKCKSEQSKKNNNIWIWRKFPGNGEGLQKEYANTIGLPPRTHSLYLGNLPKLENVCKDVKDINFDTKE
KFLAGCLIAAFHEGKNLKTTYPQNKNADNNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFG
KLFRKYIKKNIASDENTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAEMNSTMCNGDGSVTGSSDSGSTT
CSGDNGSISCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVKPVIENCKSCKNTSGERIIGGTCGSDCEK
KCKGECDAYKKFIEECKGGGGGTGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKSCGPSSTTNAA
ASTTESKCVQS

>gi|254952592|gb|ACT97126.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 333 aa (SEQ ID NO:7)

KCDKCKSEQSKKNNKNWIWKQFPGNGEGLQKEYANTIGLPPRTHSLYLGNLPKLENVCKGVTDINFDTK
EKFLAGCLIAAFHEGKNLKTSHEKKKGDNGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQQIF
GKLFRKYIKKNISAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGTTCSSGSGDNGDGSVTGSGSSCD
DMPTTDFIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVNAVITNCKSCKESGGTCNSDCEKKCKDECEKYKKFIEECR
TAADGTAGSSWSKRWDQIYKMYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAENKCVQS

>gi|90193467|gb|ABD92329.1| proteina de membrana de eritrocito 1 [Plasmodium falciparum] | 269 aa (SEQ ID
NO:8)

DYIKDDPYSKEYTTKLSFILNSSDANTSSGETANHNDEACNCNESEIASVEQASISDRSSQKAYITHSSIK
TNKKKVCKYVKLGINNNDKVLRVCVIEDTSLSGVENCCFKDLLGILQENCSDNKRGSSFNDSCNNNNEE
ACQKKLEKVLASLTNGYKCEKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKL
ENVCKGVTDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKPSHQNKNDDNNSKLCKDLKYSFADY

>gi|254952616|gb|JACT97138.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 333 aa (SEQ ID NO:9)

KCDKCKSGTSRSKKKWTWRKSSGNKEGLQKEYANTIGLPPRTHSLYLGNLRKLENVCEDVTDINFDTKE
KFLAGCLIAAFHEGKNLKTTYPQNKNDDNNSKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFG
KLFRKYIKKNISTEQHTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAEMNGTTCSCSGDSSDDIPTIDLIPQ
YLRFLQEWVEHFCKQRQAKVNAVINSCNSCKNTSGERKLGGTCGSECKTECKNKCDAYKEFIDGTGSGG
GTGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGSKNCGTSSTTNAAESKCVQS

>hb31 745 aminoacidos | 650 aa (SEQ ID NO: 10)
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SYVKNNPYSAEYVTKLSFILNSSDANTSSETPSKYYDEVCNCNESEISSVGQAQTSGPSSNKTC
ITHSSIKTNKKKVCKDVKLGINNNDKVLRVCVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDKNQS
GSSSNGSCNNKNQDECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWRKSSGNEEGLQKE
YANTIGLPPRTQSLYLGNLRKLENVCKGVTDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKTTYPQNKK
KLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGKLFRKYIKKNISTEQHTLYSSLDE
LRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWYV
EHFCKQRQEKVNAVIENCNSCKECGDTCNGECKTECEKKCKIECEKYKTFIEECVTAVGGTSGS
PWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGITTGTISGESSGANSGVTTTENKCVQSDID
SFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGADNAPWTTYTTYTTYTTTKNCDIKKKTPKSQPINTSV
VVNVPSPLGNTPHGYKYACQCKIPTTEESCDDRKEYMNQWIIDTSKKQKGSGSTNNDYELYTYNGVK
ETKLPKKSSSSKLD

>hb32 745 aminoacidos | 643 aa (SEQ ID NO: 11)

SYVKDDPYSAEYVTKLSFILNSSDANTSSETPSKYYDEVCNCNESEISSVGQAQTSGPSSNKTC
ITHSSIKTNKKKVCKDVKLGINNNDKVLRVCVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDKNQS
GSSSNGSCNNKNQDECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWRKSSGNEEGLQKE
YANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCKGVTDIIYDTKEKFLSGCLIAAFHEGKNLKTSHEKKND
DNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNNTAEQDTSY
SSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNSTTCSGDGSVTGSGSSCDDMPTIDLIPQYLRFL
QEWVEHFCKQRQEKVKDVITNCNSCKECGDTCNGECKTECKTKCKGECEKYKNFIEECNGTAD
GGTSGSSWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTTENKCVQSDIDSF
FKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGEDKAPWTTYTTYTTKNCDIQKKTPKPQSCDTLVVVNVP
SPLGNTPHGYKYVCECKIPTTEETCDDRKEYMNQWIIDTSKKQKGSGSTNNDYELYTYNGVQIKQAAG
TLKNSKLD

>gi|90|93475|gbJABD92333.1| proteina de membrana de eritrocito 1 [Plasmodium falciparum] | 269 aa (SEQ ID
NO:12)

NYIKGDPYSAEYATKLSFILNSSDTENASEKIQKNNDEVCNCNESEIASVEQAPISDRSSQKACITHSSIK
ANKKKVCKHVKLGVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKSGSSSNGSCNNNNEE
ICQKKLEKVLASLTNGYKCDKCKSGTSTVNKNWIWKKYSGKEGGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKL
ENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKTSNKKKNDDNNSKLCKALKYSFADY

>gi|254952600|gbJACT97130.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum] | 344 aa (SEQ ID NO: 13)

KCDKCKSGTSTVNKKWIWKKYSGTEGGLQEEYANTIALPPRTQSLYLGNLPKLENVCKDVTDINFDTKEK
FLAGCLIAAFHEGKNLKTTYLEKKKGDNGKKNDDNNSKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLEL
NLQQIFGKLFRKYIKKNIASDENTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTMCNADGSVTGS
GSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQAKVKDVITNCNSCKECGGTCNGECKTECEKKCKGECD
AYKKFIEECKGKADEGTSGSSWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTSTAESKCVQS

>gi|254952598|gb|ACT97129.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 334 aa (SEQ ID NO:14)

KCDKCKSEQSKKNNNIWIWKKSSGTEGGLQKEYANTIALPPRTQSLYLGNLRKLENVCEDVKDINFDTKE
KFLAGCLIAAFHEGKNLKKRYLEKKNGDNNSKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFG
KLFRKYIKKNNTAEQHTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGTTCSSGSGDNGSISCDDIPTIDLIPQ
YLRFLQEWVEHFCEQRQGKVNAVIENCNSCKNTSSKTKLGGTCNGECKTECKGECDAYKEFIEKCKGTA
AEGTSGSSWVKRWYQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTSTAESKCVQS

>gi|254952596|gbJACT97128.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 332 aa (SEQ ID NO:15)

KCDKCKSEQSKKNNNIWIWKKSSGTEGGLQKEYANTIALPPRTQSLYLGNLRKLENVCEDVKDINFDTKE
KFLAGCLIAAFHEGKNLKKRYLEKKNGDNNSKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFG
KLFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGTTCSSGSGDNGSISCDDIPTIDLIPQ
YLRFLQEWVEHFCEQRQEKVKDVIKNCNSCKECGGTCNGECKTECKNKCKDECDAYKKFIEECEGKAAE

GTSGSSWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTSTAENKCVQS

>gi|90193465|gb|ABD92328.1| proteina de membrana de eritrocito 1 [Plasmodium falciparum] | 267 aa (SEQ ID
NO:16)
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NYIKDDPYSAEYTTKLSFILNSSDTENASEKIQKNNDEVCNPNESGIACVELAQTSGSSSNKTCNTHSFIK
ANKKKVCKDVKLGINKKDKDLKICVIEDDSLRGVDNCCCQDLLGILQENCSDKNQSGSSSNGSCNNKN
QEACQKKLENVFASLTNGYKCEKCKSEQSKKNNKNWIWKKYSVKEEGLQKEYANTIALPPRTQSLYLGNL
PKLGNVCKGVTDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKTTYLQNKKKLCKALKYSFADY

>gi|90193477|gb|ABD92334.1| proteina de membrana de eritrocito 1 [Plasmodium falciparum] | 263 aa (SEQ ID
NO:17)

DYIKGDPYFAEYATKLSFILNSSDANTSSGETANHNDEACNPNESEIASVEQASISDRSSQKACNTHSSIK
ANKKKECKHVKLGVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNGSCDKNSEE
ICQKKLDEALASLHNGYKNQKCKSEQSKKNKNKWIWKKSSGNEKGLQKEYANTIGLPPRTQSLYLGNLP
KLENVCEDVTDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKTTYPQNKNDDNGKKLCKD

>gi|254952594|gb]ACT97127.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 338 aa (SEQ ID NO:18)

KCDKCKSEQSKKNNNIWIWKKSSGNKKGLQKEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCKDVTDINFDTKE
KFLAGCLIAAFHEGKNLKISNEKKNDDNGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFG
KLFRKYIKKNNTAEQHTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGTTCSSGSGDNGDGSVTGSGSSCDD
MSTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVNAVIENCNSCKNTSSKTKLGGTCNGECKTECEKKCKDECEK
YKEFIEECKRGDGTAGSPWVKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKSCGTSAAENKCVQS

>gi|254952602|gb]ACT97131.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 341 aa (SEQ ID NO:19)

KCDKCKSEQSKKNNNIWIWKKSSGDEKGLQKEYANTIALPPRTQSLYLGNLPKLENVCKDVTDINFDTKE
KFLAGCLIAAFHEGKNLKTSHQNKNADNGKKNDDNGKKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLE
LNLQQIFGKLFRKYIKRNNTAEQHTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGTTCSSGSGDNGDGSVTG
SGSSCDDMSTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVKDVITNCNSCKECGGTCGSDCKTKCEAYKKFIEE
CNGTADGGTSGSSWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSGANSGVTTTENKCVQS

>gi|254952660|gb]ACT97160.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 352 aa (SEQ ID NO:20)

KCEKCESEQSKKNNKYWIWKKSSGNGEGLQEEYANTIALPPRTHSLCLVCLHEKEGKKTQELKNIRTNSE
LLKERITAAFHEGKNLKTSPQNKNDNGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLF
RKYIKKNNTAEQHTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTMCNADGSVTGSSDSGSTTCC

GDNGSISCDDMPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQEKVNAVITNCKSCKECGGTCNSDCEKKCKAYKE

FIEKCKGGGTEGTSGSSWSKRWDQIYKRHSKHIEDAKRNRKAGTKNCGITTGTISGESSGANSGVTTTE
NKCVQS

>gi|254952652|gb]ACT97156.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 344 aa (SEQ ID NO:21)

KCDKCKSGTSRSRKIWTWRKFRGNGEGLQKEYANTIGLSPRTQLLYLVCLHEKGKKTQELKNISTNSELL
KEWIIAAFHEGKNLKTTYPQKKNDDNGKKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKLF
RKYIKKNIASDENTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNGTTCCGDGSVTGSSDSGSTTCCG
DGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQEKVKDVITNCKSCKESEKKCKNKCDAYKEFI
DGTGSGGGTGTAGSSWSKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSGANSGVTTTENKCVQS

>gi|254952622|gb]ACT97141.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 350 aa (SEQ ID NO:22)

KCEKCKSEQSKKNNKIWTWRKFPGNGEGLQKEYANTIGLSPRTQLLYLVCLHEKGKKTQHKTISTNSELL
KEWIIAAFHEGKNLKKRYLEKKKGDNNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQQIFGKLF
RKYIKKNIASDENTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNSTMCNGDGSVTGSSDSGSTTCS
GDNGSISCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQEKVKDVIKNCNSCKECGGTCNGECKTECKNKCK
DECEKYKNFIEVCTGGDGTAGSPWSKRWYQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKSCGTSSGANSGVTTTESK
cvQs

>gi|254952626|gb]ACT97143.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 359 aa (SEQ ID NO:23)

KCEKCKSEQSKKNNKNWIWRKFPGNGEGLQKEYANTIGLPPRTHSLYLVCLHEKGKKTQELKNIRTNSEL
LKEWITAAFHEGKNLKKRYHQNNNSGNKKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQQIFGK

LFRKYIKKNISTEQDTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSSDSGSTTCS
GDNGSISCDDMPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQEKVKDVIENCKSCKNTSGERIIGGTCNGECKTEC
EKKCKAACEAYKTFIEECEGKAAEGTSGSSWSKRWYQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGKSSGANSG
VTTTENKCVQS
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>gi|90193469|gb|ABD92330.1| proteina de membrana de eritrocito 1 [Plasmodium falciparum] | 270 aa (SEQ ID
NO:24)

NYIKDDPYSKEYVTKLSFIPNSSDANNPSGETANHNDEVCNPNESEISSVEHAQTSVLLSQKAYITHSSIK
ANKKKVCKYVKLGVRENDKDLKICVIEDDSLRGVENCCFKDFLRILQENCSDNKRESSSNGSCNNNNEE
ACEKNLDEALASLTNCYKNQKCKSGTSTVNNNKWIWKKSSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVVCL
DEKEGKTQELKNIRTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKKRYHQNKNDDNNSKLCKALKYSFADY

>gi|254952644|gb]ACT97152.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 334 aa (SEQ ID NO:25)

KCDKCKSEQSKKNNKYWIWKKYSVKEGGLQKEYANTIALPPRTQSLCLVVCLDEKEGKTQELKNIRTNSE
LLKERIIAAFHEGKNLKTYHEKKKGDDGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKL
FRKYIKKNNTAEQHTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNGTTCSCSGDSSNDIPTIDLIPQY

LRFLQEWVEHFCEQRQAKVNAVIKNCKSCKECGGTCNGECKTECKTKCKGECEKYKEFIEKCEGQAAEG

TSGSSWSKRWYQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSGANSGVTTTENKCVQS

>gi|254952642|gb|ACT97151.11| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 351 aa (SEQ ID NO:26)

KCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKYSGTEGGLQKEYANTIALPPRTQSLYLVCLHEKEEKTQELKNISTNSEL
LKEWIIAAFHEGKNLKISPQNKNDNGKNLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQQIFGKLFR
KYIKKNNTAEQDTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNGTTCCGDGSVTGSSDSGSTTCCG
DGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQAKVKDVIKNCNSCKECGGTCNGECKTECEK
KCKGECEAYKKFIEKCNGGGGEGTSGSSWSKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAE
NKCVQS

>gi|254952658|gb]ACT97159.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 353 aa (SEQ ID NO:27)
KCDKCKSGTSTVNKKWIWKKFPGKEGGLQEEYANTIALPPRTQSLCLVVCLDEKEGKTQHKTISTNSELL
KEWIIAAFHEGKNLKISNKKKNDENNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKLFR
KYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGTTCSSGSGDNGDGSVTGSSDSGSTTCC
GDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQAKVKDVIENCKSCKNTSSKTKLGDTCNSD
CKTKCKVACEKYKEFIEKCVSAAGGTSGSSWVKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTSTA
ESKCVQS

>gi|254952640|gb]ACT97150.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 327 aa (SEQ ID NO:28)
KCDKCKSGTSTVNKKWIWKKYSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVCLHEKEGKTQELKNISTNSELL

KEWIIAAFHEGKNLKISNKKKNDDNGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKLF

RKYIKKNNTAEQDTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNSTTCSCSGDSSNDIPTIDLIPQYL

RFLQEWVEHFCKQRQEKVNAVITNCKSCKESGGTCNSDCEKKCKIECEKYKNFIEKCVTAAGGTSGSSW
SKRWDQIYKMYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAASTDENKCVQS

>dd2full 745 aminoacidos | 628 aa (SEQ ID NO: 29)

NYIKGDPYFAEYATKLSFILNSSDTENASETPSKYYDEACNCNESEIASVGQAQTSGPSSNKTC
ITHSSIKTNKKKECKDVKLGINNNDKVLRVCVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRG
SSSNGSCDKNSEEICQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQKEY
ANTIGLPPRTQSLCLVCLHEKEGKTQHKTISTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKTSHEKKNDDNGK
KLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNNTAEQHTSYSSLDE
LRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNGTTCSCSGDSSNDMPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQ
RQEKVNAVIENCNSCKESGGTCNSDCKTECKNKCEAYKEFIEDCKGGGTGTAGSPWSKRWDQ
IYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDVDSFFKHLIDIGLTTPSSYL
SNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTKNCDIQKKTPKSQSCDTLVVVNVPSPLGNTPHEYKYAC
ECKIPTTEETCDDRKEYMNQWSCGSAQTVRGRSGKDDYELYTYNGVKETKPLGTLKNSKLD

>gi|254952636|gb]ACT97148.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 350 aa (SEQ ID NO:30)
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KCEKCKSEQSKKNNKNWIWRKFRGTEGGLQEEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKGKKTQELKNIRTNSE
LLKEWITAAFHEGKNLKPSHQNKNSGNKENLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKL
FRKYIKKNNTAEQHTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNGTTCNADGSVTGSSDSGSTTCS
GDNGSISCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVNAVINSCNSCKNTSSKTKLGDTCNSDCKTKC
KIECEKYKTFIEKCVTAAGGTSGSPWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTSTAESKCVQ
S

>gi|254952638|gb]ACT97149.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 330 aa (SEQ ID NO:31)

KCDKCKSEQSKKNNKNWIWRKYSGNGEGLQKEYANTIGLPPRTHSLYLVCLHEKEGKTQELKNIRTNSEL
LKEWIIAAFHEGKNLKTTYLENKNDENKKKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKL
FRKYIKKNIASDENTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNGTTCSSGSGDNGSISCDDIPTID
LIPQYLRFLQEWVGHFCKQRQEKVNAVITNCNSCKESGGTCNSDCEKKCKIECEKYKKFIEECRTAAGGT
SGSPWSKRWDQIYKMYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTSTAESKCVQS

>gi|254952628|gb|ACT97144.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 334 aa (SEQ ID NO:32)

KCDKCKSEQSKKNNKNWIWRKYSGNGEGLQKEYANTIGLPPRTHSLYLVCLHEKEGKTQHKTISTNSELL
KEWIIAAFHEGKNLKKRYPQNNNSGNKKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGKL
FRKYIKKNIASDENTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAEMNGTMCNADGSVTGSGSSCDDMST
IDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQAKVKDVINSCKSCKESGDTCNSDCEKKCKNKCDAYKTFIEEFCTADG
GTAGSPWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSGANSGVTTTENKCVQS

>gi|254952630|gb]ACT97145.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 350 aa (SEQ ID NO:33)

KCDKCKSGTSTVNKNWIWKKYSGKEEGLQKEYANTIALPPRTHSLYLVCLHEKGKKTQELKNIRTNSELL
KEWIIAAFHEGKNLKTSPQNNNSGNKKKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKLF
RKYIKKNNTAEQHTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAEMNGTTCCGDGSVTGSSDSGSTTCS
GDNGSISCDDMPTTDFIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVKHVMESCKSCKECGDTCNGECKTECEKKC
KNKCEAYKTFIEKCVSADGGTSGSSWSKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTAE
NKCVQS

>P13 745 aminoacidos | 647 aa (SEQ ID NO: 34)

DYIKDDPYSAEYATKLSFILNPSDANTSSGETANHNDEVCNCNESEIASVELAPISDSSSNKTC
ITHSFIGANKKKECKDVKLGVREKDKDLKICVIEDDSLRGVENCCCQDLLGILQENCSDNKSGS
SSNGSCDKNSEDECQKKLENVFASLKNGYKCDKCKSGTSTVNKKWIWRKYSGNGEGLQKEYA
NTIGLPPRTHSLYLVCLHEKEGKTQHKTISTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKTSHQNNNSGNKK
KLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNIASDENTSYSSLDE
LRESWWNTNKKYIWLAMKHGAEMNSTMCNGDGSVTGSSDSGSTTCSGDNGSISCDDIPTID
LIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVKDVITNCKSCKESGDTCNSDCEKKCKNKCEAYKKFIEER
RTAAQGTAESSWVKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKSCGPSSTTNAAASTAENKCVQS
DIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGADNAPWTTYTTYTTTKNCDIKKKTPKPQSCDTL

VVVNVPSPLGNTPHEYKYACQCRTPNKQESCDDRKEYMNQWSSGSAQTVRGRSTNNDYELYTYNGV
KETKPLGTLKNSKLD

>gi|254952608|gb]ACT97134.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 341 aa (SEQ ID NO:35)

KCDKCKSGTSTVNKKWIWRKSSGNKEGLQKEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTKEK
FLAGCLIVSFHEGKNLKTSHEKKNDDNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKL
FRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNITTCCGDGSSGENQTNSCDDIP
TIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVNAVVTNCKSCKESGGTCNGECKTKCKNKCEVYKTFIDNVGDG
TAGSPWVKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGITTGTISGESSGATSGVTTTENKCVQS

>798 745 aminoacidos | 632 aa (SEQ ID NO: 36)
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NYIKDDPYSKEYVTKLSFIPNSSDANTSSEKIQKNNDEVCNPNESGISSVEQAQTSGPSSNKT
CITHSSIKANKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRG
SSSNDSCDNKNQDECQKKLDEALESLHNGYKNQKCKSGTSTVNKKWIWKKSSGNKEGLQKE
YANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVSKGVTDIIYDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKTSHEKKND
DNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGKLFRKYIKKNISAEQDTSYS
SLDELRESWWNTNKKYIWIAMKHGAGMNGTTCCGDGSSGENQTNSCDDIPTIDLIPQYLRFL
QEWVEHFCEQRQAKVKDVITNCKSCKNTSGERKIGGTCNGECKTKCKNKCEAYKTFIEHCKGG
DGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKSCGTSTAENKCVQSDIDSFFKHLIDIG
LTTPSSYLSIVLDENNCGEDKAPWTTYTTTKNCDIQKDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPHG
YKYACQCKIPTTEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSSSTKLD

>Indo 745 aminoacidos | 639 aa (SEQ ID NO:37)

DYIKGDPYSAEYVTKLSFIPNSSDANNPSEKIQKNNDEVCNCNESEISSVGQASISDPSSNKTC
NTHSSIKANKKKVCKDVKLGVRENDKVLKICVIEHTSLRGVDNCCFKDLLGILQEPRIDKNQS
GSSSNGSCDKNSEEACEKNLEKVLASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKYSGKEGGLQEE
YANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKEGKTQELKNISTNSELLKEWIIAAFPEGKNLKPSPEKKKGD
NGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNIASDENTLYSS
LDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTMCNADGSVTGSGSSCDDMPTIDLIPQYLRFLQ
EWVEHFCKQRQEKVKPVIENCNSCKNTSSERKIGGTCNSDCKTECKNKCEVYKKFIEDCKGGD
GTAGSSWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLI
DIGLTTPSSYLSTVLDDNICGEDNAPWTTYTTYTTTKNCDKDKKKSKSQSCDTLVVVNVPSPL
GNTPHEYKYACECRTPNKQESCDDRKEYMNQWISDNTKNPKGSGSGKDYYELYTYNGVDVKPTTVRS
SSTKLD

>MC 745 aminoacidos | 655 aa (SEQ ID NO:38)

DYIKGDPYFAEYATKLSFILNSSDANTSSGETANHNDEACNCNESEISSVEHASISDPSSNKTC
NTHSSIKANKKKVCKHVKLGVRENDKDLRVCVIEHTSLSGVENCCFKDFLRILQENCSDNKSG

SSSNGSCDKNNEEACEKNLEKVFASLTNCYKCEKCKSEQSKKNNKKWTWRKSSGNKGGLQEE
YANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKEGKKTQELKNIRTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKPSHEKKND
DNGKKNDDNNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNIA
SDENTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAEMNGTTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLI
PQYLRFLQEWVEHFCKQRQAKVKDVIENCKSCKESGNKCKTECKNKCEAYKKFIENCKGGDG

TAGSSWVKRWDQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSITNVSASTDENKCVQSDIDSFFK
HLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGDDKAPWTTYTTYTTYTTYTTYTTYTTYTTTKNCDKERDKSK
SQSCNTAVVVNVPSPLGNTPHEYKYACECRTPSNKELCDDRKEYMNQWSSGSAQTVRDRSGKDYY

5 ELYTYNGVKETKLPKKLNSSKLD

>gi|254952650|gb]ACT97155.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 347 aa (SEQ ID NO:39)

KCDKCKSEQSKKNNKYWIWKKSSVKEEGLQKEYANTIALPPRTHSLCLVVCLDEKGKKTQELKNISTNSE
LLKERITAAFHEGKNLKTTYLEKKNADNNSKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQQIFGKL
FRKYIKKNNTAEQHTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNGTTCCGDGSVTGSSDSGSTTCS
GDNGSISCDDMPTTDFIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVKDVIENCNSCKNNLGKTEINEKCKTECKNK
CEAYKNFIEKFCTADGGTSGSPWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTSTAENKCVQS

>gi|254952648|gb]ACT97154.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 335 aa (SEQ ID NO:40)

KCEKCKSGTSTVNKYWIWRKSSGNKEG LQKEYANTIALPPRTHSLCLVVCLDEKEGKTQELKNISTNSEL
LKERITAAFHEGENLKTSHEKKKGDDGKKNADNNSKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNL

QKIFGKLFRKYIKKNIASDENTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNGTTCSCSGDSSDDMP
TTDFIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQENVNAVIENCNSCKECGGTCNSDCEKKCKTECKNKCEAYKNFIEKF
CTADGGTSGYSWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKSCGTSSTTSTAESKCVQS

10 >ghana2 745 aminoacidos | 667 aa (SEQ ID NO: 41)
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SYVKNNPYSKEYVTKLSFILNPSDANNPSETPSKYYDEVCNCNESGIACVGQAQTSGPSSNKT

CITHSFIGANKKKVCKDVKLGVREKDKDLKICVIEDTYLSGVDNCCFKDFLGMLQENCSDNKS

GSSSNGSCNNKNQDECEKNLDEALASLTNGYKCEKCKSGTSTVNKYWIWRKSSGNKEGLQKE
YANTIALPPRTHSLCLVVCLDEKEGKTQHKTISTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKTSHEKKKGDD
GKKNADNNSKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNDFTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNIASD

ENTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSSDSGSTTCCGDGSV
TGSGSSCDDMPTTDFIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQENVNAVIENCNSCKECGGTCNSDCEKK

CKTECKGECDAYKEFIEKCNGGAAEGTSGSSWSKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCG
TSSTTSTAESKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDENICGADNAPWTTYTTYTTYTTYT

TTEKCNKETDKSKLQQCNTSVVVNVPSPLGNTPHGYKYVCECRTPNKQETCDDRKEYMNQWISD

NTKNPKGSRSTNNDYELYTYNGVQIKPTTVRSNSTKLD

>qi|254952634|gb]JACT97147.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 348 aa (SEQ ID NO:42)

KCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSSGNEKGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKEGKTQELKNIRTNS
ELLKEWIIAAFHEGKNLKTSHEKKKGDNNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFG
KLFRKYIKKNIASDENTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCSSGSGSTTCSSGSGSTT
CSSGSGDSCDDMPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVNAVIKNCNSCKESGGTCNGECKTECKNKC
EAYKTFIEEFCTADGGTSGSPWSKRWDQIYKMYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNVSVSTDENKCYV

Qs
>ghana1 745 aminoacidos | 652 aa (SEQ ID NO: 43)

DYIKDDPYFAEYVTKLSFILNSSDANNPSGETANHNDEVCNPNESGIASVEQAQTSDPSSNKT
CNTHSSIKANKKKVCKHVKLGVRENDKDLKICVIEHTSLSGVENCCCQDFLRILQENCSDNKS
GSSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLTNCYKCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSSGNEKGLQ
KEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKEGKTQELKNIRTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKKRYPQNK
NDDNNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFGKLFRKYIKKNISTEQDT
LYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCSSGSGSTTCSSGSGSTTCSSGSGDSCD
DMPTTDFIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVNAVIKNCNSCKESGGTCNGECKTECKNKCEAY
KTFIEEFCTADGGTSGSPWSKRWDQIYKMYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNVSVSTDE
NKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGEDKAPWTTYTTYTTTKKCNKETDKSKS
QSCNTAVVVNVPSPLGNTPHGYKYACECKIPTTEETCDDRKEYMNQWIIDTSKKQKGSGSGKDDYE
LYTYNGVDVKPTTVRSNSTKLD

>V/1S1 745 aminoacidos | 628 aa (SEQ ID NO: 44)

DYIKDDPYSAQYTTKLSFILNPSDANTSSEKIQKNNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKT

CITHSSIKANKKKVCKDVKLGINNNDKVLRVCVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKR

GSSSNGSCNNNNEEACEKNLDEAPASLHNGYKNQKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEKGLQE

EYANTIGLPPRTQSLCLVCLHEKEGKTQHKTISTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKTSHEKKNDDN
GKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGKLFRKYIKKNNTAEQDTSYSSL
DELRESWWNTNKKYIWIAMKHGAGMNGTTCSCSGDSSNDMPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFC

EQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKTFIEDCNGGGTGTAGSSWVKRW
DQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGPSSITNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSS
YLSNVLDENSCGDDKAPWTTYTTYTTTKNCDIQKDKSKSQPINTSVVVNVPSPLGNTPYRYKY
ACECKIPTTEESCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLD

>raj116_var25 745 aminoacidos | 653 aa (SEQ ID NO: 45)
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DYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDTENASETPSKYYDEACNPNESEIASVEQAQTSGPSSNKTC
ITHSSIKTNKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCFKDLLGILQENCSDNKRGS
SSNDSCNNNNEEACEKNLDEALASLTNGYKCDKCKSGTSTVNKKWTWRKSSGNEEGLQKEYA
NTIGLPPRTQSLCLVCLHEKEGKTKHKTISTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKTSHEKKNDDNGKK
LCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGKLFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDEL
RESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNGTTCSSGSGDNGDSSITGSSDSGSTTCSGDNGSISCDD
IPTTDFIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQAKVKDVINSCNSCNESGGTCNGECKTKCKDECEKYKK
FIEDCNGGDGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGPSSITNAAASTDENKC
VQSDVDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDENSCGDDKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSS

DTLVVVNVPSPLGNTPHEYKYACECKIPTNEETCDDRKDYMNQWISDTSKKQKGSGSGKDYYELYTY
NGVQIKQAAGRSSSTKLD

>gi|31323048|gb|AAP37940.1| var2csa [Plasmodium falciparum ]| 490 aa (SEQ ID NO:46)

KCDKCKSEQSKKNNNKWIWKKYSGNGEGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVCLHEKEGKTQHKTISTNSEL
LKEWIIAAFHEGKNLKKRYPQNKNDDNNSKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGK
LFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNGTTCSSGSGDNGDSSCDDIPT
IDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQAKVKDVINSCNSCKNTSGERKIGGTCNSDCEKKCKVACDAYKTFIEE
CRTAVGGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLID
IGLTTPSSYLSNVLDENSCGADKAPWTTYTTYTTYTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQQSNTSVVVNVPSPL
GNTPHEYKYACECKIPTTEETCDDRKEYMNQWIIDNTKNPKGSGSTDNDYELYTYNGVQIKQAAGRSSST
KLD

>gi|254952620|gb]ACT97140.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 335 aa (SEQ ID NO:47)

KCEKCKSGTSTVNNKWIWRKSSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCKGVTDIIYDTKEK
FLSGCLIAAFHEGKNLKTTYLEKKNDDNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGK
LFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWIAMKHGAGMNGTTCSSGSGDSSNDIPTTDFIP
QYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKPVIENCNSCKESGGTCNGECKTKCKVACDAYKKFIDGTGSGGGSRPT
GIAGSSWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGPSSITNVSVSTDENKCVQS

>T2C6 745 aminoacidos | 637 aa (SEQ ID NO: 48)

NYIKDDPYSKEYVTKLSFIPNSSDANTSSEKIQKNNDEVCNPNESGISSVEQAQTSDPSSNKT
CITHSSIKANKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIEHTSLSGVDNCCFKDFLRMLQEPRIDKNQ
RGSSSNGSCDKNSEEACEKNLDEALASLTNGYKCDKCKSEQSKKNNNKWIWKKFPGKEGGLQ
EEYANTIGLPPRTQYLCLVVCLDEKEGKTQELKNIRTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKTTYPQKK
NDDNGKKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKNVELNLQNNFGKLFRKYIKKNNTAEQD
TSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAEMNSTTCCGDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYL
RFLQEWVEHFCKQRQAKVKDVITNCNSCKESGNKCKTECKNKCKDECEKYKKFIEACGTAVG
GTGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKH
LIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTENCDIQKKTPKSQSCDTLVVVNVPSPL
GNTPHGYKYACQCRTPNKQESCDDRKEYMNQWIIDNTKNPKGSGSGKDYYELCKYNGVKETKPLGTL
KNSKLD

>gi|254952632|gb|ACT97146.1| VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 330 aa (SEQ ID NO:49)

KCDKCKSEQSKKNNNKWIWRKFPGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVCLHEKEGKTQHKTISTNSELL
KEWIIAAFHEGKNLKTTYLEKKNAENKKKLCKALKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLF
RKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNGTMCNADGSVTGSGSSCDDMPT
TDFIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQAKVKDVIENCKSCKESGNKCKTECKNKCDAYKTFIEECGTAVGGTAG
SSWVKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTAENKCVQS

>gi|90193487|gb|ABD92339.1| proteina de membrana de eritrocito 1 [Plasmodium falciparum] | 269 aa (SEQ ID
NO:50)

NYIKDDPYSKEYVTKLSFILNSSDAENASETPSKYYDEACNCNESGISSVEQASISDRSSQKACNTHSFIG
ANKKKVCKHVKLGVRENDKDLKICVIEDDSLRGVENCCFKDFLRMLQEPRIDKNQRGSSSNDSCNNNNE
EACEKNLDEALASLHNGYKNQKCKSEQSKKNNNKWIWKKSSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVCL
HEKEGKTQHKTISTNSELLKEWIIDAFHEGKNLKTTYLEKKKGDNGKKLCKALKYSFADY
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>gi|254952646|gb]JACT97153.1] VAR2CSA [Plasmodium falciparum ]| 347 aa (SEQ ID NO:51)

KCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSSGKEGGLQKEYANTIALPPRTQSLCLVVCLHEKEGKTQHKTISTNSE
LLKEWIIDAFHEGKNLKTTYLEKQNADNGKKNADNNSKLCKDLKYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLEL
NLQQIFGKLFRKYIKKNIASDENTLYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNGTTCSSGSGDSSSG
ENQTNSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGGTCNSDCKTKCKGECEKY
KKFIEKCKGGGTEGTSGSSWVKRWYQIYMRYSKYIEDAKRNRKAGTKSCGTSSGANSGVTTTESKCVQ
S

>gi|90193485|gb|ABD92338.1| proteina 1 de membrana de eritrocito [Plasmodium falciparum] | 269 aa (SEQ ID
NO:52)

DYIKDDPYSKEYTTKLSFILNSSDANTSSEKIQKNNDEVCNPNESEISSVEQAQTSRPSSNKTCITHSSIK
ANKKKVCKDVKLGVRENDKVLRVCVIEHTSLSGVENCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNGSCDKNSEE

ACEKNLDEALASLTNCYKNQKCKSEQSKKNNNKWIWKKSSGNEKGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVCLH
EKEGKTQELKNISTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKTTYPQNKNDDNGKKLFKDLKYSFADY

>MTS1 745 aminoacidos | 646 aa (SEQ ID NO: 53)

DYIKDDPYSKEYTTKLSFILNSSDANTSSEKIQKNNDEVCNPNESEISSVEQAQTSRPSSNKTC
ITHSSIKANKKKVCKDVKLGVRENDKVLRVCVIEHTSLSGVENCCCQDLLGILQENCSDNKRG
SSSNGSCDKNSEEACEKNLDEALASLTNCYKNQKCKSEQSKKNNNKWIWKKSSGKEGGLQKE
YANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCKGVTDINFDTKEKFLAGCLIAAFHEGKNLKTTYLEKKN
DDNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKAFGKLFRKYIKKNNTAEQDTS
YSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAGMNGTTCSSGSGDSSNDIPTTDFIPQYLRFLQEW
VENFCEQRQAKVKDVIENCNSCKNTSGERKIGDTCNSDCEKKCKDECEKYKKFIEDCKGGDGT
AGSSWVKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGITTGTISGESSGATSGVTTTENKCVQS
DIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGEDNAPWTTYTTYTTEKCNKETDKSKSQQSNTAV
VVNVPSPLGNTPHGYKYACECKIPTTEETCDDRKEYMNQWSCGSAQTVRDRSGKDDYELCKYNGVQI
KQAAGTLKNSKLD

>Q81639 (Q81639_PLAF7) Plasmodium falciparum (aislado 3D7), parte extracelular de 632 aa (SEQ ID NO:54)

NYIKGDPYFAEYATKLSFILNSSDANNPSEKIQKNNDEVCNCNESGIASVEQEQISDPSSNKTC
ITHSSIKANKKKVCKHVKLGVRENDKDLRVCVIEHTSLSGVENCCCQDFLRILQENCSDNKSG
SSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLTNCYKCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSSGKEGGLQK
EYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKGKKTQELKNIRTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKPSHEKKND
DNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNNTAEQDTSYS
SLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQ
EWVEHFCKQRQEKVKPVIENCKSCKESGGTCNGECKTECKNKCEVYKKFIEDCKGGDGTAGSS
WVKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTT
PSSYLSIVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKETDKSKLQQCNTAVVVNVPSPLGNTPHG
YKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLD

>Q81639 (Q8I1639_PLAF7) Plasmodium falciparum (aislado 3D7), parte extracelular de 2730 aa completa (SEQ
ID NO:55)
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MDKSSIANKIEAYLGAKSDDSKIDQSLKADPSEVQYYGSGGDGYYLRKNICKITVNHSDSGTNDPCDRIP
PPYGDNDQWKCAIILSKVSEKPENVFVPPRRQRMCINNLEKLNVDKIRDKHAFLADVLLTARNEGERIVQ
NHPDTNSSNVCNALERSFADIADIIRGTDLWKGTNSNLEQNLKQMFAKIRENDKVLQDKYPKDQNYRKL
REDWWNANRQKVWEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSNGDNKLELCRKCGHYEEKVPTKLDYVPQFLR
WLTEWIEDFYREKQNLIDDMERHREECTSEDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCECVKKWKSEWENQKNK
YTELYQQNKNETSQKNTSRYDDYVKDFFKKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKLSFILNSSDANNPSEKI
QKNNDEVCNCNESGIASVEQEQISDPSSNKTCITHSSIKANKKKVCKHVKLGVRENDKDLRVCVIEHTSL
SGVENCCCQDFLRILQENCSDNKSGSSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLTNCYKCDKCKSEQSKKN
NKNWIWKKSSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKGKKTQELKNIRTNSELLKEWIIAAFHEG
KNLKPSHEKKNDDNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNNTAEQ
DTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQE
WVEHFCKQRQEKVKPVIENCKSCKESGGTCNGECKTECKNKCEVYKKFIEDCKGGDGTAGSSWVKRW
DQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNIC
GADKAPWTTYTTYTTTEKCNKETDKSKLQQCNTAVVVNVPSPLGNTPHGYKYACQCKIPTNEETCDDRKE
YMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDDKDVTFFNLFEQWNKEIQYQIEQ
YMTNTKISCNNEKNVLSRVSDEAAQPKFSDNERDRNSITHEDKNCKEKCKCYSLWIEKINDQWDKQKD
NYNKFQRKQIYDANKGSQNKKVVSLSNFLFFSCWEEYIQKYFNGDWSKIKNIGSDTFEFLIKKCGNDSG
DGETIFSEKLNNAEKKCKENESTNNKMKSSETSCDCSEPIYIRGCQPKIYDGKIFPGKGGEKQWICKDTII
HGDTNGACIPPRTQNLCVGELWDKRYGGRSNIKNDTKESLKQKIKNAIQKETELLYEYHDKGTAIISRNP
MKGQKEKEEKNNDSNGLPKGFCHAVQRSFIDYKNMILGTSVNIYEYIGKLQEDIKKITIEKGTTKQNGKTY
GSGAENVNAWWKGIEGEMWDAVRCAITKINKKQKKNGTFSIDECGIFPPTGNDEDQSVSWFKEWSEQF
CIERLQYEKNIRDACTNNGQGDKIQGDCKRKCEEYKKYISEKKQEWDKQKTKYENKYVGKSASDLLKEN
YPECISANFDFIFNDNIEYKTYYPYGDYSSICSCEQVKYYEYNNAEKKNNKSLCHEKGNDRTWSKKYIKKL
ENGRTLEGVYVPPRRQQLCLYELFPIIIKNKNDITNAKKELLETLQIVAEREAYYLWKQYHAHNDTTYLAHK
KACCAIRGSFYDLEDIIKGNDLVHDEYTKYIDSKLNEIFDSSNKNDIETKRARTDWWENEAIAVPNITGAN

KSDPKTIRQLVWDAMQSGVRKAIDEEKEKKKPNENFPPCMGVQHIGIAKPQFIRWLEEWTNEFCEKYTKY
FEDMKSNCNLRKGADDCDDNSNIECKKACANYTNWLNPKRIEWNGMSNYYNKIYRKSNKESEDGKDYS
MIMEPTVIDYLNKRCNGEINGNYICCSCKNIGENSTSGTVNKKLQKKETQCEDNKGPLDLMNKVLNKMD
PKYSEHKMKCTEVYLEHVEEQLKEIDNAIKDYKLYPLDRCFDDKSKMKVCDLIGDAIGCKHKTKLDELDE
WNDVDMRDPYNKYKGVLIPPRRRQLCFSRIVRGPANLRNLKEFKEEILKGAQSEGKFLGNYYNEDKDKEK
ALEAMKNSFYDYEYIIKGSDMLTNIQFKDIKRKLDRLLEKETNNTEKVDDWWETNKKSIWNAMLCGYKKS
GNKIIDPSWCTIPTTETPPQFLRWIKEWGTNVCIQKEEHKEYVKSKCSNVTNLGAQESESKNCTSEIKKY
QEWSRKRSIQWEAISEGYKKYKGMDEFKNTFKNIKEPDANEPNANEYLKKHCSKCPCGFNDMQEITKYT
NIGNEAFKQIKEQVDIPAELEDVIYRLKHHEYDKGNDYICNKYKNINVNMKKNNDDTWTDLVKNSSDINK
GVLLPPRRKNLFLKIDESDICKYKRDPKLFKDFIYSSAISEVERLKKVYGEAKTKVVHAMKYSFADIGSIIKG
DDMMENNSSDKIGKILGDGVGQNEKRKKWWDMNKYHIWESMLCGYKHAYGNISENDRKMLDIPNND
DEHQFLRWFQEWTENFCTKRNELYENMVTACNSAKCNTSNGSVYDKKECTEACKNYSNFILIKKKEYQSL
NSQYDMNYKETKAEKKESPEYFKDKCNGECSCLSEYFKDETRWKNPYETLDDTEVKNNCMCKPPPPASN
NTSDILQKTIPFGIALALGSIAFLFMKKKPKTPVDLLRVLDIPKGDYGIPTPKSSNRYIPYASDRYKGKTYIY
MEGDTSGDDDKYIWDL

>FCRS3 (SEQ ID NO:56) parte extracelular de 2734 aa completa (577 aa corr. resaltada ID1-DBL2b)
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MDSTSTIANKIEEYLGAKSDDSKIDELLKADPSEVEYYRSGGDGDYLKNNICKITVNHSDSGKYDPCEKKL
PPYDDNDQWKCQQNSSDGSGKPENICVPPRRERLCTYNLENLKFDKIRDNNAFLADVLLTARNEGEKIVQ
NHPDTNSSNVCNALERSFADLADIIRGTDQWKGTNSNLEKNLKQMFAKIRENDKVLQDKYPKDQKYTKL
REAWWNANRQKVWEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSDRKKNFELCRKCGHYEKEVPTKLDYVPQFLR
WLTEWIEDFYREKQNLIDDMERHREECTREDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCECVKKWKTEWENQENK
YKDLYEQNKNKTSQKNTSRYDDYVKDFFEKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNP
SGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKLGVRENDKD
LKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFASLT
NGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDV
KDINFDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIW
DNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHG
AEMNITTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCK
ESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKR
NRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADK
APWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPTNEETCDDRK
EYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDGNDVTFFNLFEQWNKEIQYQIE
QYMTNANISCIDEKEVLDSVSDEGTPKVRGGYEDGRNNNTDQGTNCKEKCKCYKLWIEKINDQWGKQK
DNYNKFRSKQIYDANKGSQNKKVVSLSNFLFFSCWEEYIQKYFNGDWSKIKNIGSDTFEFLIKKCGNNSA
HGEEIFNEKLKNAEKKCKENESTDTNINKSETSCDLNATNYIRGCQSKTYDGKIFPGKGGEKQWICKDTII
HGDTNGACIPPRTQNLCVGELWDKSYGGRSNIKNDTKELLKEKIKNAIHKETELLYEYHDTGTAIISKNDK
KGQKGKNDPNGLPKGFCHAVQRSFIDYKNMILGTSVNIYEHIGKLQEDIKKIIEKGTPQQKDKIGGVGSS
TENVNAWWKGIEREMWDAVRCAITKINKKNNNSIFNGDECGVSPPTGNDEDQSVSWFKEWGEQFCIER
LRYEQNIREACTINGKNEKKCINSKSGQGDKIQGACKRKCEKYKKYISEKKQEWDKQKTKYENKYVGKS
ASDLLKENYPECISANFDFIFNDNIEYKTYYPYGDYSSICSCEQVKYYKYNNAEKKNNKSLCYEKDNDMTW
SKKYIKKLENGRSLEGVYVPPRRQQLCLYELFPIIIKNEEGMEKAKEELLETLQIVAEREAYYLWKQYNPTG
KGIDDANKKACCAIRGSFYDLEDIIKGNDLVHDEYTKYIDSKLNEIFGSSDTNDIDTKRARTDWWENETIT
NGTDRKTIRQLVWDAMQSGVRYAVEEKNENFPLCMGVEHIGIAKPQFIRWLEEWTNEFCEKYTKYFEDM
KSKCDPPKRADTCGDNSNIECKKACANYTNWLNPKRIEWNGMSNYYNKIYRKSNKESEGGKDYSMIMA
PTVIDYLNKRCHGEINGNYICCSCKNIGAYNTTSGTVNKKLQKKETECEEEKGPLDLMNEVLNKMDKKYS
AHKMKCTEVYLEHVEEQLNEIDNAIKDYKLYPLDRCFDDQTKMKVCDLIADAIGCKDKTKLDELDEWND
MDLRGTYNKHKGVLIPPRRRQLCFSRIVRGPANLRSLNEFKEEILKGAQSEGKFLGNYYKEHKDKEKALEA
MKNSFYDYEDIIKGTDMLTNIEFKDIKIKLDRLLEKETNNTKKAEDWWKTNKKSIWNAMLCGYKKSGNKI
IDPSWCTIPTTETPPQFLRWIKEWGTNVCIQKQEHKEYVKSKCSNVTNLGAQASESNNCTSEIKKYQEWS
RKRSIRWETISKRYKKYKRMDILKDVKEPDANTYLREHCSKCPCGFNDMEEMNNNEDNEKEAFKQIKEQ
VKIPAELEDVIYRIKHHEYDKGNDYICNKYKNIHDRMKKNNGNFVTDNFVKKSWEISNGVLIPPRRKNLFL
YIDPSKICEYKKDPKLFKDFIYWSAFTEVERLKKAYGGARAKVVHAMKYSFTDIGSIIKGDDMMEKNSSD
KIGKILGDTDGQNEKRKKWWDMNKYHIWESMLCGYREAEGDTETNENCRFPDIESVPQFLRWFQEWSE
NFCDRRQKLYDKLNSECISAECTNGSVYDNSKCTHACVNYKNYILTKKTEYEIQTNKYDNEFKNKNSNDKD
APDYLKEKCNDNKCECLNKHIDDKNKTWKNPYETLEDTFKSKCDCPKPLPSPIKPDDLPPQADEPFDPTIL
QTTIPFGIALALGSIAFLFMKVIYIYIYVCCICMYVCMYVCMYVCMYVCMYVCMHVCMLCVYVIYVFKICIYI
EKEKRKK

>BPTI, inhibidor de proteasa (SEQ ID NO:57)
RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGA

>PE38, Exotoxina A de Pseudomonas (SEQ ID NO:58), (el subrayado de KDEL representa una secuencia sefial,
que puede ser opcional para las construcciones de acuerdo con la presente invencion)

RHRQPRGWEQLEQCGYPVQRLVALYLAARLSWNQVDQVIRNALASPGSGGDLGEAIREQPEQARLALTL
AAAESERFVRQGTGNDEAGAANGPADSGDALLERNYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHR
QLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNG
ALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPS
AIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPPRKDEL

>PE38LR, variante de PE38 (SEQ ID NO: 59) (el subrayado de KDEL representa una secuencia de sefal, que
puede ser opcional para las construcciones de acuerdo con la presente invencion)

RHRQPRGWEQLYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIV
FGGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAP
EAAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAI
SALPDYASQPGKPPRKDEL
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Secuencias de polipéptidos VAR2CSA fusionadas con fragmentos truncados de exotoxina A de Pseudomonas
(PE38)

Proteinas VAR2CSA-PE38 fusionadas pueden tener modificaciones tales como un inhibidor de proteasa (BPTI)
en N-terminal y/o una secuencia optimizada de PE38 que es menos inmunogénica (PE38LR)

>BPTI-ID1-ID2aFCR3-PE38LR, (SEQ ID NO: 60) la secuencia subrayada corresponde al dominio ID1 de FCRS,
la secuencia en negrita corresponde al dominio DBL2Xb de FCRS, la secuencia subrayada y en negrita es ID2a

RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGANYIKGDPYFAEYA
TKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKL
GVRENDKDLKICVIEDTSLSGVYDNCCCODLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKI EKVFAS
LTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCE
DVKDINFDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSI
WDNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKH
GAEMNITTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSC
KESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAK
RNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGAD
KAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPTNEETCD
DRKEYMNOWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDRHRQPRGWEQLYP
TGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIL
WRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLP
LRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPP
RKDEL

>BPTI-ID1-ID2aFCR3-PE38 (SEQ ID NO:61)

RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGANYIKGDPYFAEYA
TKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKL
GVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFAS
LTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINF
DTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNL
QNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGS
SCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEA
CGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDS
FFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGN
TPYRYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKL
DPEGGSLAALTAHQACHLPLETFTRHRQPRGWEQLEQCGYPVQRLVALYLAARLSWNQVDQVIRNALAS
PGSGGDLGEAIREQPEQARLALTLAAAESERFVRQGTGNDEAGAANGPADSGDALLERNYPTGAEFLGD

GGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIWRGFYIA
GDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLPLRLDAITG
PEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPPRKDEL

>|D1-ID2aFCR3-PE38 (SEQ ID NO:62)

NYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIK
TNKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQ
DECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPK
LENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIW
DNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTC
NADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCK
DECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTD
ENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTL
VVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDV
KPTTVRSNSSKLDPEGGSLAALTAHQACHLPLETFTRHRQPRGWEQLEQCGYPVQRLVALYLAARLSWN
QVDQVIRNALASPGSGGDLGEAIREQPEQARLALTLAAAESERFVRQGTGNDEAGAANGPADSGDALLE
RNYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQ
DLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLI
GHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQ
PGKPPRKDEL
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>|D1-ID2aFCR3-PE38LR (SEQ ID NO:63)

NYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIK
TNKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQ
DECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPK
LENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIW
DNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTC
NADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCK
DECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTD
ENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTL
VVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDV
KPTTVRSNSSKLDRHRQPRGWEQLYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVG
YHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSL
PGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGD
LDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPPRKDEL

>BPTI-DBL1-ID2aFCR3-PE38LR (SEQ ID NO:64)

RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGANHSDSGKYDPCE
KKLPPYDDNDQWKCQQNSSDGSGKPENICYPPRRERLCTYNLENLKFDKIRDNNAFLADVLLTARNEGE
KIVQNHPDTNSSNVCNALERSFADLADIIRGTDQWKGTNSNLEKNLKQMFAKIRENDKVLQDKYPKDQK
YTKLREAWWNANRQKVWEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSDRKKNFELCRKCGHYEKEVPTKLDYVP
QFLRWLTEWIEDFYREKQNLIDDMERHREECTREDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCECVKKWKTEWEN
QENKYKDLYEQNKNKTSQKNTSRYDDYVKDFFEKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNP
SGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIE
DTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGT
SRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSF
HEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKN
NTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLR
FLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSP
WSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSY
LSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPT
NEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDRHRQPRGWEQLY
PTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLD
AIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHP
LPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGK
PPRKDEL

>BPTI-DBL1-ID2aFCR3-PE38 (SEQ ID NO:65)

RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGANHSDSGKYDPCE
KKLPPYDDNDQWKCQQNSSDGSGKPENICYPPRRERLCTYNLENLKFDKIRDNNAFLADVLLTARNEGE
KIVQNHPDTNSSNVCNALERSFADLADIIRGTDQWKGTNSNLEKNLKQMFAKIRENDKVLQDKYPKDQK
YTKLREAWWNANRQKVWEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSDRKKNFELCRKCGHYEKEVPTKLDYVP
QFLRWLTEWIEDFYREKQNLIDDMERHREECTREDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCECVKKWKTEWEN
QENKYKDLYEQNKNKTSQKNTSRYDDYVKDFFEKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNP
SGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIE
DTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGT
SRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSF
HEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKN
NTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLR
FLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSP
WSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSY
LSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPT
NEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDPEGGSLAALTAHQ
ACHLPLETFTRHRQPRGWEQLEQCGYPVQRLVALYLAARLSWNQVDQVIRNALASPGSGGDLGEAIREQ
PEQARLALTLAAAESERFVRQGTGNDEAGAANGPADSGDALLERNYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNW
TVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEP
DARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPL
AERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPPRKDEL

>DBL1-ID2aFCR3-PE38LR (SEQ ID NO:66)
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NHSDSGKYDPCEKKLPPYDDNDQWKCQQNSSDGSGKPENICVPPRRERLCTYNLENLKFDKIRDNNAFL
ADVLLTARNEGEKIVQNHPDTNSSNVCNALERSFADLADIIRGTDQWKGTNSNLEKNLKQMFAKIREND
KVLQDKYPKDQKYTKLREAWWNANRQKVWEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSDRKKNFELCRKCGHY
EKEVPTKLDYVPQFLRWLTEWIEDFYREKQNLIDDMERHREECTREDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCEC
VKKWKTEWENQENKYKDLYEQNKNKTSQKNTSRYDDYVKDFFEKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKL
SFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKLGVR
ENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFASLTN
GYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTK
EKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNN
FGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGSSCD
DIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGT
AGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFK
HLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPY
RYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDR
HRQPRGWEQLYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVF
GGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPE
AAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAIS
ALPDYASQPGKPPRKDEL

>DBL1-ID2aFCR3-PE38 (SEQ ID NO:67)

NHSDSGKYDPCEKKLPPYDDNDQWKCQQNSSDGSGKPENICVPPRRERLCTYNLENLKFDKIRDNNAFL
ADVLLTARNEGEKIVQNHPDTNSSNVCNALERSFADLADIIRGTDQWKGTNSNLEKNLKQMFAKIREND
KVLQDKYPKDQKYTKLREAWWNANRQKVWEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSDRKKNFELCRKCGHY
EKEVPTKLDYVPQFLRWLTEWIEDFYREKQNLIDDMERHREECTREDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCEC
VKKWKTEWENQENKYKDLYEQNKNKTSQKNTSRYDDYVKDFFEKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKL
SFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKLGVR
ENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFASLTN
GYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTK
EKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNN
FGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGSSCD
DIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGT
AGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFK
HLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPY
RYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGYVDVKPTTVRSNSSKLDP
EGGSLAALTAHQACHLPLETFTRHRQPRGWEQLEQCGYPVQRLVALYLAARLSWNQVDQVIRNALASPG
SGGDLGEAIREQPEQARLALTLAAAESERFVRQGTGNDEAGAANGPADSGDALLERNYPTGAEFLGDGG

DISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDP
ALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEE
EGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPPRKDEL

>|D1-1D2a3D7-PE38 (SEQ ID NO:68)

LSFILNSSDANNPSEKIQKNNDEVCNCNESGIASVEQEQISDPSSNKTCITHSSIKANKKKVCKHVKLGV
RENDKDLRVCVIEHTSLSGVENCCCQDFLRILQENCSDNKSGSSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLT
NCYKCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKGKKTQELKNIR
TNSELLKEWIIAAFHEGKNLKPSHEKKNDDNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKI
FGKLFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSGSSCD
DIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVKPVIENCKSCKESGGTCNGECKTECKNKCEVYKKFIEDCKG
GDGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLT
TPSSYLSIVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKETDKSKLQQCNTAVVVNVPSPLGNTPHGYKYACQ
CKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDPEGGSLAA
LTAHQACHLPLETFTRHRQPRGWEQLEQCGYPVQRLVALYLAARLSWNQVDQVIRNALASPGSGGDLGE
AIREQPEQARLALTLAAAESERFVRQGTGNDEAGAANGPADSGDALLERNYPTGAEFLGDGGDISFSTRG
TQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYA
QDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLET
ILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPPRKDEL

>|D1-ID2a3D7-PE38LR (SEQ ID NO:69)
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LSFILNSSDANNPSEKIQKNNDEVCNCNESGIASVEQEQISDPSSNKTCITHSSIKANKKKVCKHVKLGY
RENDKDLRVCVIEHTSLSGVENCCCQDFLRILQENCSDNKSGSSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLT
NCYKCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSSGKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKGKKTQELKNIR
TNSELLKEWITAAFHEGKNLKPSHEKKNDDNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKI
FGKLFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSGSSCD
DIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVKPVIENCKSCKESGGTCNGECKTECKNKCEVYKKFIEDCKG
GDGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKYIEDAKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLT
TPSSYLSIVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKETDKSKLQQCNTAVVVNVPSPLGNTPHGYKYACQ
CKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDRHRQPRG
WEQLYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERGYVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRAR
SQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYVPRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVER
LIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPRNVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYAS
QPGKPPRKDEL

>|D1-DBL2bFCR3-PE38LR (SEQ ID NO:70)

NYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIK
TNKKKECKDVKLGVYRENDKDLKICVIEDTSLSGVYDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQ
DECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPK
LENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIW
DNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTC
NADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCK
DECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTD
ENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTL
VVVNVPSPLGNTPYRYKYRHRQPRGWEQLYPTGAEFLGDGGDISFSTRGTQNWTVERLLQAHRQLEERG
YVFVGYHGTFLEAAQSIVFGGVRARSQDLDAIWRGFYIAGDPALAYGYAQDQEPDARGRIRNGALLRVYV
PRSSLPGFYRTSLTLAAPEAAGEVERLIGHPLPLRLDAITGPEEEGGRLETILGWPLAERTVVIPSAIPTDPR
NVGGDLDPSSIPDKEQAISALPDYASQPGKPPRKDEL

>DT388, secuencia de toxina diftérica (SEQ ID NO: 71)

MGADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKGFYSTDNKYDAAGYS

VDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKYDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLS
LPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGQDAMYEYMAQACAGNRVRRSVGSSLSCINLDW
DVIRDKTKTKIESLKEHGPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGAN

YAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSLMVAQAIPLVG
ELVDIGFAAYNFVESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHKTQPMHEF

Secuencias de polipéptidos VAR2CSA fusionadas con fragmentos truncados de toxina diftérica
>DT388-DBL1-ID2a 3D7 (SEQ ID NO:72)

MGADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKGFYSTDNKYDAAGYS
VDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLS
LPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGQDAMYEYMAQACAGNRVRRSVGSSLSCINLDW
DVIRDKTKTKIESLKEHGPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGAN
YAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSLMVAQAIPLVG
ELVDIGFAAYNFVESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHKTQPMHEFHSDSGTNDPCDRIPPPYGDNDQWKCA
ITILSKVSEKPENVFVPPRRQRMCINNLEKLNVDKIRDKHAFLADVLLTARNEGERIVQNHPDTNSSNVCNA
LERSFADIADIIRGTDLWKGTNSNLEQNLKQMFAKIRENDKVLQDKYPKDQNYRKLREDWWNANRQKV
WEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSNGDNKLELCRKCGHYEEKVPTKLDYVPQFLRWLTEWIEDFYREK
QNLIDDMERHREECTSEDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCECVKKWKSEWENQKNKYTELYQQNKNETS
QKNTSRYDDYVKDFFKKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKLSFILNSSDANNPSEKIQKNNDEVCNCNES
GIASVEQEQISDPSSNKTCITHSSIKANKKKVCKHVKLGVRENDKDLRVCVIEHTSLSGVENCCCQDFLRI
LQENCSDNKSGSSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLTNCYKCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSSGKE
GGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKGKKTQELKNIRTNSELLKEWIIAAFHEGKNLKPSHEKKNDDN
GKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELRESW
WNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQEKVK
PVIENCKSCKESGGTCNGECKTECKNKCEVYKKFIEDCKGGDGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKYIEDAKR
NRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTT
EKCNKETDKSKLQQCNTAVVVNVPSPLGNTPHGYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMK
RGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDSGR

>DT388-DBL1-ID2a FCR3 (SEQ ID NO:73)
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MGADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKGFYSTDNKYDAAGYS
VDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLS
LPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGQDAMYEYMAQACAGNRVRRSVGSSLSCINLDW
DVIRDKTKTKIESLKEHGPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGAN
YAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSLMVAQAIPLVG
ELVDIGFAAYNFVESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHKTQPMHEFHSDSGKYDPCEKKLPPYDDNDQWKC
QQNSSDGSGKPENICVPPRRERLCTYNLENLKFDKIRDNNAFLADVLLTARNEGEKIVQNHPDTNSSNVC
NALERSFADLADIIRGTDQWKGTNSNLEKNLKQMFAKIRENDKVLQDKYPKDQKYTKLREAWWNANRQ
KVWEVITCGARSNDLLIKRGWRTSGKSDRKKNFELCRKCGHYEKEVPTKLDYVPQFLRWLTEWIEDFYRE
KQNLIDDMERHREECTREDHKSKEGTSYCSTCKDKCKKYCECVKKWKTEWENQENKYKDLYEQNKNKT
SQKNTSRYDDYVKDFFEKLEANYSSLENYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNPSGETANHNDEACNCN
ESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKLGYRENDKDLKICVIEDTSLSGVDNCCCQDL
LGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGTSRSKKKWIWKKSSG
NEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSFHEGKNLKKRYPQNK
NSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKNNTAEQDTSYSSLDE
LRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVENFCEQRQ
AKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSPWSKRWDQIYKRYSK
HIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSNVLDDNICGADK
APWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQ
WSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDSGR

>DT388-ID1-1D2a 3D7 (SEQ ID NO:74)

MGADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKGFYSTDNKYDAAGYS

VDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLS
LPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGQDAMYEYMAQACAGNRVRRSVGSSLSCINLDW
DVIRDKTKTKIESLKEHGPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGAN

YAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSLMVAQAIPLVG
ELVDIGFAAYNFVESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHKTQPMHEFLSFILNSSDANNPSEKIQKNNDEVCNC
NESGIASVEQEQISDPSSNKTCITHSSIKANKKKVCKHVKLGVRENDKDLRVCVIEHTSLSGVENCCCQD
FLRILQENCSDNKSGSSSNGSCNNKNQEACEKNLEKVLASLTNCYKCDKCKSEQSKKNNKNWIWKKSS
GKEGGLQKEYANTIGLPPRTQSLCLVVCLDEKGKKTQELKNIRTNSELLKEWITAAFHEGKNLKPSHEKKN
DDNGKKLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQKIFGKLFRKYIKKNNTAEQDTSYSSLDELR
ESWWNTNKKYIWLAMKHGAGMNSTTCCGDGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLRFLQEWVEHFCKQRQE

KVKPVIENCKSCKESGGTCNGECKTECKNKCEVYKKFIEDCKGGDGTAGSSWVKRWDQIYKRYSKYIED
AKRNRKAGTKNCGPSSTTNAAENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSYLSIVLDDNICGADKAPWTTYTTY
TTTEKCNKETDKSKLQQCNTAVVVNVPSPLGNTPHGYKYACQCKIPTNEETCDDRKEYMNQWSCGSART
MKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDSGR

>DT388-ID1-ID2a FCR3 (SEQ ID NO:75)

MGADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKGFYSTDNKYDAAGYS
VDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLS
LPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEINFETRGKRGQDAMYEYMAQACAGNRVRRSVGSSLSCINLDW
DVIRDKTKTKIESLKEHGPIKNKMSESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGAN
YAAWAVNVAQVIDSETADNLEKTTAALSILPGIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSLMVAQAIPLVG
ELVDIGFAAYNFVESIINLFQVVHNSYNRPAYSPGHKTQPMHEFNYIKGDPYFAEYATKLSFILNPSDANNP
SGETANHNDEACNCNESGISSVGQAQTSGPSSNKTCITHSSIKTNKKKECKDVKLGVRENDKDLKICVIE
DTSLSGVDNCCCQDLLGILQENCSDNKRGSSSNDSCDNKNQDECQKKLEKVFASLTNGYKCDKCKSGT
SRSKKKWIWKKSSGNEEGLQEEYANTIGLPPRTQSLYLGNLPKLENVCEDVKDINFDTKEKFLAGCLIVSF
HEGKNLKKRYPQNKNSGNKENLCKALEYSFADYGDLIKGTSIWDNEYTKDLELNLQNNFGKLFGKYIKKN
NTAEQDTSYSSLDELRESWWNTNKKYIWTAMKHGAEMNITTCNADGSVTGSGSSCDDIPTIDLIPQYLR
FLQEWVENFCEQRQAKVKDVITNCKSCKESGNKCKTECKTKCKDECEKYKKFIEACGTAGGGIGTAGSP
WSKRWDQIYKRYSKHIEDAKRNRKAGTKNCGTSSTTNAAASTDENKCVQSDIDSFFKHLIDIGLTTPSSY
LSNVLDDNICGADKAPWTTYTTYTTTEKCNKERDKSKSQSSDTLVVVNVPSPLGNTPYRYKYACQCKIPT
NEETCDDRKEYMNQWSCGSARTMKRGYKNDNYELCKYNGVDVKPTTVRSNSSKLDSGR
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Ejemplos

Ejemplo 1 Produccion de proteinas recombinantes VAR2CSA truncadas

Todos los truncamientos de proteinas se produjeron de acuerdo con los limites de dominio definidos previamente
(Dahlback M, Jorgensen LM, Nielsen MA, Clausen TM, Ditlev SB, y col. J Biol Chem 286: 15908-15917). A fin de
simplificar, se divide el dominio CIDRpam en dos dominios ID2a e ID2b, en el que ID2a es la parte N-terminal de
CIDRpam que no contiene la secuencia similar a CIDR e ID2b corresponde a la secuencia similar a CIDR. También
se utiliza un nuevo borde DBL2X que incorpora 93 aminoacidos de ID2a. Para simplificar llamamos a este borde
DBL2Xb, mientras que el borde anterior se denominara DBL2Xa. Los cebadores utilizados en la clonacién se
enumeran en la Tabla 2. Los fragmentos se expresaron en células de insecto infectadas con baculovirus como
proteinas solubles como se describe en el Procedimiento 1. La mayoria de las proteinas se produjeron basandose
en el genotipo de FCR3. Algunos fragmentos de FCR3 no se expresaron y, en cambio, se hicieron basandose en el
genotipo 3D7. Las proteinas se utilizaron indistintamente en el anadlisis ya que se muestra que el VAR2CSA
recombinante de ambos genotipos se une por igual a CSA. Todas las proteinas mostraron un cambio en la movilidad
del gel cuando se compararon muestras reducidas y no reducidas mediante SDS-PAGE (Procedimiento 2). Esto es
consistente con la formacion de puentes disulfuro intramoleculares. Algunas proteinas formaron complejos de alto
peso molecular detectados por SDS-PAGE no reducida. Esto es probablemente debido a la formacion de puentes
disulfuro intermoleculares entre cisteinas desapareadas. Esto se confirmé mediante la reduccion de los complejos a
proteina monomérica utilizando DTT.
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Ejemplo 2 VAR2CSA de FCR3 y 3D7 se une a CSA con afinidad y especificidad similares

Los eritrocitos infectados con FCR3 (IE) se adhieren mucho mas fuerte a CSA in vitro en comparacion con 3D7 o
NF54 (IE). Si las diferencias estan relacionadas con las diferencias de secuencia del VAR2CSA expresado, la
informacion podria utilizarse para definir los restos implicados en el procedimiento de adhesioén. Para probar esto, se
produjo una serie de fragmentos 3D7 VAR2CSA superpuestos, idénticos a los que se probaron previamente para
FCR3.

Las proteinas se rastrearon primero para la unién especifica de CSPG en un ensayo de unién en fase sdlida (ELISA)
(descrito en el Procedimiento 3). Las proteinas que se unen especificamente a CSPG se purificaron adicionalmente
por cromatografia de exclusion por tamafo, para obtener proteina monomeérica pura, y se sometieron a analisis
cinético en una microbalanza de cristal de cuarzo (Attana A100) (procedimiento 2 y 4, respectivamente). Los
fragmentos VAR2CSA 3D7 mostraron caracteristicas de unién muy similares a sus homdélogos FCR3 en el ensayo
de unién en estado soélido. Lo mismo es cierto en el andlisis cinético (Tabla 3). Los sensogramas muestran datos de
asociacion y disociacion recopilados a diferentes concentraciones de proteinas. Esto permite la determinacion de la
constante de velocidad de asociacion (kon), constante de velocidad de disociacion (ko) y la constante de equilibrio
(Kp). Junto con los niveles maximos de respuesta, estos parametros dan una estimacion de la afinidad de union de
CSPG. No hay diferencia aparente entre los fragmentos 3D7 y FCR3. Algunos fragmentos muestran una menor
afinidad, pero esta caracteristica se mantiene en los homdlogos de los fragmentos. Esto indica que las proteinas
VAR2CSA 3D7 y FCRS3 se pliegan y funcionan de la misma manera.

Tabla 3: Afinidad de union a CSA de proteinas VAR2CSA producidas. La afinidad se da como un valor de Kp
(nM) determinada en experimentos de cinética utilizando un biosensor de microbalanza de cristal de cuarzo (Attana
A100). N/A: proteinas para las cuales no se pudo determinar el valor de Kp, debido a la falta de union a CSA.

FCR3 3D7
Fragmento VAR2CSA Baculo E. coli Baculo
FVv2 5,2* 8,2
ID1-DBL4¢ 8,6* 9,4
ID1-DBL3¢ 0,3* 8,5
DBL2X-DBL4¢ 2.4* 1,2
DBL1-ID2b 1,5*
DBL1-ID2a 8,0 3,5 29,5
ID1-ID2a 7,6 18,3 57
DBL1X-DBL2Xb 14,6
DBL1X-DBL2Xa N/A
ID1-DBL2Xb 21,8
ID1-DBL2Xa N/A

* Proteinas publicadas en (Dahlback y col., JBC, 2011)

Ejemplo 3- El sitio de unién nicleo-CSA se encuentra dentro del dominio DBL2X

Se ha sugerido que la regiéon minima de uniéon a CSA en VAR2CSA se encuentra dentro de DBL2X-ID2b, con la
necesidad de dominios flanqueantes para la union de afinidad completa (Dahlback M, Jorgensen LM, Nielsen MA,
Clausen TM, Ditlev SB, y col. J Biol Chem 286: 15908-15917). Aqui se han analizado fragmentos mas cortos de
VAR2CSA para mapear adicionalmente las regiones requeridas para la unién de CSA.

Las proteinas truncadas se cribaron primero para unirse a un proteoglicano CSA (CSPG) en ELISA y luego se
purificaron adicionalmente para obtener mondémeros para su examen en la microbalanza de cristal de cuarzo
(Procedimientos 3, 2 y 4, respectivamente). La region de unidon minima es ID1-DBL2Xb (Tabla 3). Esta regidon mostro
una afinidad de unién de 21.8 nM, que es comparable a la de VAR2CSA de longitud completa.

Los IE placentarios son altamente selectivos para CSPG placentaria poco sulfatados. No se adhieren a ningun otro
glucosaminoglicano (GAG), tal como heparan sulfato (HS). Lo mismo es cierto para la proteina VAR2CSA
recombinante de longitud completa. El ensayo de union en estado sélido mostré que los fragmentos VAR2CSA, que
contienen la region de unién minima a CSA, se unian especificamente a CSA. Para confirmar esto, se analizaron
adicionalmente los fragmentos de unién minima para la unién a un proteoglicano de heparan sulfato (HSPG) en la
microbalanza de cristal de cuarzo (Procedimiento 4). Ninguno de los fragmentos se unié a HSPG.

Ejemplo 4 - Anticuerpos inducidos contra nuevas regiones de unién minima inducen una potente respuesta
inmune antiadherente del parasito

Una vacuna basada en VAR2CSA contra PM debe ser capaz de inducir una fuerte respuesta inmune protectora. En
esto, el aspecto mas importante es la formacion de anticuerpos anti-lgG de VAR2CSA capaces de inhibir el
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secuestro placentario. Se ha examinado el mecanismo molecular subyacente a la interaccion VAR2CSA-CSA con el
fin de disefiar antigenos de vacuna 6ptimos. Para probar si los fragmentos recombinantes VAR2CSA producidos
mostraron la capacidad de inducir una adhesién que bloquea la respuesta inmune, se utilizaron en inmunizaciones
de ratas (Procedimiento 6).

Se analizo el suero especifico del fragmento VAR2CSA para determinar la capacidad para inhibir la adhesion de IE a
CSPG (Procedimiento 11). Los anticuerpos producidos contra todos los fragmentos de unién a CSA eran inhibidores
muy potentes de la union. De hecho, la union se inhibié casi en un 100% en todos los casos. DBL1X-DBL2Xa e ID1-
DBL2Xa no fueron buenos inhibidores, lo que concuerda con la falta de unién de estos fragmentos a CSA (Tabla 3).
Los datos implican que las proteinas de uniéon a CSA se pliegan adecuadamente y apoyan la localizacion de la
region de unién minima definida anteriormente.

Ejemplo 5 - Los epitopos responsables de la induccion de anticuerpos antiadherentes se encuentran dentro
de la region de uniéon minima

Para examinar si la respuesta inhibitoria anti-FVV2 se dirige hacia la regién de unién minima, se afinan anticuerpos
FV2 purificados en cuatro de los fragmentos de VAR2CSA descritos anteriormente (Procedimiento 7). A
continuacion, se analizaron los anticuerpos especificos de los fragmentos para determinar la capacidad de inhibir
VAR2CSA que expresa la union del parasito a CSPG (Procedimiento 11). Los anticuerpos purificados sobre DBL1X-
ID2a, ID1-ID2a e ID1-DBL4¢ inmovilizado, inhibieron completamente la adhesién del parasito. Ademas, las muestras
agotadas de FV2 perdieron una parte significativa de su capacidad inhibitoria. Esto indica que los epitopos que
inducen anticuerpos antiadhesivos estan presentes dentro de estos fragmentos. Los anticuerpos purificados en
DBL1X-DBL2Xa muestran una capacidad inhibidora reducida, consistente con la falta de unién de estos fragmentos
a CSA (Tabla 3). Los datos sugieren que los epitopos responsables de la induccién de anticuerpos inhibidores estan
ubicados dentro de la region de unidon minima (aqui ilustrada por ID1-1D2a).

Ejemplo 6 - La mutacion de sitios de union de GAG putativos en la region de unién minima no tiene ningin
efecto sobre la union a CSPG

Caracterizar la naturaleza de la interaccion entre VAR2CSA y CSA es importante para el disefio de vacunas de PM
multivalentes. En esto, una parte importante es la identificacion del sitio especifico de union a CSA y la
caracterizacion de las interacciones quimicas subyacentes. El analisis de secuencia de la region de uniéon minima a
CSA revel6 dos sitios de uniéon a GAG putativos conservados. Uno esta ubicado en la region ID1 y tiene el clasico
motivo Cardin-Weintraub XBBBXXBX (Cardin, A. D. y Weintraub, H. J. (1989) Arteriosclerosis 9, 21-32) (458-
NKKKECKD-465). Otro, en DBL2X, tiene el mismo motivo en inverso (625-GKNLKKRY-632). También se ha
hipotetizado que un motivo de secuencia dimoérfica (DSM), que se encuentra en la parte N-terminal de DBL2X, esta
implicado en la union de CSA (Sander, A. F., Salanti, A., Lavstsen, T., Nielsen, M. A., Magistrado, P., Lusingu, J.,
Ndam, N. T. y Arnot, D. E. (2009) PLoS One 4, e6667). Para probar si estos sitios putativos tenian una funcién en la
union de CSA, se sustituyen los aminoacidos basicos en los sitios de unién de GAG clasicos con alaninas y se hizo
una eliminacion de diez aminoacidos (590-KLENVCEDVK-603) en el medio de un bucle expuesto en la superficie
dentro de la region DSM. Todas las mutaciones se realizaron en el fragmento DBL1X-ID2a.

La sustitucion de aminoacidos basicos en los supuestos sitios de unién de GAG ID1 y DBL2X, con alaninas no tuvo
ningun efecto sobre la unidon de CSPG. No se observd disminucion en la union a CSPG en comparacion con la
proteina de tipo silvestre en ELISA (Procedimiento 3). La construccion con cuatro sustituciones de alanina, Alanina
Sub. K (459,460,461,464), muestra una unién de HSPG considerable, que podria causarse por un cambio en la
estructura de la proteina en respuesta a la mutacion. Las dos mutaciones, Alanina Sub. K(626, 629, 630), R(631) y
Alanina Sub. K(459,460,461,464), muestran la cinética de uniéon de CSPG similar al control positivo (Procedimiento
4). Esto es evidente por valores de Kp y respuestas maximas similares.

La eliminacion de la region DSM no redujo la union a CSPG (Procedimientos 3 y 4). El mutante knock out de DSM
muestra una unién considerable a HSPG en ELISA. Es probable que esto se deba a una clonacién errénea en la que
se perdieron 100 aminoacidos de DBL1X. Es importante destacar que la unién a CSPG no se vio afectada.

Ejemplo 7
La union de VAR2CSA a CSPG no depende de interacciones iénicas

La mutacion de los motivos clasicos de unién de GAG de Cardin-Weintraub no tuvo ningiin efecto sobre la unién de
CSPG. Esto indica que el mecanismo de unién VAR2CSA-CSA difiere del modo general de union a sulfato en los
modelos clasicos de union a GAG. Existen ejemplos de proteinas de union a GAG que muestran poca dependencia
de las interacciones iénicas con la estructura de GAG sulfatada. Para comprobar si este era el caso, se examinod la
dependencia iénica de acuerdo con la teoria de los polielectrolitos (Record, M. T., Jr., Lohman, M. L. y De Haseth, P.
(1976) J Mol Biol 107, 145-158).

Los glicosaminoglicanos, como el ADN, son polimeros muy cargados, a los que a menudo se hace referencia como
polielectrolitos. Los grupos cargados negativamente incurren en un alto grado de energia de repulsién dentro de
cada polimero. Cationes monovalentes, tales como Na*, interactidan con los grupos cargados negativamente para
minimizar la energia de repulsién. La unién de aminoacidos basicos a los grupos sulfato desplaza los cationes
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unidos y conduce a la liberacidon de energia libre. La liberacion favorable de iones Na* unidos se denomina efecto
polielectrolito.

La teoria establece que la unién de una proteina a un GAG puede describirse mediante:
Proteina + GAG (sitios m) « Proteina - GAG + m (1-f)Na*

en la que m es el numero de iones Na* liberados tras la unién de una sola proteina y f es la fraccion de aniones no
protegidos por los iones Na*. De acuerdo con la teoria, el valor de Kp observado se relaciona con las contribuciones
idnicas y no iénicas mediante:

LogKp sheervads = L09KD no itnico + m{l —filog [Wa*]

En la que Kp,noisnico €S la constante de disociacion en ausencia de interacciones iénicas. Un grafico de LogKp observados
vs Log [Na*] es lineal con una pendiente de m(1-f). Por lo tanto, si se conoce la fraccidon de aniones no protegidos (f),
se puede determinar el nimero de interacciones ionicas implicadas en la unién. Para la heparina (1-f) es 0,8 (Olson,
S. T., Halvorson, H. R. y Bjork, I. (1991) J Biol Chem 266, 6342-6352). El valor no se conoce para CSA, pero (1-f) no
puede exceder 1. Por lo tanto, se puede estimar el nimero maximo de interacciones idnicas implicadas. Ademas,
cuando [Na+] =1 M, Log [Na*] = 0, lo que significa que a esta concentracion de Na*, LogKp cbservado = LOGKD no isnico-

Se prueba la union de FV2, DBL1X-ID2a e ID1-ID2a a CSPG en un ensayo de unién en estado sélido a diferentes
concentraciones de NaCl (150 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM), realizando valoraciones de union de proteina 400
nM-1,65 nM en una serie de dilucién 1:2 (Procedimiento 5). Los valores de Kp observados se determinaron como la
concentracion de proteina que proporciona la respuesta semimaxima (Bmax). Esto se hizo utilizando la regresion no
lineal (ajuste de minimos cuadrados con pendiente de Hill) en Graphpad Prism. Las concentraciones mas altas de
sal no se incluyeron en el analisis ya que la unién se inhibié casi por completo. Esto es probablemente debido a un
cambio en la estructura de la proteina. Esta nocién se respalda por el hecho de que LogKp observado frente a Log [Na
*], era lineal solo entre 150 mM y 300 mM, lo que sugiere que otros factores juegan un papel a concentraciones mas
altas de NaCl.

LogKp,observado frente a Log [Na *] muestra una relacion lineal. La pendiente m(1-f) oscila entre 2,7 para ID1-ID2a y
3,4 para longitud completa (FV2). No se conoce el valor de f, pero el nUmero maximo de interacciones ionicas
implicadas en la unién debe estar entre 2 y 3. Es interesante que el valor para la proteina de longitud completa sea
mayor que para los fragmentos cortos, lo que indica que esta proteina produce una interaccion idnica adicional con
CSPG. Los valores de Kp a NaCl 150 mM sirven como punto de referencia, ya que esta es la concentracion
fisiolégica de NaCl. Al extrapolar la relacion lineal y encontrar el intercepto y se encuentra que Kp o isnico = 5,9 UM
para FV2, Kp o isnico = 3,4 UM para DBL1X-ID2a, y Kp o isnico = 0,7 UM para ID1-ID2a. Comparando los valores
logaritmicos de estos y el punto de referencia (NaCl 150 mM), se estima que entre el 25-35% de la unién a
VAR2CSA se puede explicar mediante interacciones ionicas. Esto sugiere que la alta afinidad de CSA por VAR2CSA
no se puede explicar mediante interacciones idnicas con la estructura de GAG sulfatada sola. La alta afinidad se
puede lograr a través de un sitio de uniéon complejo que hace una interaccion multivalente con la cadena principal de
carbohidratos de CSA.

Ejemplo 8

La region de unién minima a CSA de VAR2CSA se une especificamente a una amplia gama de células
cancerosas

Se han asociado muchas células cancerosas diferentes con una alta expresion del proteoglicano CSPG4. Esta
molécula se describio inicialmente como un marcador para el melanoma, pero se ha encontrado recientemente en
muchas formas de cancer, que incluyen las células madre de cancer. Se sabe que la(s) cadena(s) de CS
asociada(s) a CSPG4 son principalmente CSA. Se analiz6 uno de los fragmentos de VAR2CSA mas pequefios (ID1-
ID2a) para la unién a una gama grande de varias lineas de células cancerosas mediante citometria de flujo
(Procedimientos 12a y 12b). La proteina de union no CSA ID1-DBL2Xa se utilizé como control negativo. La proteina
recombinante VAR2CSA (ID1-ID2a) se une fuertemente a 75 nM a todas las lineas celulares cancerosas que
transcriben CSPG4 (datos de microensayo), que incluye el melanoma cutaneo (C32, MeWo), carcinoma de pulmén
(A549), carcinoma de mama (HCC1395), osterosarcoma (U20S, MNNG/HOS), rabdomiosarcoma (RH30) (Tabla 4 y
5). Esta proteina también se une fuertemente al linfoma cutaneo de linfocitos T, que no expresa CSPG4 (Tabla 4).
La proteina de control negativo ID1-DBL2Xa no se unié a ninguna de las lineas celulares probadas (Tabla 4).
Ademas, ID1-ID2a no interactud con los globulos rojos humanos, que se utilizaron como células de control. Las
células de ovario de hamster chino (CHO) de tipo silvestre y deficientes en GAG también se analizaron para la
interaccion ID1-1D2a. La fuerte interaccién observada para ID1-ID2a con células CHO de tipo silvestre se abolié por
completo cuando se analizé la linea celular CHO-745, en la que se rompe la sintesis de GAG. También se verificé la
especificidad de CSA de la interaccion mediante la inhibicién de la unién de VAR2CSA a las células premezclando
VAR2CSA con CSA, CSC o HS. CSC y HS no tuvieron ningun efecto sobre la unién, mientras que CSA anuld
eficazmente la union de VAR2CSA a las células cancerosas.

Siguiendo estos resultados, se crib6 una gama mas grande de células cancerosas mediante citometria de flujo
(Tabla 6 y 7) utilizando el fragmento de VAR2CSA DBL1-ID2a o ID1-ID2a. El fin principal de este examen es
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identificar las lineas celulares adecuadas para el modelado de xenoinjertos in vivo.

Tabla 4. Tincion de lineas celulares cancerosas y células de control negativo utilizando el dominio de unién
minimo de VAR2CSA (ID1-ID2a).

Se incubaron células con medio solo (blanco) o proteinas recombinantes (ID1-DBL2 o ID1-ID2a) a 75 nM durante
30 minutos, seguido de incubacién con anti-V5-FITC (Invitrogen) a 1:800, se lavaron las células tres veces entre
cada incubacion. Se muestran los valores medios de fluorescencia FITC registrados a partir de un minimo de
5000 ceélulas utilizando un citémetro de flujo FC500 (Becton Dickinson).

Tipo celular Blanco ID1-DBL2Xa ID1-ID2a
C32 577 6,94 63,81
MyLa 2059 5,61 5,61 145,35
MyLa 1850 5,87 5,6 137,86
Cho de tipo silvestre 3,09 4,35 34,79
Cho 745 4,24 4,29 4,38
PBMC 1,34 1,36 1,67
Eritrocitos 1,11 1,17 1,07

Tabla 5. Tincion de lineas celulares de cancer utilizando VAR2CSA recombinante

Se incubaron células con medio solo (blanco) o proteinas recombinantes (DBL1-ID2a o ID1-ID2a) a 75 nM durante
30 minutos, seguido de incubacién con anti-V5-FITC (Invitrogen) a 1:800, se lavaron las células tres veces entre
cada incubacion. Se muestra la puntuacion media de la intensidad de fluorescencia FITC registrada a partir de un
minimo de 4 imagenes de campo de alta potencia utilizando un microscopio HAL100 Zeiss. ST: Sin Tincion; +:
débil; ++: media; +++: fuerte; ++++: Muy fuerte.

Tipo celular Blanco DBL1-ID2a
u20S ST +++
MG63 ST ++++
MDA-MB-231 ST +++
TC32 ST +
TC71 ST ++
MNNG ST +++
CHLA9 ST ++
CHLA10 ST ++
RH30 ST +++
RH18 ST ++
PC3 ST +++

Tabla 6 Cribado de diversas lineas celulares de cancer humano para la unién de VAR2CSA recombinante
(utilizando DBL1-ID2a o ID1-ID2a).

Se midio la unién por citometria de flujo como se describe en el PROCEDIMIENTO 12. ST: Sin Tincion; +: débil;
++: media; +++: fuerte; ++++: Muy fuerte.

Linea Control | VAR2CSA VAR2CSA Comentarios

celular 75 nM 150 nM

MeWo ST +++ ++++ | Melanoma (morfologia de fibroblasto, procedente de
ganglio linfatico)

A549 ST +++ +++ | Adenocarcinoma de pulmon (K-RasG12S)

HCC1395 ST +++ ++++ | Carcinoma ductal invasivo de mama TNM estadio 1

grado 3; ninguna metastasis ganglionar; Her2-neg, ER-
neg, PR-neg (Triple negativo)

RH30 ST +++ ++++ | Rabdomiosarcoma (TPp53 negativo; PAX7-FOXO1A
fusion positiva; inestable altamente gendémica (> 50
reordenamientos cromosomicos))

MNNG ST +++ +++ | Osteosarcoma de nifia caucasica de 13 afios (TPR-Met
positivo)
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(continuacion)

Se midio la unién por citometria de flujo como se describe en el PROCEDIMIENTO 12. ST: Sin Tincion; +: débil;
++: media; +++: fuerte; ++++: Muy fuerte.

Linea Control | VAR2CSA VAR2CSA Comentarios

celular 75 nM 150 nM

u20s ST +++ +++ | Osteosarcoma de nifia caucasica de 15 afios (IGF-R1y
TPR-II positivo; TPp53 de tipo silvestre, pRb de tipo
silvestre, p16-neg; altamente aneuploide)

H1792 ST ++ ++ | Adenocarcinoma de pulmoén (K-RasG12S: TPp53het))

MDA-MD- ST ++ +++ | Carcinoma de mama de origen melanocitico (ER-neg,

435 Her2-pos, PR-pos)

MG63 ST +++ ++++ | Osteosarcoma

TC32 ST ++ ++ | Sarcoma de Ewing

CHLA9 ST ++ ++ | Sarcoma de Ewing

CHLA10 ST ++ ++ | Sarcoma de Ewing

TC71 ST ++ ++ | Sarcoma de Ewing

HOS ST +++ ++++ | Osteosarcoma

PC3 ST ++ ++ | Carcinoma de préstata

SKNMC ST ++ +++ | Sarcoma de Ewing

MCF-7 ST + ++ | Carcinoma de mama

Tabla 7 Cribado de mas lineas celulares de cancer de células humanas para la unién de VAR2CSA
recombinante (utilizando DBL1-ID2a o ID1-ID2a)

Se midid la unién por citometria de flujo como se describe en el PROCEDIMIENTO 12.
Los valores mostrados son intensidad media de fluorescencia utilizando una concentracién de proteina de 200

nM.

Tipo celular Control negativo ID1-ID2a Comentarios

GP202 21,63 111,37 Carcinoma gastrico

NCI-N87 7,18 207,72 Carcinoma gastrico

MKN45 4,22 55,4 Carcinoma gastrico

MKN28 6,9 103,84 Carcinoma gastrico

AGS 7,25 18,21 Carcinoma gastrico

Katolll 7,33 18,76 Carcinoma gastrico

SNU-1 4,33 155,79 Carcinoma gastrico

SNU-638 8,47 8,49 Carcinoma gastrico

IPA220 7,72 13,67 Carcinoma gastrico

MDA-231 3,39 63,43 Mama triple negativo

T47D 3,63 48,13 Mama luminal

LNCap 6,58 24,86 Prostata

PC3 52 29,82 Prostata

Ovc316 1,89 7,24 Células madre de cancer de ovario

Tipo celular Blanco DBL1-ID2a

NALM-6 6,19 8,22 Leucemia linfatica aguda (LLA)

697 3,23 30,36 LLA

AMO-1 2,68 35,22 Mielomatosis

KMM-1 2,82 16,1 Mielomatosis

MOLP-8 2,44 19,24 Mielomatosis

KMS-12-PE 3,02 7,14 Mielomatosis

KMS-12-BM 2,2 3,25 Mielomatosis

U2932 4,24 16,83 Linfoma difuso de linfocitos B grandes (
DLBCL)

SU-DHL8 ND 3,75 DLBCL
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(continuacion)

Se midio la unién por citometria de flujo como se describe en el PROCEDIMIENTO 12.
Los valores mostrados son intensidad media de fluorescencia utilizando una concentracién de proteina de 200
nM.

Tipo celular Control negativo ID1-ID2a Comentarios

SU-DHL5 2,19 10,28 DLBCL

Oci_Ly19 3,38 18,96 DLBCL

HBL1 6,53 39,53 DLBCL

Farage 2,8 3,28 DLBCL

RIVA 2,26 3,32 DLBCL

WSU-FSCCL 4,89 22,32 Linfoma de células escindidas
pequenas y foliculares de bajo grado

U-698-M 2,24 2,85 Linfoma linfoblastico del (6) (q15q22)

Ejemplo 9

El VAR2CSA recombinante se une a las células cancerosas con alta afinidad

Se analizé la afinidad de unidn del fragmento VAR2CSA recombinante DBL1-ID2a a las lineas celulares cancerosas,
el melanoma C32 y dos lineas celulares Cho (descritas en el ejemplo 8) utilizando un biosensor de microbalanza de
cristal de cuarzo (Attana Cell200). Se analiz6 una serie de dilucién doble (25-400 nM) de la proteina para determinar
su union a la superficie celular, con la regeneracion de la superficie de unidn entre cada nueva inyeccion de proteina.
Se estimo6 que la afinidad de unién estaba en el rango nano-molar (Tabla 8), que es similar a la afinidad de union al
receptor puro (Tabla 3).

Tabla 8. Afinidad de union estimada (Ko) de DBL1-ID2a recombinante (E. coli) a células cancerosas que
expresan CSA (C32 y Cho de tipo silvestre) y falta de union a una linea celular negativa a CSA (Cho 745)

N/A: Kp no pudo determinarse debido a la falta de unién a las células

Tipo celular Ko(nM)

Células de melanoma C32 13

Cho de tipo silvestre 1,4

Cho 745 N/A
Ejemplo 10

La proteina VAR2CSA recombinante se une a tejido canceroso con alta afinidad

Se investiga la union de VAR2CSA recombinante a tejido de cancer primario obtenido de pacientes humanos
utilizando inmunohistoquimica (IHC, del inglés "immunohistochemistry"). El procedimiento se desarrolld utilizando
tejido de placenta humana como control positivo y tejido de amigdalas y hepatico como control negativo. Se optimizé
el protocolo de tincion en la plataforma Ventana Discovery XT sin recuperacion de epitopos. Se incubd tejido
embebido en parafina manchado en portaobjetos de vidrio con V5-VAR2CSA 0,1-500 nM (ID1-ID2a) o proteina de
control V5 (DBL4) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavé durante 8 minutos, se incubd con anticuerpo anti-
V5 de raton 1:700 durante 30 minutos, se lavd durante 8 minutos. Se detectd posteriormente el anti-V5 unido
utilizando HRP anti-ratén UltraMap. V5-VAR2CSA tifie la placenta humana en concentraciones de 0,5 nM sin tincién
en amigdala o higado normal. La tincién se puede bloquear completamente mediante la adicién de 200 ug/ul de CSA
al tampodn de reaccion. La proteina de control V5 no tifie el tejido de placenta humana a ninguna concentracion
probada. Una micromatriz de tejido (TMA, del inglés "tissue micro-array") multiorganico que representa 24 érganos
normales mostré una tincion baja o ausente cuando se tifio con V5-VAR2CSA 1 nM, mientras que las muestras de
cancer de mama, colon, recto, prostata, rifién, higado, vejiga, pancreas, células escamosas, pulmén, vesicula,
estdmago, testiculos, ovario, uUtero, glandula suprarrenal, tiroides y timo, sistema hematopoyético y tejido conectivo
(sarcomas) se tifieron positivamente con intensidades iguales o superiores a las del tejido de control positivo de
placenta humana (Tabla 9).
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Tabla 9. Deteccion de CSA en muestras de tumores humanos primarios utilizando VAR2CSA recombinante.
La tabla muestra el nimero de casos positivos/totales de casos tefiidos como se describe en el Ejemplo 10
para grupos principales de cancer. La tincion positiva se define como la intensidad igual o superior a la
observada en el tejido de placenta.

Grupo de cancer Proporcion positiva
Carcinoma de vejiga 44/56
Carcinoma de préstata 71/76
Carcinoma de mama 64/75
Melanoma 5/6
Sarcoma 23/25
Carcinoma de células escamosas de es6fago 2/3
Adenocarcinoma de estémago 3/3
Carcinoma de colon 2/3
Adenocarcinoma rectal 3/3
Carcinoma de higado 3/3
Carcinoma renal 3/3
Carcinoma de pulmoén 2/3
Carcinoma de cuello de utero 3/3
Carcinoma de ovario 2/3
Linfoma de linfocitos B difuso 1/3
Astrocitoma 3/3
Carcinoma de pancreas 3/3
Ejemplo 11

Inhibicion de los parametros de transformacion in vitro mediante proteinas VAR2CSA recombinantes

Se investiga in vitro el efecto inhibidor del VAR2CSA no acoplado sobre la morfologia de células tumorales mediante
tres ensayos diferentes:

i) El ensayo de formacion de colonias en agar blando aborda si VAR2CSA puede inhibir la capacidad de
células cancerosas para proliferar en una matriz tridimensional.

ii) El ensayo de migraciéon aborda si VAR2CSA puede inhibir la capacidad de células cancerosas para migrar
verticalmente hacia un quimioatrayente en una camara boyden.

iii) El ensayo de invasion aborda si VAR2CSA puede inhibir la capacidad de células cancerosas para invadir a
través de una membrana basal artificial.

Ensayo de formacion de colonias en agar blando: Se tratan células con VAR2CSA 25-100 nM durante 24 horas
antes de sembrarse en matriz de agar blando y se dejan durante 10-12 dias a 37 ° C. Se capturan imagenes por un
microscopio de contraste de fases y se cuantifican por el software Imaged. EI VAR2CSA recombinante inhibe la
formacién de colonias en agar blando del osteosarcoma MG63 y las células del rabdomiosarcoma RH30 en
concentraciones entre 75y 150 nM.

Ensayo de invasion de células recubiertas con el extracto de membrana basal (EMB): Para modelar el
procedimiento invasivo, se utiliza la plataforma de invasién de células recubiertas con EMB CultreCoat® 24 Well
(Cedarlane) de acuerdo con los protocolos del fabricante, con las siguientes modificaciones. Las células son
privadas de suero un dia antes de los ensayos en presencia o ausencia de VAR2CSA 25-100 nM. Al dia siguiente,
las células mantenidas en las condiciones anteriores se colocan en placas en las camaras superiores (1x10°
células/pocillo) de placas, mientras que las camaras inferiores contienen medios empobrecidos en suero como
control negativo o medios suplementados con FBS al 10 %. Luego se incuban las células durante otras 18 horas. Se
recogen las células que invaden a través del EMB utilizando un tampén de disociaciéon que contiene Calceina AM,
que se convierte en un compuesto altamente fluorescente en las células vivas. Se mide la fluorescencia emitida
utilizando un lector de placa fluorescente, se analiza mediante el software FLUOStar, se ajusta a una curva estandar
y se convierte en el nUmero correspondiente de células.

Ensayo de migracion. El ensayo de migracion es esencialmente el mismo procedimiento que el ensayo de invasion
celular recubierto con el Extracto de Membrana basal (BME, del inglés "Basement Membrane Extract"), pero sin
BME.

Se inhibe la capacidad de migraciéon e invasion del osteosarcoma MG63, el rabdomiosarcoma RH30 y el cancer de
mama triple negativo MDA-MB-231 por VAR2CSA recombinante 75-150 nM.

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2676 029 T3

Ejemplo 12

Anadlisis de eventos de senalizacion intracelular que controlan los parametros de transformacion de células
cancerosas reguladas por proteoglicanos que contienen CSA.

CSPG4 facilita la proliferacion, la migracion y la invasién a través de un mecanismo dependiente de la quinasa Ras,
Rac1 y PI3. A base de los resultados obtenidos en el EJEMPLO 10, se investigan los eventos de sefalizacion
intracelular que conducen a una posible inhibicién de la proliferacion, migracion e invasiéon mediada por VAR2CSA.
Esto se hace con procedimientos de biologia molecular y bioquimica de ultima generacién que incluyen, pero sin
limitacién, los ensayos de activacion de Rac1, la inmunotransferencia de los componentes de la ruta y las
mediciones en células de la generacién de especies de oxigeno reactivo (ROS). Esta linea de experimentos aclarara
las rutas de sefalizacion afectadas por la union de VAR2CSA a los proteoglicanos que contienen CSA.

Ensayos de activacion de Rac1: Se realizan ensayos de actividad Rac1 en lineas celulares de cancer humanas
apropiadas que no se tratan o se tratan con VAR2CSA recombinante, de acuerdo con los protocolos del fabricante
(Thermo Scientific).

Ensayos de especies de oxigeno reactivo (ROS): Se miden niveles de ROS brutos con CM-H2DCFDA
(Invitrogen) de acuerdo con las directrices del fabricante. Se mediran los niveles de superdxido utilizando
dihidroetidinio (DHE). En presencia del anién superdxido Oy, dihidroxietidinio se oxida rapidamente a oxietidio, que
se une al ADN y emite luz en los rangos de 570-580 nm cuando se excita a 488 nm. Para el cultivo celular, después
de los tratamientos apropiados, se lavan las células en solucion salina equilibrada de Hank (HBSS, del inglés
"Hank’s Balanced Salt Solution"), se incuban durante 30-60 minutos en HBSS que contiene DHE 10 pM, se lavan en
HBSS y se analizan directamente para fluorescencia de oxietidio con un microscopio HAP100 de epi-fluorescencia
(Zeiss). Para secciones tumorales, se cortan tumores congelados rapidamente en secciones de 20 ym utilizando un
criostato, se lavan y se tratan con DHE como se describe para las lineas celulares, se montan en portaobjetos y se
analizan como para lineas celulares. Se analiza la emision de oxietidinio y se cuantifica utilizando el software
ImagedJ. Para todas las muestras tumorales, se realiza la tincién con hematoxilina y eosina (H&E) una al lado de la
otra para verificar la integridad y la patologia del tejido, utilizando procedimientos estandar. Los datos preliminares
indican que el VAR2CSA recombinante inhibe la generacion de ROS en las células MG63 y U20S.

Inmunodeteccion. Para la inmunotransferencia, se detectan proteinas separadas por SDS-PAGE vy transferidas a
una membrana de nitrocelulosa con los anticuerpos primarios relevantes y secundarios apropiados, los reactivos de
transferencia Western ECL (Thermo Scientific) y la pelicula (Kodak y Covance (HA). Para microscopia, se fijan
células en formaldehido al 4%, se incuban con anticuerpos primarios apropiados, se incuban con anticuerpos
secundarios conjugados con FITC apropiados y se analizan mediante microscopia como se describe en el
EJEMPLO 9. Las lineas celulares de cancer humano (MDA-MB-231, MG63, U20S, TC32, TC71 y RH30) se privaron
de suero durante 24 h con VAR2CSA recombinante (ID1-ID2a) o proteina de control (DBL4), y los lisados se
prepararon a 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 12 h después de la adicién del suero a las células. Utilizando este enfoque,
VAR2CSA 100 nM inhibié eficazmente la fosforilacion del protooncogén de la tirosina proteina quinasa Src en T416,
la fosforilacion de la quinasa de adhesion focal (FAK, del inglés "Focal Adhesion Kinase") en T397, la fosforilacion de
la quinasa 1 y 2 regulada por sefial extracelular (ERK, del inglés "Extracellular-Signal-regulated Kinase") en
Thr202/Tyr204 para la ERK1 humana y Thr185/Tyr187 para la ERK2 humana. Esto sugiere que la VAR2CSA
recombinante inhibe la sefializacion de ERK candnica en células cancerosas.

Ejemplo 13
Analisis imparcial de eventos de sefalizacion intracelular modificados por VAR2CSA recombinante.

El amplio impacto de VAR2CSA en los eventos de sefializacion intracelular se puede analizar utilizando la tecnologia
de microensayo de expresion. Se privaron de suero células de osteosarcoma MG63 durante 24 h sin tratamiento,
VAR2CSA o Control (DBL4) y se recogié el ARN después de 1 h de adicion de suero. Se sometié el ARN total a
pruebas de calidad (RIN <8), se utiliz6 como plantilla para la construccion de la sonda Affymetrix® y se hibrido con el
sistema de chips Affymetrix U133Aplus2.0®. Esta lectura proporciona una instantanea de las rutas de sefializacion
activadas o inactivadas después de que se haya agregado nuevamente 1 h de suero. Los datos preliminares
confirmaron un efecto inhibitorio sobre la sefializacion de ERK.

EJEMPLO 14
Inhibicion del crecimiento de células cancerosas in vivo mediante proteinas VAR2CSA recombinantes

Basandose en los resultados del analisis in vitro, se seleccionaran lineas celulares apropiadas para modelos de
xenoinjertos subcutaneos y metastasicos in vivo en ratones inmunocomprometidos. El estudio in vivo aborda cinco
preguntas principales:
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i) ¢pueden administrarse i.v. o i.p. trazas de VAR2CSA recombinante y unirse a células de cancer humano in
vivo?

ii) ¢ puede la administracion i.v. o i.p.de VAR2CSA recombinante inhibir la formacion de tumores in vivo?

iii) ¢ puede la administracion i.v. o i.p. de VAR2CSA recombinante inhibir el crecimiento de tumores estabilizados
in vivo?

iv) ¢ puede la administracion i.v. o i.p. de VAR2CSA recombinante inhibir propagacion metastasica de células de
cancer humano in vivo?

v) ¢puede la administracion iv. o ip. de VAR2CSA recombinante cambiar los eventos de sefalizacion
gobernados por proteoglicanos que contienen CSA en células de cancer humano in vivo (patologia y bioquimica
post mortem)?

Modelos in vivo: Las lineas celulares de cancer humano seleccionadas que representan tipos de cancer que
muestran una fuerte unién a VAR2CSA se inoculan por via subcutanea en ratones inmunocomprometidos Rag2m o
SCID a aproximadamente 5x10° células/animal. Cuando se establece el tumor, los ratones reciben la primera
inyeccion de vehiculo (solucion salina) y VAR2CSA recombinante (1 mg/kg). Se repite el tratamiento una vez a la
semana durante un periodo experimental de aproximadamente 30 dias. Se miden pesos de los animales y
volumenes tumorales cada segundo o tercer dia y, al finalizar, se extraen los tumores y se dividen en dos mitades,
con una mitad congelada rapidamente en nitrégeno liquido y la otra mitad en parafina. Se procesan los tumores
congelados rapidamente para la deteccion de superoxido (DHE) como se describe en el EJEMPLO 11 (junto con la
tincion correspondiente con hematoxilina y eosina [H&E] de las mismas muestras tumorales).

Ejemplo 15

Seguimiento de micro-metastasis in vivo mediante péptidos VAR2CSA recombinantes acoplados a
marcador.

Se combinara VAR2CSA recombinante con diferentes moléculas marcadoras aplicables en colaboraciéon con
colaboradores externos o se subcontratara mediante un acuerdo basado en un contrato. Las moléculas VAR2CSA
recombinantes marcables se analizan en cuanto a su capacidad para rastrear e informar micrometastasis en
modelos de xenoinjerto y ratén transgénico. Los modelos in vivo se establecen como se describe en el EJEMPLO
12. Para la prueba in vivo de VAR2CSA acoplado a marcador, se analizan ratones con cancer metastasico mediante
imagenes in vivo para determinar la capacidad de VAR2CSA para rastrear y unirse a micro-metastasis.

Ejemplo 16
Internalizacion de proteinas VAR2CSA recombinantes

El VAR2CSA recombinante es internalizado por las células cancerosas. Esto se demostré mediante la conjugacion
primero del fragmento VAR2CSA (DBL1-ID2a) con un fluoréforo y luego el analisis de la captacion de VAR2CSA
tanto por imagenes en vivo como en células fijas. Se sembraron lineas celulares de cancer (melanoma C32 y MDA-
MB-231) y se cultivaron durante la noche hasta una confluencia del 60-80%. Se incubaron las células con VAR2CSA
conjugado con fluoréforo durante 10-15 minutos a 4 °C para permitir la union superficial de VAR2CSA. Luego, se
lavaron las células para eliminar VAR2CSA sin unir, y posteriormente se incubaron a 37 °C para iniciar la
internalizacion durante 10 minutos, 1 h, 2 h, 4 h y hasta 22 h. Se ultilizé transferrina conjugada con fluoréforo para
seguir la absorcion clasica dependiente de clatrina de la transferrina que termina en los lisosomas. Ademas, para
algunos experimentos se utilizd dextrano conjugado con fluoréforo para detectar lisosomas. El analisis de imagenes
en vivo mostré que VAR2CSA comienza a alcanzar los lisosomas después de alrededor de 4 h, y después de 22 h,
todos los VAR2CSA se pueden localizar en los compartimentos lisosomales. Sin embargo, la colocalizacion de
VAR2CSA vy transferrina fue escasa, y VAR2CSA se absorbiéo mucho mas lentamente que la transferrina. El hecho
de que VAR2CSA recombinante sea absorbido por las células cancerosas, permite fusionar o conjugar VAR2CSA
con compuestos citotdxicos que se activan dentro de la célula cancerosa. La Tabla 10 resume el resultado de las
lineas celulares de cancer indicadas analizadas para la internalizacién de VAR2CSA recombinante.

Tabla 10. Se incubaron células con medio solo (blanco) o proteinas recombinantes (DBL1-ID2a o ID1-ID2a) a
75 nM durante 1 hora, seguido de incubacién con anti-V5-FITC (Invitrogen) a 1:800, se lavaron las células
tres veces entre cada incubacion. Se muestra la puntuacion media de la intensidad de fluorescencia FITC en
la membrana plasmatica o las estructuras intracelulares registrada a partir de un minimo de 4 imagenes de
campo de alta potencia utilizando un microscopio HAL100 Zeiss.

El sistema de puntuacion es:
+: débil;, ++: media; +++: fuerte; ++++: Muy fuerte.

Linea celular Localizacion de la membrana | Localizacién intracelular (después de
plasmatica (después de 1 h) 1h)

U20Ss + ++++

RH30 + +++

MG63 + ++++
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(continuacion)

El sistema de puntuacion es:
+: débil;, ++: media; +++: fuerte; ++++: Muy fuerte.
Linea celular Localizacion de la membrana | Localizacién intracelular (después de
plasmatica (después de 1 h) 1h)
MeWo + ++++
HOS + +++
MDA-MB-231 + +H++
SKNMC ++++ (+)
RH18 + +H+
TC71 + ++
TC3 + ++
Ejemplo 17

La proteina VAR2CSA-toxina fusionada mata las células cancerosas

Los fragmentos del gen VAR2CSA DBL1-ID2a e ID1-ID2a se han fusionado con la exotoxina A de Pseudomonasy la
toxina diftérica como diversas construcciones (SEQ ID NO: 60-70, 72). Estas proteinas VAR2CSA-toxina fusionadas
se expresan en E. coli. La construccion de proteina llamada BPTI-ID1-ID2aFCR3-PE38LR (SEC ID NO: 60), que se
basa en ID1-ID2a de VAR2CSA y PE38, se ha producido y analizado con éxito para la unién a células cancerosas
(Tabla 11) asi como actividad citotdxica como se describe en el Procedimiento 13.

Los datos preliminares muestran que esta proteina VAR2CSA-toxina fusionada se une a las células cancerigenas
que expresan CSA y es capaz de inducir la muerte celular (CI50 para la linea celular U20S esta por debajo de 1 nM.

Tabla 11. Union de VAR2CSA-PE38 a células cancerosas analizadas por citometria de flujo

La unién de DBL1-ID2a (proteina desnuda) e ID1-ID2a-PE38 a 200 nM a células Myla2059 (linfoma de linfocitos
T) se detectd con anticuerpo HIS anti-PENTA y anticuerpo anti-FITC de ratén y se analizé mediante citometria de
flujo. La unioén se da como intensidad media de fluorescencia (MFI, del inglés "mean fluorescence intensity"). a) se
trataron células con condroitinasa ABC para eliminar las cadenas CS de la superficie celular, b) se mezcld
proteina con CSA soluble (400 ug/m) antes de la adicién a las células, c) el control es igual a las células tefiidas
con la primera y segunda capa de anticuerpos solamente.

DBL1-ID2a ID1-ID2a-PE38 Control°®
Unién a células 24,7 12,4 2,3
Unién a células @ tratadas 4.4 2,5 2,5
Inhibicién de unién 3,2 2.1 -

Ejemplo 18
Anadlisis del efecto antitumoral de compuestos citotoxicos unidos a VAR2CSA recombinante

Basandose en los resultados en el EJEMPLO 14, se buscara VAR2CSA recombinante unido a compuestos
citotoxicos relevantes y probado in vivo para el rendimiento. El acoplamiento de compuestos relevantes a VAR2CSA
se realizara en colaboracién con colaboradores externos o se subcontratara mediante un acuerdo. En particular, se
analiza si estas fusiones de VAR2CSA- compuestos pueden:

i) administrarse especificamente en el entorno tumoral in vivo.
ii) concentrarse por arriba y retenerse especificamente en el entorno tumoral in vivo.
iii) matar especificamente células tumorales con dafio minimo a tejidos normales in vivo.

Los modelos in vivo se establecen como se describe en el EJEMPLO 12. Se tratan los ratones con conjugados de
VAR2CSA citotoxicos, y se ensaya el efecto como se describe para la proteina no conjugada en el EJEMPLO 12.

Ejemplo 19
Purificacion de células madre que expresan CSA a partir de poblaciones de células heterogéneas.

Se ha informado que las células madre pluripotentes expresan altos niveles de CSPG4. Las células madre también
expresan otros proteoglicanos que contienen CSA, tales como CD44, que pueden unirse a VAR2CSA. Por
consiguiente, VAR2CSA recombinante se conjugara con una resina apropiada (perlas), se mezclara con una
poblacion celular heterogénea que contiene células madre o células madre cancerigenas y se buscara purificada
mediante protocolos de centrifugacion convencionales. Se analizaran células purificadas para la expresion de
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diversos marcadores de células madre, que incluyen CD44, CD31, CD4, OCT4, SOX2, Nestin y Nanog, mediante
inmunotransferencia (como en el EJEMPLO 11), microscopia y FACS (como en el EJEMPLO 9). Un rasgo comun de
las células madre del cancer es la alta expresion de aldehido deshidrogenasa 1A (ALDH1 alta). Esto se puede medir
de forma conveniente utilizando el kit AldeFluor® (Stem Cell Technologies). La union de VAR2CSA recombinante a
MDA-MB-231 detecta una subpoblacion de células ALDH1 alta, lo que sugiere que VAR2CSA puede unirse a células
madre de cancer humano.

Ejemplo 20
Identificacion y direccionamiento de células madre de cancer que expresan CD44.

CD44 es actualmente el marcador mas popular para las células madre del cancer y es un proteoglicano que contiene
CSA que puede unirse a VAR2CSA recombinante. Utilizando los mismos enfoques que en el EJEMPLO 12-15, se
investigara si los péptidos VAR2CSA recombinantes no modificados y modificados pueden localizar, unir, purificar y,
potencialmente, matar las células madre de cancer positivas para CD44 altamente resistentes.

Ejemplo 21
Deteccion de células tumorales circulantes

Se examinara si VAR2CSA recombinante puede utilizarse como un marcador pronéstico para las recurrencias del
cancer. Se diseminan células cancerosas a través del sistema sanguineo después del desprendimiento del tumor
primario. Un riesgo posterior de la aparicion de células tumorales circulantes (CTC) es la extravasacion y la
metastasis. Los ensayos actuales utilizados para detectar CTC tienen poca sensibilidad y no se pueden
correlacionar directamente con el riesgo de metastasis. Utilizando perlas magnéticas unidas a VAR2CSA vy
citometria de flujo, se investiga el valor prondstico de detectar CS que expresan células cancerosas en el flujo
sanguineo. Este procedimiento podria utilizarse como un examen rapido e indoloro de pacientes.

Ejemplo 22
Identificacion de moléculas CSPG potenciales que se localizaron por VAR2CSA

Se rastreo la proteina VAR2CSA recombinante (DBL1-ID2a) con una etiqueta V5 para unirse a una gama de células
HEK293 transfectadas que expresan >3000 receptores de membrana humana. Se ha identificado un conjunto de 25
receptores como posibles objetivos de VAR2CSA (Tabla 12). La interaccion entre VAR2CSA vy estos receptores se
verificara adicionalmente mediante el analisis de la especificidad de unién a través de la inhibicion con CSA y HS,
tanto en el sistema HEK293 como en ELISA.

Tabla 12. Receptores que se identificaron experimentalmente como posibles objetivos de VAR2CSA.

Gen ID Nombre UniProt/SwissProt

BCAN Brevican PGCB HUMAN
Q96GW7

BDKRB2 Receptor de bradiquinina B2 BKRB2 HUMAN
P30411

CA9 Anhidrasa carboénica 1X CAH9 HUMAN
Q16790

CCR10 receptor 10 de quimiocina (motivo C-C) CCR10 HUMAN
P46092

CD44 Molécula CD44 (grupo sanguineo indio) CD44 HUMAN
P16070

CDH8 Cadherin 8, tipo 2 CADH8 HUMAN
P55286

CFB Factor de complemento B CFAB HUMAN
P0O0751

GABBR2 receptor del acido gamma-aminobutirico (GABA) B, 2 GABR2 HUMAN
075899

GPC3 Glypican 3 GPC3 HUMAN
P51654

GPC5 Glypican 5 GPC5 HUMAN
P78333

GPR65 Receptor unido a proteina G 65 PSYR HUMAN
Q8IYL9
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(continuacion)

Gen ID Nombre UniProt/SwissProt
GPRC5B Receptor unido a proteina G, familia C, grupo 5, miembro GPC5B HUMAN
B QINZHO0
KCNA2 canal de tension de potasio, subfamilia relacionada con el KCNA2 HUMAN
agitador, miembro 2 P16389
PKD2 enfermedad renal poliquistica 2 (autosémica dominante) PKD2 HUMAN
Q13563
PODXL2 2 similar a podocalixina PDXL2 HUMAN
QINZ53
PTPRG proteina tirosina fosfatasa, tipo de receptor, G PTPRG HUMAN
P23470
S100A9 Proteina A9 de unién a calcio S100 S10A9 HUMAN
P06702
SDC1 Syndecan 1 SDC1 HUMAN
P18827
SDC4 Syndecan 4 SDC4 HUMAN
P31431
STX2 Sintaxina 2 STX2 HUMAN
P32856
STXBP5 proteina de unién a sintaxina 5 (tomosina) STXB5 HUMAN
Q5T5C0
TGFBR3 factor de crecimiento transformante, receptor beta lll TGBR3 HUMAN
Q03167
TMEFF1 proteina transmembrana con dos dominios 1 similares a TEFF1 HUMAN
EGF y similares a folistatin Q8IYR6
TMEFF2/TENB2 proteina transmembrana con dos dominios 2 similares a TEFF2 HUMAN
EGF y similares a folistatin Q9UIKS5
TMEM154 Proteina de transmembrana 154 (Ninguna)
BCAN Brevican PGCB HUMAN
Q96GW7
BDKRB2 Receptor de bradiquinina B2 BKRB2 HUMAN
P30411
CA9 Anhidrasa carbodnica IX CAH9 HUMAN
Q16790
CCR10 receptor 10 de quimiocina (motivo C-C) CCR10 HUMAN
P46092
CD44 Molécula CD44 (grupo sanguineo indio) CD44 HUMAN
P16070
CDH8 Cadherin 8, tipo 2 CADH8 HUMAN
P55286
CFB Factor de complemento B CFAB HUMAN
P0O0751
GABBR2 receptor B del acido gamma-aminobutirico (GABA, del GABR2 HUMAN
inglés "gamma-aminobutyric acid"), 2 075899
GPC3 Glypican 3 GPC3 HUMAN
P51654
GPC5 Glypican 5 GPC5 HUMAN
P78333
GPR65 Receptor unido a proteina G 65 PSYR HUMAN
Q8IYL9
GPRC5B Receptor unido a proteina G, familia C, grupo 5, miembro GPC5B HUMAN
B QINZHO0
KCNA2 canal de tension de potasio, subfamilia relacionada con el KCNA2 HUMAN

agitador, miembro 2

P16389
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(continuacion)

Gen ID Nombre UniProt/SwissProt
PKD2 enfermedad renal poliquistica 2 (autosémica dominante) PKD2 HUMAN
Q13563
PODXL2 2 similar a podocalixina PDXL2 HUMAN
QINZ53
PTPRG proteina tirosina fosfatasa, tipo de receptor, G PTPRG HUMAN
P23470
S100A9 Proteina A9 de unién a calcio S100 S10A9 HUMAN
P06702
SDC1 Syndecan 1 SDC1 HUMAN
P18827
SDC4 Syndecan 4 SDC4 HUMAN
P31431
STX2 Sintaxina 2 STX2 HUMAN
P32856
STXBP5 proteina de unién a sintaxina 5 (tomosina) STXB5 HUMAN
Q5T5C0
TGFBR3 factor de crecimiento transformante, receptor beta lll TGBR3 HUMAN
Q03167
TMEFF1 proteina transmembrana con dos dominios 1 similares a TEFF1 HUMAN
EGF y similares a folistatin Q8IYR6
TMEFF2/TE NB2 proteina transmembrana con dos dominios 2 similares a TEFF2 HUMAN
EGF y similares a folistatin QIUIK5
TMEM154 Proteina de transmembrana 154 (Ninguna)
THBD Trombomodulina TRBM HUMAN
P07204
CSPG5 proteoglicano 5 de sulfato de condroitina (neuroglicano C) | CSPG5 HUMAN
095196
STXBP5 proteina de unién a sintaxina 5 (tomosina) STXB5 HUMAN
Q5T5C0
DISCUSION

La malaria es una de las enfermedades infecciosas mas comunes y uno de los mayores problemas de salud a nivel
mundial. Las mujeres embarazadas son especialmente vulnerables a la infecciéon, a pesar de la inmunidad
previamente adquirida. En este estudio se han abordado preguntas clave relacionadas con el mecanismo molecular
detras de la interaccion VAR2CSA-CSA en PM.

El trabajo anterior ha sugerido que la regién minima de union a CSA en VAR2CSA es DBL2X-ID2b, con la necesidad
de DBL1X o DBL3X para la unién de afinidad completa (Dahlback, M., Jorgensen, L. M., Nielsen, M. A., Clausen, T.
M., Ditlev, S. B., Resende, M., Pinto, V. V., Arnot, D. E., Theander, T. G. y Salanti, A. J Biol Chem 286, 15908-
15917). En la continuacion de este trabajo, se realizan mas truncamientos de VAR2CSA, que se localizan en la
region DBL2X. Se muestra que el nucleo del sitio de unién a CSA se encuentra dentro del dominio DBL2X que
incluye pequefias partes de las regiones interdominio flanqueantes. El enlace no depende de la region ID2b, o de los
dominios flanqueantes DBL1X o DBL3X, como se ha sugerido anteriormente. Esto es evidente por la unidon
especifica de CSPG de ID1-ID2a e ID1-DBL2Xb (Tabla 3). La regién de unién minima es ID1-DBL2Xb, que une
CSPG con caracteristicas comparables a las de VAR2CSA de longitud completa.

Es interesante que estos nuevos datos mapeen el sitio de enlace nucleo-CSA en un solo dominio. Se ha demostrado
previamente que la unién de DBL2X (y cualquier otro dominio DBL tnico) a CSA es no especifica y de afinidad débil
(Resende, M., Ditlev, S. B., Nielsen, M. A., Bodevin, S., Bruun, S., Pinto, V. V., Clausen, H., Turner, L., Theander, T.
G., Salanti, A. y Dahlback, M. (2009) Int J Parasitol 39, 1195-1204). Esta claro que ID1 y las partes de los
interdominios de ID2a son esenciales para el enlace de CSA. DBL1X-DBL2Xa e ID1-DBL2Xa no se une a CSPG.
Los dos bordes C-terminal DBL2X (DBL2Xa y DBL2Xb) difieren en 93 aminoacidos. Como la eliminacion de estos
aminoacidos elimina la unién, deben ser importantes para la unién a CSA.

La region de unién minima ID1-DBL2Xb es mucho mas pequefia que VAR2CSA de longitud completa, que tiene un
peso molecular de solo 62 kDa. Es poco probable que otros truncamientos sustanciales de VAR2CSA sean
funcionales en la unién de CSA. Nuestros datos redefinen DBL2X como un dominio funcional mas grande, que
incorpora partes de los interdominios flanqueantes ID1 e ID2a.
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Una vacuna basada en VAR2CSA contra PM debe ser capaz de inducir una fuerte respuesta inmune protectora. En
esto, el aspecto mas importante es la generacion de anticuerpos IgG capaces de inhibir la adhesién del parasito
especifico de la placenta. Para probar las caracteristicas inmunogénicas de los fragmentos producidos, los
utilizamos en la inmunizacioén de ratas. Los sueros producidos contra todos los fragmentos que contienen el sitio de
unién a CSA inhibieron la adhesién del parasito a CSA. De forma importante, los sueros producidos contra ID1-1D2a
dieron como resultado una inhibicién casi completa. Esto sugiere que los fragmentos minimos de unién a CSA
conservan la capacidad para inducir una fuerte respuesta inmune antiadherente. Esta conclusion se confirmé
adicionalmente por el hecho de que los anticuerpos purificados a partir de suero anti-FV2 en ID1-1D2a retuvieron la
mayor parte de la actividad de bloqueo de adhesion, y que la muestra de anti-FV2 empobrecida de anticuerpo anti-
ID1-ID2a perdio la mayor parte de la actividad. Esto indica que los epitopos necesarios para la induccion de
anticuerpos bloqueadores de la adhesion se localizan dentro de esta region.

En este estudio, se han probado sueros anti-VAR2CSA en la inhibicion homéloga de los parasitos FCR3 que se
unen a CSA. Es importante que una vacuna sea capaz de inhibir la adhesion placentaria independientemente del
origen de la cepa del parasito. Una gran preocupacion en el desarrollo de vacunas es, por lo tanto, la gran diversidad
interclonal entre las variantes de parasitos. Mientras que VAR2CSA recombinante de longitud completa es muy
inmunogénico, los anticuerpos producidos no son inhibidores cruzados (Avril, M., Hathaway, M. J., Srivastava, A.,
Dechavanne, S., Hommel, M., Beeson, J. G., Smith, J. D. y Gamain, B. PLoS One 6, €16622). Un estudio reciente
muestra que la vacunacién con ADN con ID1-DBL2X de FCRS, induce anticuerpos que son inhibidores cruzados,
que inhiben la adhesion de CSA de otras cepas de laboratorio, asi como de parasitos aislados en el campo (Bordbar,
B., Tuikue-Ndam, N., Bigey, P., Doritchamou, J., Scherman, D. y Deloron, P. Vaccine). Esto respalda la utilizacion de
este pequefo fragmento en una vacuna de PM.

Cardin y Weintraub predijeron que un sitio de unién a GAG tomaria una de dos formas (Cardin, A. D. y Weintraub, H.
J. (1989) Arteriosclerosis 9, 21-32). Estas son X-B-B-X-B-X y X-B-B-B-X-X-B-X, en las que X es cualquier resto
hidropatico y B es cualquier resto basico, con preferencia por arginina. Ambos describen un sitio de unién para un
disacarido sulfatado. Si bien pueden ocurrir muchas interacciones, se cree que la interaccién iénica entre los sulfatos
cargados negativamente y los aminoacidos basicos es la mas importante. Se mutan dos de dichos sitios dentro de la
region de union minima; 625-GKNLKKRY-632 en DBL2X y 458-NKKKECKD-465 en ID1. También se elimina una
gran region dentro de un motivo de secuencia dimorfa (DSM) ubicado en la parte N-terminal de DBL2X, ya que se ha
sugerido que tiene una funcién en la unién. La eliminacion de la region DSM no tuvo efecto sobre la uniéon a CSA.
Tampoco hubo ninguna sustitucion en los supuestos sitios de unién a GAG. Esta es una clara indicacion de que
estos sitios tienen poca o ninguna funcion en la union a CSA.

Se ha demostrado que el requisito minimo de unién para el receptor de CSA humano es un dodecasacarido con 2-4
monosacaridos de GalNAc sulfatados en C4 (Alkhalil, A., Achur, R. N., Valiyaveettil, M., Ockenhouse, C. F. y Gowda,
D. C. (2000) J Biol Chem 275, 40357-40364). Es notable que los parasitos que expresan VAR2CSA, in vivo, son muy
especificos para CSA que porta solo unidades de disacaridos sulfatados C4 al 2-8%. Para examinar si la formacion
del complejo VAR2CSA-CSA depende de las interacciones iénicas, se prueba la union a diferentes concentraciones
de sal. La unién de ID1-ID2a, DBL1X-ID2a y FV2 en NaCl 150 mM-300 mM muestra una relacion lineal cuando se
traza Log (Kb, observado) frente a Log [Na*]. Encontramos que la unién depende de un maximo de 2-3 interacciones
idnicas. Es interesante que el valor para la proteina de longitud completa sea mayor que para los fragmentos mas
cortos, lo que indica que esta proteina produce una interaccién iénica adicional con CSA. En este estudio, se
examinan los fragmentos que contienen la regién de union de alta afinidad especifica de CSA. Es posible que se
produzcan mas interacciones en las regiones cadena abajo de la proteina, pero que el sitio central se encuentre
dentro de DBL2X. La extrapolacion y el resultado del intercepto Y ([Na*] = 1 M, Log [Na +] = 0) dice que Kp, no isnico =
5,9 uM para FV2, Kp,no iénico = 3,4 WM para DBL1X-ID2a, y Kp,no isnico = 0,7 UM para ID1-ID2a. Esto indica que solo el
25-30% de la unién a VAR2CSA-CSA se puede explicar mediante interacciones idnicas. Esto esta en contraste con
otras proteinas de unién a GAG, que han mostrado hasta un 80-90% de dependencia en interacciones idnicas en
ensayos similares (Faller, B., Mely, Y., Gerard, D. y Bieth, J. G. (1992) Biochemistry 31, 8285-8290; Hileman, R. E.,
Fromm, J. R., Weiler, J. M. y Linhardt, R. J. (1998) Bioessays 20, 156-167).

Los datos sugieren que la interaccion VAR2CSA-CSA no se ajusta a las interacciones convencionales de GAG-
proteina. La hipotesis es que la alta afinidad de CSA se logra a través de una interaccion multivalente, que puede
incluir multiples sitios de unién haciendo interacciones no iénicas con la cadena principal de carbohidratos CSA.
Parte de la interaccion es idnica y se necesita cierto grado de sulfatacion para la unién de VAR2CSA. Por lo tanto, es
probable que exista una interaccion entre los aminoacidos basicos y los sulfatos, pero que este no es el factor
determinante de la afinidad.

En este estudio, se ha definido un pequefio fragmento de VAR2CSA de un solo dominio que se puede producir en
células eucariotas como una proteina de union a CSA funcional y que tiene la capacidad de inducir anticuerpos
altamente bloqueadores de la adhesion. Este fragmento tiene el potencial de ser un candidato poderoso para una
vacuna contra PM.

Los datos identifican una pequefia parte recombinante de VAR2CSA que se une especificamente a CSA mediando
asi la union placentaria de eritrocitos infectados. Se muestra que este fragmento de VAR2CSA también se une
especificamente a las células cancerosas, a través de una interacciéon con CSA presentada en CSPG4 u otras
cadenas principales de proteinas que se identificaron en este estudio. Ademas, se encuentra que la union de
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polipéptidos VAR2CSA, basados en este pequefio fragmento, a las células cancerosas inhibe la migracion y la
invasion de las células. Estos polipéptidos VAR2CSA también inhiben la sefializacion de ERK candnica, y se
encuentra que los polipéptidos VAR2CSA que estan fusionados a una toxina matan eficazmente a las células
cancerosas.

PROCEDIMIENTOS
PROCEDIMIENTO 1 - Clonacién y expresion de proteinas en células de insectos

Se amplificaron fragmentos de la secuencia VAR2CSA a partir de los genes VAR2CSA FCR3 (n.° de referencia de
GenBank GU249598) o 3D7 (n.° de referencia de GenBank JQ247428) optimizados por codones utilizando
cebadores especificos (Tabla 2). Se amplificaron fragmentos simples en una PCR de un paso. Se realizaron
construcciones de sustitucion de aminoacidos en una PCR de dos etapas. La primera PCR amplifico dos fragmentos
de la plantilla de FCR3 optimizada por codones, que contenia extremos complementarios superpuestos. La segunda
PCR amplifico la construccion total, utilizando los dos fragmentos superpuestos como plantilla con cebadores
especificos para los bordes externos. Se secuenciaron todos los fragmentos para verificacion. Se clonaron los
fragmentos en el vector de baculovirus pAcGP67-A (BD Biosciences), modificado para contener una etiqueta V5 y
His en el terminal C. Se expresaron las proteinas en células de insecto infectadas con baculovirus como proteina
soluble secretada en el sobrenadante del cultivo celular. En resumen, Se cotransfectd ADN de baculovirus Bakpak6
linealizado (BD Biosciences) con los plasmidos pAcGP67-A, en células de insecto Sf9 para la generacion de
particulas de virus recombinantes. Se utilizaron 10 ml de la segunda amplificacion para infectar células High-Five en
400 ml de medio libre de suero (10486, GIBCO) a una densidad de 1x10® células/ml. Se recogio la proteina
recombinante secretada del sobrenadante 3 dias después de la infeccion inicial. Se filtré el sobrenadante (0,2 ym),
se dializd y se concentrd antes de la purificacion de la proteina.

PROCEDIMIENTO 2 - Purificacion de proteinas y SDS-PAGE

Se dializ6 el sobrenadante filtrado que contenia la proteina recombinante secretada utilizando un flujo cruzado AKTA
(GE Healthcare). Se realiz6 la dialisis en NaH.PO4 10 mM (pH 7,4, Sigma-Aldrich) y NaCl 500 mM. Se filtré la
solucién resultante (0,2um) y se afiadié imidiazol hasta una concentracion final de 15 mM. Luego, se purifico la
proteina en una columna HisSelect de 1 ml (H8286, Sigma-Aldrich). Se eluy6 la proteina unida con NaH,PO4 10 mM
(pH 7,4), NaCl 500 mM e imidiazol 500 mM. Se purificaron adicionalmente las proteinas necesarias para las
mediciones en microbalanza de cristal de cuarzo y SAXS para obtener monémeros mediante cromatografia de
exclusion de tamafio utilizando una columna HiLoad 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare) en Tris 20 mM (pH 8) y
NaCl 200 mM. Se verifico la pureza y la integridad estructural de la proteina mediante SDS-PAGE.

PROCEDIMIENTO 3 - ELISA

Se incubaron placas de microtitulacion Falcon (351172, BD Biosciences) a una concentracion de 3 ug/ml para CSPG
(bovino) (D8428, Sigma) o HSPG (H4777, Sigma) y 100 pg/ml para CSA (C9819, Sigma), CSC (400675, Seikagaku)
y CSB (C3788, Sigma) durante la noche a 4 °C. Luego se bloquearon las placas con tampén de unién a TSM (Tris
20 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM, Tween-20 al 0,05%, BSA al 1%, pH 7,4 a 25 °C) durante 2 horas a 37 °C en un
agitador. Se prepard una serie de dilucion de 2 veces (1,56 mM-100 mM) de proteina en tampdn de unién a TSM y
se afiadi6 a las placas, que se incubaron durante 1 hora a 37 °C en un agitador. Todas la medidas se realizaron por
triplicado. Se lavaron las placas tres veces en tampon de lavado TSM (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM,
Tween-20 al 0,05%, pH 7,4 at 25 °C). Luego se incubaron las placas con anticuerpo anti-V5-HRP 1:3000 (R96125,
Invitrogen) en tampdn de union a TSM durante 1 hora a 37 °C en un agitador. Se lavaron las placas tres veces en
tampon de lavado TSM. Finalmente, se desarrollaron las placas con sustrato de o-fenilendiamina (DAKO) durante 15
minutos. Se inactivé la reaccion con H,SO4 2,5 M. La absorbancia se midié a 490 nm.

PROCEDIMIENTO 4 - Microbalanza de cristal de cuarzo (Attana A100)

se realizaron experimentos en un Attana A100 (Attana AB), utilizando chips de poliestireno (3611-3103 Attana AB)
chapados en oro de 10 MHz, cristal de cuarzo AT-cut. Se filtraron todos los tampones y reactivos a 0,2 pm. El
ligando fue CSPG (Bovino) (D8428, Sigma) o HSPG (H4777, Sigma), recubierto a una concentracion de 100 pg/ml.
Se realizd el recubrimiento en estado estacionario mediante la adicién de la solucion de ligando y la incubacion
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se bloqued la placa con PBS que contenia BSA sin Ig al
0,1 % (BSA-50, Rockland), 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavo Attana A100 con SDS al 1% antes de cada
experimento, utilizando el programa de lavado diario predefinido del fabricante. Después del lavado, se cambi6 el
tampon de migracion a PBS a un caudal de 25 pl/min, a 25 °C y se permitid6 que la maquina se estabilizara a un
cambio maximo en la frecuencia de 0,5 Hz/min. Una vez estabilizado, se inyecté PBS varias veces para mostrar que
el procedimiento de inyeccion afectd minimamente a la linea de base. Antes de la inyeccidon de la muestra, se
inyecté6 PBS como un blanco. Se inyecté el analito en una serie de dilucion 1:3 (0,25 pug/ml-60 pg/ml) comenzando
con la concentraciéon mas baja. El tiempo de asociacién se establecio en 84 segundos y el tiempo de disociacion en
5 minutos. Debido a la alta afinidad de unién, no fue posible regenerar la superficie de unidon después de las
inyecciones. Se procesaron los datos recopilados en el software Attester Evaluation (Attana AB). Se ajustaron las
curvas en un modelo simple 1:1. Se determinaron kon Y kot mediante ajuste de curvas y se calcul6é Kp basandose en
KD = koff/ kon.
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PROCEDIMIENTO 5 - Ensayo de titulacion de sal

Se probo la dependencia idnica de la union de VAR2CSA-CSA en un ensayo de uniéon basado en ELISA. Se
recubrio CSPG a 3 pyg/ml. Se afiadié una serie de dilucion 1:2 (400-1,56 nM) de proteina en varias concentraciones
diferentes de NaCl (150 mM, 200 mM, 250 mM y 300 mM). Todas los experimentos se realizaron por triplicado. Se
calcularon los valores de Kp para cada serie de valoracion en Graphpad Prism utilizando regresion no lineal (ajuste
de minimos cuadrados con pendiente de colina).

PROCEDIMIENTO 6 - Inmunizaciones de animales y extraccion de suero

Todas las vacunas para animales cumplen con las regulaciones nacionales y europeas. Se inyectaron por via
subcutanea ratas Wistar con 30 ug de proteina recombinante en adyuvante completo de Freunds (F5881, Sigma-
Aldrich). Se aumenté la inmunizacién tres veces a intervalos de 3 semanas con 15 yg de proteina en adyuvante
incompleto de Freunds (F5506, Sigma-Aldrich). Se tomaron muestras de sangre una semana después de cada
refuerzo y se extrajo el suero por centrifugacion.

PROCEDIMIENTO 7 - Purificacion de afinidad IgG

Se purificaron grupos de sueros de ratas inmunizadas con VAR2CSA FCR3 de longitud completa (FV2) mediante
afinidad en 1 ml de columna HP activada por NHS (HP activado HiTrap NHS, 17-0716-01, GE Healthcare), que
contiene proteinas FCR3 multidominio inmovilizadas (DBL1X-DBL2Xa, DBL1X-ID2a, ID1-ID2a o ID1-DBL4¢) y FV2
de longitud completa. Se realizé purificacion de acuerdo con el protocolo del fabricante. En resumen, se realizé el
acoplamiento de ligando a columna afadiendo 1 ml de solucion de tampén de acoplamiento 1:1 (NaHCO3 0,2 M,
NaCl 0,5 M, pH 8,3) y ligando (concentracion 0,5-10 mg/ml) a la columna. Se sell6 la columna y se incub6 durante 30
min a temperatura ambiente, seguido de incubacién a 4 °C durante la noche. Se lavé la columna con 6 ml de tampon
A (etanolamina 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3 ), 6 ml de tampdn B (acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4) y, finalmente, 6 ml
de tampon A. Después de un periodo de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente, se repitié el lavado en
orden inverso (tampon B, A, B). Se inyect6 8-10 ml de PBS para ajustar el pH antes de la purificacion del suero. Se
paso la muestra a través de la columna 3-5 veces. Se lavo la columna con 10 ml de PBS antes de que se eluyeran
los anticuerpos con 10 ml de tampon de elucion (acido citrico 0,1 M, pH 2,7).

PROCEDIMIENTO 8 - Cultivos de parasitos de P. falciparum

Se mantuvieron en cultivo parasitos del tipo FCR3 de P. falciparum utilizando hematocrito al 5 % (Human Blood-
group 0 Rh+) en medio de parasito RPMI-1640 (BE12115F, Lonza) suplementado con NaHCO3; 25 mM, 0,125 ug/ml
de sulfato de gentamicina (BE02012E, Lonza), 0,125 pg/ml de AlbuMAX 1l (11021029, Invitrogen) y suero humano
normal al 2 %. Se analizaron los IE repetidamente en células BeWo (CCL98, ATCC) para mantener el fenotipo de
adhesion CSA. Ademas, se analizaron los aislados como micoplasma negativos y se genotipificaron regularmente
mediante PCR utilizando cebadores GLURP (proteina rica en glutamato) y MSP-2 anidados (proteina de superficie
de Merozoita 2).

PROCEDIMIENTO 9 - Purificacion de trofozoitos en etapa tardia

Se enriquecieron cultivos de parasitos para el estadio tardio de trofozoito y esquizonte en un fuerte campo
magnético utilizando una columna MACS CS (130-041-305, Miltenyi Biotec) y un iman Vario-MACS (Miltenyi Biotec).
En resumen, se aplicd la suspension de cultivo del parasito a la columna. Luego se lavo la columna con suero de
ternera fetal al 2% (F6178, Sigma-Aldrich) en PBS. Se eluyeron los eritrocitos infectados en etapa tardia de la
columna después de la separacion del iman, se centrifugaron y resuspendieron en suero de ternera fetal al 2 % en
PBS y se diluyeron a una concentracion de 2 x 10° IE/ml.

PROCEDIMIENTO 10 - Citometria de flujo (FCM, del inglés "Flow Cytometry")

Se midié la unién de anticuerpos al VAR2CSA nativo en los eritrocitos infectados con trofozoitos purificados en la
Ultima etapa mediante citometria de flujo (FCM). 100 pl de parasitos purificados en etapa tardia a una concentracion
de 2 x 10% IE/ml en PBS con FCS al 2 % se marcaron con suero (reducido para unién no especifica mediante
preincubacion con eritrocitos no infectados) en una concentracion final de 1:10. Se lavaron las células tres veces en
PBS con FCS al 2 %. Luego se marcaron adicionalmente las células con bromuro de etidio (15585011, Invitrogen)
en una concentracion final de 2 yg/ml y una dilucion 1:100 de anticuerpo anti-lgG de rata secundario marcado con
FITC (62-9511, Invitrogen). Como controles negativos, también se incubaron los parasitos de ultima etapa con suero
de ratas inmunizadas con un antigeno distinto de VAR2CSA y con anticuerpos secundarios solos. Se recogieron
datos de 5000 IE positivos con bromuro de etidio utilizando un citémetro de flujo FC500 (Beckmann Coulter).
Finalmente, se determind la intensidad de fluorescencia media utilizando el software WinList 5.0 (Verify Software
House).

PROCEDIMIENTO 11 - Inhibicion de parasitos que unen CSPG

Se analizaron anticuerpos séricos en cuanto a su capacidad para inhibir la unién de IE a CSPG. Esto se hizo en un
formato de placa de 96 pocillos utilizando un procedimiento de lavado estandarizado por robot. Se recubrieron los
pocillos con 2 ug/ml de CSPG (D8428, Sigma-Aldrich). Se afiadieron por triplicado a los pocillos un total de 2x10° IE
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en etapa tardia marcados con ftritio (Monohidrocloruro de hipoxantina, PerkinElmer, NET177005MC) en 100 pl.
Luego se incubaron los IE marcados con suero durante 90 minutos a 37 °C. Se arrastraron los |E independientes por
un robot de pipeteo (Beckman Coulter). Se determiné la proporcién de IE adheridos mediante recuento de centelleo
liquido en un Topcount NXT (Perkin Elmer).

PROCEDIMIENTO 12a - Ensayos de union a células cancerosas

Se utilizd citometria de flujo (FCM) para probar la reactividad del polipéptido de uniéon minima VAR2CSA a CSPG
expresado en la superficie de varias lineas celulares. Se cultivaron células en RPMI suplementado con suero bovino
fetal al 10% (células CHO, C32), Hams F12 (BeWo), se mantuvieron en dioxido de carbono al 5% a 37 °C o se
purificaron a partir de una muestra de sangre humana en tampdén CPD (glébulos rojos). Se expusieron
secuencialmente alicuotas de células (1x10°) al polipéptido de unién minima VAR2CSA (150, 75 o 37 nM) y a-V5-
FITC (1:800) (Invitrogen) diluido en FACS2 (PBS + FCS al 2 %) durante 30 minutos a + 4 °C en oscuridad con
agitacion suave. Se utilizaron como controles negativos una version truncada del polipéptido de unién minima y el
tampon FACS2. Se sincronizaron las células intactas segun la sefial de dispersion directa y lateral. Se adquirieron
los datos utilizando un citémetro de flujo FC500 (Beckman Coulter) a partir de un minimo de 5000 células. Se
procesaron y analizaron todas las muestras relacionadas con una linea celular particular en un unico ensayo.

PROCEDIMIENTO 12b - Ensayos de unidn a células cancerosas

Como alternativa al ensayo de citometria de flujo anterior, se incubaron células con el polipéptido de unién minima
VAR2CSA y a-V5-FITC (1:500) (Invitrogen) diluido en HBSS. Se utilizé el polipéptido VAR2CSA a las mismas
concentraciones que se escribieron anteriormente. Después de la tinciéon de a-V5-FITC, se lavaron las células 3
veces en HBSS, se recogieron en un tampoén de separacion de células sin enzimas (Invitrogen) y se analizaron en
un FACS Calibur (BD Biosciences) para intensificar la sefial de FL-1.

Abreviaturas CIDR, region entre dominios rica en cisteina; CSA, sulfato de condroitina A; CSPG, proteoglicano de
sulfato de condroitina; DBL, dominio de union Duffy; FCM, citometria de flujo; FV2, ectodominio de longitud completa
de la proteina VAR2CSA sin segmento N-terminal; HSPG, proteoglicano de heparan sulfato; ID, interdominio; IE,
eritrocito infectado de P. Falciparum; NTS, segmento N terminal; PM, malaria placentaria; PfEMP1, Proteina 1 de
membrana de eritrocitos de Plasmodium falciparum; PM, malaria placentaria.

PROCEDIMIENTO 13 - Prueba de citotoxicidad in vitro de proteinas fusionadas con VAR2CSA-toxina

Se sembraron lineas celulares cancerosas en placas de 96 pocillos, con 500,0 células/pocillo un dia antes del
experimento. El dia del experimento, se afiadié una serie de dilucién de 10 veces (que varia de 10 ug/ml a 0,01
ng/ml) de toxina VAR2CSA fusionada y proteina de control (VAR2CSA sin toxina) a pocillos separados. Se hicieron
series de dilucion similares, que también contenian 400 pug/ml de CSA, para ambas proteinas y se afiadieron a
pocillos separados. Se incubaron las células con proteinas durante 72 horas a 37 °C. Se analizé la muerte celular
mediante un ensayo de proliferacion celular MTT, en el que la lectura es la absorbancia a 570 nm.

PROCEDIMIENTO 14: Tincion de muestras de tejido humano incluidas en parafina

Se investiga la union de VAR2CSA recombinante a tejido de cancer primario obtenido de pacientes humanos
utilizando inmunohistoquimica (IHC, del inglés "immunohistochemistry"). Se incubd el tejido embebido en parafina
descubierto en portaobjetos de vidrio sin recuperacion de antigeno con variantes V5-VAR2CSA de 0,1-500 nM o
proteina de control V5 (DBL4) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavd durante 8 minutos, se incubd con
anticuerpo anti-V5 de ratén 1:700 durante 30 minutos, se lavé durante 8 minutos. Se detectd posteriormente el anti-
V5 unido utilizando HRP anti-ratén UltraMap utilizando la plataforma Ventana Discovery XT.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado que comprende un polipéptido VAR2CSA y una fraccion efectora terapéutica o de diagndstico
seleccionada de un agente anticanceroso o un soporte soélido; o una proteina de fusién que comprende un
polipéptido VAR2CSA y un agente anticanceroso.

2. El conjugado o proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido VAR2CSA es o
comprende un fragmento de proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos secuencial de

a)ID1y
b) una secuencia de aminoacidos con al menos un 70 % de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacidos identificada por 153-577 de SEQ ID NO: 1.

3. El conjugado o proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 2, cuyo fragmento comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de 1-577 de SEQ ID NO:1, 1-592 de SEQ ID NO:3, 1-579 de SEQ ID NO:4, 1-576 de SEQ ID NO:5, 1-
586 de SEQ ID NO:10, 1-579 de SEQ ID NO:11, 1-565 de SEQ ID NO:29, 1-584 de SEQ ID NO:34, 1-569 de SEQ
ID NO:36, 1-575 de SEQ ID NO:37, 1-592 de SEQ ID NO:38, 1-603 de SEQ ID NO:41, 1-588 de SEQ ID NO:43, 1-
565 de SEQ ID NO:44, 1-589 de SEQ ID NO:45, 1-573 de SEQ ID NO:48, 1-583 de SEQ ID NO:53, o 1-569 de SEQ
ID NO:54.

4. El conjugado o proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-3, cuyo fragmento
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con una de las
secuencias de aminoacidos de 578-640 de SEQ ID NO:1,593-656 de SEQ ID NO:3, 580-643 de SEQ ID NO:4, 577-
640 de SEQ ID NO:5, 587-650 de SEQ ID NO:10, 580-643 de SEQ ID NO:11, 566-628 de SEQ ID NO:29, 585-647
de SEQ ID NO:34, 570-632 de SEQ ID NO:36, 576-639 de SEQ ID NO:37, 593-655 de SEQ ID NO:38, 604-667 de
SEQ ID NO:41,589-652 de SEQ ID NO:43, 566-628 de SEQ ID NO:44, 590-653 de SEQ ID NO:45, 574-637 de SEQ
ID NO:48, 584-646 de SEQ ID NO:53, 0 570-632 de SEQ ID NO:54.

5. El conjugado o proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, cuyo fragmento
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, 6, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
30, 31,32, 33, 35, 39, 40, 42, 46, 47, 49, 50, 51, 0 52.

6. El conjugado o proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el agente
anticanceroso se selecciona de caliqueamicina, auristatin, doxorrubicina, maitansinoide, taxol, ecteinascidina,
geldanamicina, metotrexato y sus derivados, proteinas citotoxicas tales como exotoxina A de Pseudomonas, toxina
diftérica, toxina de ricina, proteina antiviral de hierba carmin, saporin, gelonina y variantes funcionales, fragmentos y
combinaciones de los mismos.

7. El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la fraccion efectora de
diagndstico es una perla magnética.

8. Una composicién que comprende el conjugado como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. Un conjugado o proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para su uso como
un medicamento o agente de diagndstico.

10. Una composicién farmacéutica que comprende un conjugado o proteina de fusion como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

11. Un polipéptido VAR2CSA o un conjugado o proteina de fusion como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 para el tratamiento de un cancer o para su uso in vivo como un biomarcador en un tejido y o
fluido corporal para el diagnoéstico y/o prondstico de una enfermedad de cancer.

12. Utilizacioén in vitro de un polipéptido VAR2CSA o un conjugado o proteina de fusién como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1-7, como un biomarcador en un tejido y/o fluido corporal para el diagnéstico y/o
prondstico de una enfermedad de cancer.

13. Utilizacion de un polipéptido VAR2CSA o un conjugado o proteina de fusion como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1-7 como una fraccién de direccionamiento para el aislamiento de una célula cancerosa.

14. Un procedimiento para el aislamiento y/o deteccion de células cancerosas, tales como células madre de cancer o
células cancerosas circulantes (CTC) en una muestra biolégica, comprendiendo dicho procedimiento:

a) poner en contacto una muestra bioldgica que comprende células cancerosas de un conjugado o proteina de
fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o un conjugado o proteina de fusion que
comprende un polipéptido VAR2CSA y un marcador fluorescente y/o un radiomarcador, opcionalmente unido a
un soporte solido; y;

b) purificar, aislar y/o detectar los complejos de dichas células cancerosas y dicho conjugado.
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