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DESCRIPCION

Un marcador molecular de Plasmodium falciparum de resistencia a artemisinina
Antecedentes de la invencion

La apariciéon de resistencia a derivados de artemisina (ART) de Plasmodium falciparum en Camboya, supone una
amenaza para los esfuerzos de control y eliminacién del paludismo en todo el mundo'2. El riesgo de que los parasitos
resistentes a ART se extiendan desde Camboya occidental a la subregién del Gran Mekong y a Africa, como sucedié
anteriormente con parasitos resistentes a la cloroquina y la sulfadoxina/pirimetamina®®, es extremadamente
preocupante. La resistencia clinica a la ART se define como una tasa reducida de eliminacion de parasitos'6-19,
expresada como un aumento de la semivida de eliminacion de parasitos'"'2, o como una persistencia de parasitos
detectables al microscopio al tercer dia de la terapia combinada basada en artemisinina (TCA)?. El parametro de
semivida se correlaciona firmemente con los resultados del ensayo de supervivencia en la fase de anillo (RSA%-3",
siglas del inglés Ring-stage Survival Assay) in vitro y con los del RSA ex vivo'3, que miden la tasa de supervivencia
de los parasitos jovenes en la fase de anillo a una exposicidon farmacolégicamente relevante (700 nM durante 6 h) a la
dihidroartemisinina (DHA), el principal metabolito de todos los compuestos de la ART. Sin embargo, la falta actual de
un marcador molecular dificulta la contencién enfocada de parasitos resistentes a ART en zonas donde se han
documentado y dificulta la deteccién rapida de estos parasitos en otros lugares, donde las TCA (terapias combinadas
basadas en artemisinina) siguen siendo los antipalidicos mas asequibles y eficaces. Para detectar y comprobar la
propagacion de la resistencia a la ART, se necesita un marcador molecular de uso generalizado.

Anadlisis hologendmicos recientes de aislados de P. falciparum, han proporcionado pruebas de una seleccion positiva
reciente en zonas geograficas de resistencia a la ART?'%16, Aunque la heredabilidad del fenotipo clinico del parasito
es superior al 50%, aun no se ha identificado ningdn marcador molecular fiable. Una posible explicacién es que la
semivida de eliminacioén del parasito no solo esta determinada por la susceptibilidad intrinseca a la ART de un aislado
del parasito, sino también por su fase de desarrollo en el momento del tratamiento con ART y por los parametros
relacionados con el hospedador, tales como la farmacocinética y la inmunidad'’. Este problema se acentuo
recientemente en pacientes que presentan datos discordantes entre la semivida de eliminacion del parasito in vivo y
la tasa de supervivencia de RSA%3" in vitro'3- Asimismo, los estudios hologenémicos de asociacion (GWAS, del inglés
genome-wide association studies) son desconcertantes por las incertidumbres acerca de la estructura de la poblacién
del parasito. Las pruebas recientes de varias subpoblaciones muy diferenciadas de parasitos resistentes a ART en
Camboya occidental'®, sugieren que podrian estar ocurriendo distintos acontecimientos de aparicion. Una estrategia
alternativa para descubrir un marcador molecular es analizar las mutaciones adquiridas especificamente por clones
de parasitos adaptados en el laboratorio seleccionados para sobrevivir a altas dosis de ART in vitro, y utilizar esta
informacioén para guiar el analisis del polimorfismo en aislados de parasitos clinicos de zonas donde la resistencia a
las ART esta bien documentada a nivel tanto temporal como geografico. En el presente documento se utiliza esta
estrategia para explorar las firmas moleculares de la resistencia clinica a la ART en Camboya, donde se comunicé por
primera vez este fenotipo™?.

Las terapias combinadas basadas en artemisinina (TCA) son una faceta clave de los esfuerzos globales del control
del paludismo. Nkhoma et al., JID 208:346-349 (2013). Sin embargo, la aparicion de paludismo resistente a
artemisinina ha supuesto una amenaza a estos esfuerzos. Id. Actualmente no hay ensayos fiables in vitro para medir
la resistencia a la ART. Id. Por lo tanto, la sensibilidad a la ART se ha medido en pacientes a partir de la disminucion
de la parasitemia después del tratamiento con ART. Id. Esta estrategia es costosa, laboriosa y lenta. 1d.

En la actualidad, la falta de un marcador molecular dificulta los esfuerzos de contencién en los focos donde se ha
documentado la resistencia y dificulta la deteccién rapida de la resistencia a la ART en otras zonas endémicas donde
la ART sigue siendo el farmaco antipaludico mas asequible y eficaz. Para comprobar a gran escala la resistencia a la
ART, se necesita urgentemente un marcador molecular asociado a la resistencia a la ART.

Sumario de la invencién

La invencion incluye métodos, composiciones y kits para detectar y genotipificar parasitos del género Plasmodium. En
una realizacion, el método comprende proporcionar una muestra que contenga un parasito del género Plasmodium; y
detectar, en la muestra, la presencia de un acido nucleico o de una proteina de hélice K-13 mutado. Preferentemente,
el parasito del género Plasmodium es Plasmodium falciparum.

En una realizacion, la presencia en la muestra de un acido nucleico de hélice K-13 mutado, se detecta mediante
secuenciacion. En una realizacion, la presencia en la muestra de un acido nucleico de hélice K-13 mutado, se detecta
mediante PCR.

La invencién incluye métodos, composiciones y kits para la deteccion de una infeccién causada por un parasito del
género Plasmodium en un paciente infectado y se define en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. En una
realizacién, el método comprende proporcionar una muestra de sangre de un paciente y detectar, en la muestra de
sangre, la presencia o la ausencia de un acido nucleico o de una proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado.
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El método puede comprender determinar si el parasito del género Plasmodium tiene una secuencia de proteina o de
acido nucleico de hélice K-13 de tipo silvestre o mutante.

Preferentemente, el parasito del género Plasmodium es Plasmodium falciparum.

En una realizacion, la presencia en la muestra de un acido nucleico de hélice K-13 mutado, se detecta mediante
secuenciacion. En una realizacion, la presencia o la ausencia en la muestra de un acido nucleico de hélice K-13 de
tipo silvestre o mutado, se detecta mediante PCR.

En una realizacion, el kit para detectar una infeccidon causada por un parasito del género Plasmodium comprende
cebadores para la amplificacion de un acido nucleico de hélice K-13 y reactivos para la deteccién del producto
amplificado.

En una realizacion, el kit contiene una sonda para detectar un &cido nucleico de hélice K-13 mutante. Preferentemente,
la sonda esta marcada con un marcador fluorescente o enzimatico.

En diversas realizaciones, El kit detecta un acido nucleico de hélice K-13 mutante que codifica un alelo Y493H, R539T,
1543T y C580Y.

En una realizacion, el kit detecta un acido nucleico de hélice K-13 mutante que codifica un alelo Y493H, R539T, 1543T
o C580Y.

En diversas realizaciones, el kit comprende al menos uno de los siguientes cebadores:
5’-cggagtgaccaaatctggga-3’ (SEQ ID NO:9);
5’-gggaatctggtggtaacage-3’ (SEQ ID NO:10);
5’-cgccagcattgttgactaat-3' (SEQ ID NO:11); y
5’-gcggaagtagtagcgagaat-3’' (SEQ ID NO:12);

o el kit comprende al menos uno de los siguientes cebadores:
5’-cggagtgaccaaatctggga-3’ (SEQ ID NO:9);
5’-gggaatctggtggtaacage-3’ (SEQ ID NO:10);
5’-cgccagcattgttgactaat-3’ (SEQ ID NO:11);
5’-gcggaagtagtagcgagaat-3’' (SEQ ID NO:12);
5’-gccaagctgcecattcatttg-3’ (SEQ ID NO:13); y
5’-gccttgttgaaagaagcaga-3’ (SEQ ID NO:14).

En diversas realizaciones, el kit detecta un acido nucleico de hélice K13 mutante que codifica un alelo F4461, N458Y,
C469Y, Y493H, K503N, R539T, 1543T, P553L, P574L, A578S, C580Y y D584V.

En diversas realizaciones, el kit detecta un acido nucleico de hélice K13 mutante que codifica un alelo F4461, G449A,
N458Y, C469Y, W470finalizador, A481V, Y493H, K503N, S522C, V534A, R539T, 1543T, G548D, P553L, V555A,
A557S, R561H, K563R, V568G, P574L, A578S, C580Y, F583L, D584V, V589I, Q613E y D641G.
En diversas realizaciones, el kit comprende al menos uno de los siguientes pares de cebadores:

Par PCR1

5’ aggtggatttgatggtgtagaat 3’ (directo) (SEQ ID NO:15)
5’ catacacctcagtttcaaataaagc 3’ (inverso) (SEQ ID NO:16)

Par PCR2

5’ aatttcttatacgtttttggtggtaa 3’ (directo) (SEQ ID NO:17)
5’ ctctacccatgctttcatacgat 3’ (inverso) (SEQ ID NO:18)

Par PCR3

5’ ggatatgatggctcttctattataccg 3’ (directo) (SEQ ID NO:19)
5’ acttcaatagaatttaatctctcacca 3’ (inverso) (SEQ ID NO:20)

Par PCR4

5’ atgtcattggtggaactaatggt 3’ (directo) (SEQ ID NO:21)
5’ ttaaatggttgatattgticaacg 3’ (inverso) (SEQ ID NO:22)
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Par PCR5

5’ ttcaggagcagcttttaattacc 3’ (directo) (SEQ ID NO:23)
5’ ctggtgaaaagaaatgacatgaa 3’ (inverso) (SEQ ID NO:24)

Par PCR6

5’ cctigttgaaagaagcagaattt 3’ (directo) (SEQ ID NO:25)
5’ attcaatacagcacttccaaaataa 3’ (inverso) (SEQ ID NO:26)

En diversas realizaciones, el kit comprende al menos una sonda que se hibrida con uno de los siguientes SNP (por
las siglas del inglés single-nucleotide polymorphisms, que significa polimorfismos mononucleotidicos):

F446l ttt/att

G449A ggt/gct
N458Y aat/tat
C469Y tgc/tac

W470final taa/taa
izador 99/tg

A481V gct/gtt
Y493H tac/cac
K503N aag/aat
S522C agt/igt
V534A gtt/gct
R539T agal/aca
1543T att/act
G548D ggc/gac
P553L ccglctg
V555A gta/gca
A557S gcaltca
R561H cgt/cat
K563R aaalaga
V568G gtg/ggg
P574L cct/ctt
A578S gct/tct
C580Y tgt/tat
F583L ttt/tta/g
D584V gat/gtt
V589l gtc/atc
Q613E caal/gaa
D641G gat/ggt.

La divulgacion incluye un método para detectar, en una muestra biolégica que contiene un parasito del género
Plasmodium, la presencia de un &cido nucleico de hélice K13 de tipo silvestre o de un acido nucleico de hélice K13
mutante que comprende:

proporcionar una muestra bioloégica que contenga ADN un parasito del género Plasmodium;

opcionalmente extraer ADN de la muestra bioldgica;

poner en contacto el ADN de un parasito del género Plasmodium con al menos un par de cebadores que se hibridan
especificamente con el acido nucleico de hélice K13 a una distancia que varia de 100 a 300 pb y realizar una
reaccion PCR en presencia de colorante intercalante;

someter los productos de amplificacién a una etapa de fusion;

determinar la presencia de un alelo mutante o de un alelo de tipo silvestre analizando el perfil de fusién de los
productos de amplificacion.

En algunas realizaciones, el método comprende detectar un acido nucleico de hélice K13 mutante que codifica un
alelo F4461, G449A, N458Y, C469Y, W470finalizador, A481V, Y493H, K503N, S522C, V534A, R539T, 1543T, G548D,
P553L, V555A, A557S, R561H, K563R, V568G, P574L, A578S, C580Y, F583L, D584V, V589I, Q613E y D641G.
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La invencién incluye un método para detectar, en una muestra biolégica que contiene un parasito del género
Plasmodium, la presencia de un acido nucleico de hélice K13 mutante que comprende amplificar el acido nucleico de
hélice K13 mutante por reaccién PCR, y poner en contacto el 4cido nucleico amplificado con una sonda especifica
para un acido nucleico de hélice K13 mutante.

En algunas realizaciones, la sonda esta unida a una perla fluorescente o a biotina.

En algunas realizaciones, el método comprende unir la sonda al acido nucleico del dominio de hélice K13 mutante y
detectar el 4cido nucleico del dominio de hélice K13 unido con una segunda sonda que se une al acido nucleico del
dominio de hélice K13 unido.

En algunas realizaciones, la presencia de un acido nucleico o una proteina de hélice K13 mutado indica que el paciente
esta infectado con un parasito del género Plasmodium resistente a derivados de artemisina.

En algunas realizaciones, el método comprende administrar a dicho paciente infectado con un parasito del género
Plasmodium resistente a derivados de artemisinina, un tratamiento basado en derivados de artemisinina durante mas
tiempo que el protocolo habitual y/u otro farmaco antipallidico, preferentemente quinina, cloroquinina o mefloquina.

En algunas realizaciones, el método comprende administrar a dicho paciente infectado con un parasito del género
Plasmodium resistente a derivados de artemisinina, un tratamiento basado en un nuevo farmaco antipaludico y repetir
las etapas a) y b) después de administrar dicho tratamiento, en el que la ausencia de un acido nucleico o proteina de
hélice K13 mutado indica que el paciente ya no esta infectado con un parasito del género Plasmodium resistente a
derivados de artemisinina y dicho tratamiento es eficaz en un parasito del género Plasmodium resistente a derivados
de artemisinina.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1 - Adquisicion temporal de mutaciones en F32-ARTS5. Los parasitos F32-Tanzania expuestos a
concentraciones crecientes de artemisinina durante 120 ciclos consecutivos'® se analizaron mediante
secuenciacion hologenémica (de todo el genoma) en cinco puntos temporales (flechas grises). Se muestran
(recuadros) los locus mutados después de un numero determinado de ciclos de presion farmacolégica. Los
primeros puntos temporales donde se detectaron tres mutaciones por PCR (flechas negras) se indican con @ para
PF3D7_1343700, con * para PF3D7_0213400 y con # para PF3D7_1115700. Los circulos indican las tasas de
supervivencia de RSA%®" para los parasitos F32-ART5 y F32-TEM, respectivamente.

Figura 2 - Tasas de supervivencia de aislados de parasitos de Camboya en el RSA%-3h, estratificadas por alelo de
hélice K13. Los genotipos se obtuvieron extrayendo datos de la secuencia hologenémica (n = 21) o por
secuenciacion de los productos de PCR (n = 28). Los parasitos mutantes tienen tasas de supervivencia RSA0-3h
significativamente mas altas que las de los parasitos de tipo silvestre: tipo silvestre (n=17, mediana 0,16 %, RIC
(rango intercuartilico) 0,09-0,24, rango 0,04-0,51); C580Y (n=26, mediana 14,1 %, RIC 11,3-19,6, rango 3,8-27,3,
P<10-8 para tipo silvestre frente a C580QY, prueba de la U de Mann-Whitney); R539T (n=5, mediana 24,2 %, RIC
12,6-29,5, rango 5,8-31,3, P<107 para tipo silvestre frente a R539T); Y493H (51,4 %); e 1543T (58,0 %). La tasa
de supervivencia RSA%3" (0,04 %) de parasitos 3D7 de control se indica con un asterisco.

Figura 3 - Frecuencia de alelos de hélice K13 en 886 aislados de parasitos en seis provincias de Camboya en
2001-2012. Los genotipos se obtuvieron por secuenciacién de productos de PCR de muestras de sangre
conservadas en archivo. Todos los alelos mutantes llevan un solo SNP no sinénimo (codificado con color, codigos
de colores iguales a los de la Fig. 2 para el tipo silvestre, C580Y, R539T, Y493H e 1543T). Se observaron
reducciones significativas (prueba exacta de Fisher) en las frecuencias de alelos de tipo silvestre en Pailin,
Battambang, Pursat y Kratie a lo largo del tiempo (véanse los Ejemplos).

Figura 4-A, Correlacion de semividas de eliminacién de parasitos y alelos de hélice K13 para aislados de parasitos
en Pursat y Ratanakiri en 2009-2010. Los parasitos de tipo silvestre tienen semividas mas cortas (mediana 3,30 h,
RIC 2,59-3,95, n=72) que las de los parasitos C580Y (7,19 h, 6,47-8,31, n=51, P<10%, prueba de la U de Mann-
Whitney), R539T(6,64 h, 6,00 6,72, n=6, P<10%) o Y493H (6,28 h, 5,37-7,14, n=21, P<10%). La semivida de los
parasitos C580Y es significativamente mas larga que la de los paréasitos Y493H (P=0,007). B, Correlacién de
semividas de eliminacion de parasitarios, subpoblaciones de KH'® y alelos de hélice K13 para los mismos 150
aislados de parasitos. Se muestran semividas para los parasitos de Pursat (cuadrados) y Ratanakiri (triangulos),
estratificadas por grupo de KH y alelo de hélice K13 (codificado con color como en el panel A). Las semividas
medianas estratificadas por alelo de hélice K13 son: [KH1: tipo silvestre (2,88) e Y493H (6,77); KH2: C580Y (7,13)
e Y493H (4,71); KH3: tipo silvestre (3,65), C580Y (8,73) y R539T (6,65); KH4: tipo silvestre Y493H (6,37); y KHA:
tipo silvestre (4,01), C580Y (7,09), Y493H (6,18) y R539T (5,73)].

Figura 5: algoritmo de validacion de SNP de la comparacién de secuencias hologenémicas de F32-ART5 y F32-
TEM (a) y la secuencia y cobertura de los SNP en 7 genes candidatos diferentes en F32-TEM y F-32 ART5 (b).
Figura 6 - Distribucion geografica de alelos de hélice K13 en Camboya en 2011-2012. Los gréficos circulares
muestran las frecuencias de los alelos de hélice K13 entre 300 aislados de parasitos en diez provincias de
Camboya. Los tamafios de los circulos son proporcionales al numero de aislados y los diferentes alelos estan
codificados con color como en la Fig. 3. Las frecuencias (IC del 95 %) de los alelos de hélice K13 mutantes son:
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Pailin (95 %, 88-99, n=84), Battambang (93 %, 87-99, n=71), Pursat (89 %, 67-99, n=19), Kampot (83 %, 52-98,
n=12), Kampong Som (71 %, 29-96, n=7), Oddar Meanchey (76 %, 58-89, n=33), Preah Vihear (16 %, 3-40, n=19),
Kratie (71 %, 44-90, n=17), Mondulkiri (67 %, 9-99, n=3) y Ratanakiri (6 %, 1-19, n=35).

Figura 7 - Correlacion entre la frecuencia de alelos de hélice K13 de tipo silvestre y la prevalencia de positividad el
dia 3 después del tratamiento con TCA (terapia combinada basada en artemisina ) en ocho provincias de Camboya.
La frecuencia de positividad el dia 3 se representa frente a la frecuencia de los alelos de hélice K13 de tipo silvestre.
Los datos proceden de pacientes tratados con una TCA para el paludismo causado por P. falciparum en 2010-
2012 en ocho provincias de Camboya (Fig. 4): Pailin (n = 86, estudio de eficacia terapéutica de la OMS del 2011,
artesunato-mefloquina); Pursat (n = 32, estudio de eficacia terapéutica de la OMS del 2012, dihidroartemisina-
piperaquina); Oddar Meanchey (n=32, estudio de eficacia terapéutica de la NAMRU-2 (Unidad de Investigacion
Médica Naval 2) del 2010, artesunato-mefloquina); Kampong Som/Speu (n = 7, estudio de eficacia terapéutica de
la OMS del 2012, dihidroartemisina-piperaquina); Battambang (n = 18, estudio de eficacia terapéutica de la OMS
del 2012, dihidroartemisina-piperaquina); Kratie (n = 15, estudio de eficacia terapéutica de la OMS del 2011,
dihidroartemisina-piperaquina); Preah Vihear (n = 19, estudio de eficacia terapéutica de la OMS del 2011,
dihidroartemisina-piperaquina); Ratanakiri (n = 32, estudio de eficacia terapéutica de la OMS del 2010,
dihidroartemisina-piperaquina). Coeficiente de correlacion de rango de Spearman (8 sitios): r=-0,99, IC del 95 %
de -0,99 a -0,96, P < 0,0001.

Figura 8 - Representacion esquematica de la homologia entre proteinas de P. falciparum K13 y KEAP1 humanas
(A) y modelo 3D estructural del dominio de hélice K13 (B).

A. Representacion esquematica de la proteina PF3D7_1343700 predicha y homologia con Keap1 humana. De
manera similar a Keap1, PF3D7_1343700 contiene un dominio BTB/POZ y una hélice de 6 palas C-terminal,
que ensambla motivos kelch que consisten en cuatro laminas beta anti-paralelas.

B. Modelo 3D estructural del dominio de hélice K13 que muestra las seis palas kelch numeradas del 1 al 6
desde el extremo N al C.

El nivel de identidad de aminoacidos entre los dominios de hélice K13 y kelch de proteinas con estructuras
tridimensionales (3D) resueltas, incluyendo Keap1 humana*t4’, nos permitié modelar la estructura tridimensional
de la hélice K13 y mapear las mutaciones seleccionadas con presion farmacoldgica de ART (Tabla 4). La precision
del modelo 3D de hélice K13 se confirmd por los criterios de fiabilidad del modelo/plegamiento especificos de
Modeller (véanse los Ejemplos). Predecimos que la hélice K13 se pliega en una estructura de hélice B de seis
palas*® cerrada por la interaccion entre una lamina beta C-terminal y la pala N-terminal®:48. El primer dominio tiene
tres laminas beta, el cuarto fue aportado por una lamina beta C-terminal extra denominada 8’1 en la Figura 9.

El armazoén de hélice kelch de la Keap1 humana se desestabiliza por una variedad de mutaciones que afectan a
las interacciones intra o inter-palas en cancer de pulmén humano?® e hipertension*’. Las posiciones de las diversas
mutaciones se indican con una esfera. El resto M476 mutado en F32-ART5 se indica en gris oscuro. Al igual que
las mutaciones observadas en la Keap humana'é47, se predice que muchas mutaciones de la hélice K13 alteran
la estructura de la hélice o modifican las cargas de la superficie y, como consecuencia, alteran la funcion biolégica
de la proteina. Cabe destacar que, las dos mutaciones principales C580Y y R539T observadas en Camboya son
mutaciones no conservativas y se localizan en estructuras secundarias organizadas: en una lamina B de la pala 4
donde se predice que se alterara la integridad de este armazoén y en la superficie de la pala 3, respectivamente. El
dominio de la hélice kelch de Keap1 esta implicado en las interacciones proteina-proteina al igual que la mayoria
de los modulos que contienen kelch*3. Keap1 es un regulador negativo de la respuesta citoprotectora dependiente
de Nrf2 inducible, que secuestra a Nrf2 en el citoplasma en estado estacionario. Después del estrés oxidativo, el
complejo Nrf2/Keap1 se desestabiliza, Nrf2 se transloca al nucleo, donde induce la transcripcién de genes
dependientes de ARE citoprotectores*®%. Especulamos que, en P. falciparum, se pueden dedicar funciones
similares a PF3D7_1343700, de modo que las mutaciones de la hélice K13 influyan en sus interacciones con una
proteina acompafante desconocida, dando como resultado una respuesta antioxidante/citoprotectora
desregulada. La respuesta antioxidante de P. falciparum es maxima durante la etapa tardia de trofozoito, cuando
la digestion y el metabolismo de la hemoglobina son mas altos®'. Su regulacion aln es poco conocida y no se pudo
identificar un ortélogo de Nrf2 en el genoma de Plasmodium.

Figuras 9A y B. - secuencias codificantes de acido nucleico de referencia PF3D7_1343700 (SEQ ID NO:1) y de
aminoacidos (SEQ ID NO: 2) (de tipo 3D7) y posiciones mutantes.

Figura 9A cédigo de color: gris oscuro, posiciones especificas de Plasmodium (1-225) y especificas de
apicomplejos (225-345); gris claro, dominio BTB/POZ. En la Figura 9B, las posiciones de los codones polimérficos
comunicados en la versiéon 9.3 de PlasmoDB (http://www.plasmodb.org/plasmo/) y las observadas en el presente
estudio estan encuadradas en negro. Ha de observarse que la mayoria de los polimorfismos comunicados se
localizan en el dominio N-terminal, con la excepcién de E621D observado en un aislado de Gambia (ref. 44). Seis
dominios kelch individuales se localizan desde el resto 443 a 473, 474 a 526, 527 a 573, 574 a 614, 615 a 666 y
667 a 726, respectivamente.

Figura 10A-C - alineacion ClustalW de la secuencia de proteinas de los ortélogos PF3D7_1343700 de siete
especies de Plasmodium.

Cadigos:

F-XP_001350158 P. falciparum (PF3D7_1343700) (SEQ ID NO:2)
V-XP_001614215 P. vivax Sal1 (SEQ ID NO:3)
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C-XP_004223579 P. cynomolgi (SEQ ID NO:4)
K-XP_002259918 P. knowlesi (SEQ ID NO:5)
B-XP_674094 P. berghei (SEQ ID NO:6)
Y-XP_730901 P. yoelii (SEQ ID NO:7)
PCHAS_136130 P. chabaudi (SEQ ID NO:8)

Los restos poliméricos de P. falciparum estan sombreados en gris.

Figura 11 - PCR en tiempo real - HRM: deteccién de alelos de hélice K13 mutados frente a alelos de hélice K13 de
tipo silvestre. La secuencia de acido nucleico es nt 1261-2181 de SEC ID NO:1. La secuencia de aminoacidos es
aa 421-726 de SEQ ID NO: 2.

Seis pares de cebadores disefiados en la secuencia del dominio de hélice del gen K13 para amplificar todo el
dominio y se indican con flechas.

Figuras 12A-B-

A) Deteccion de alelos de hélice K13 mutados frente a alelos de hélice K13 de tipo silvestre mediante PCR en
tiempo real - HRM (nt 1279-2127 de SEC ID NO:1).

B) Secuencia de los seis pares de cebadores, su localizacidn en la secuencia de acido nucleico del dominio de
hélice K13 y tamafio de los productos de amplificacion. (SEQ ID NO:27-38).

Figura 13 - Deteccion de 20 de los alelos de hélice K13 mutados mediante reaccion PCR e hibridacion de sonda
mediante un ensayo multiple Luminex® (ensayo mudltiple de reaccién de deteccién de ligasa con microesferas
fluorescentes). La secuencia de &cido nucleico es nt 1261-2181 de SEC ID NO:1. La secuencia de aminoacidos
es aa 421-726 de SEQ ID NO: 2.

Las flechas negras muestran los cebadores para la reaccion PCR,

Cebador D(directo) 5’ gccttgttgaaagaagcaga 3’ (SEQ ID NO:14)
Cebador | (inverso) 5’-gccaagctgccattcatttg -3’ (SEQ ID NO:13)

Las sondas especificas (gris claro y gris oscuro) estan disefiadas para detectar polimorfismos mononucleotidicos
(SNP) en el dominio de hélice K13. Las sondas de color gris claro son especificas de alelos y estan unidas a perlas
fluorescentes. Para cada posicién en gris claro, hay dos sondas, una con el nucleétido mutado en el extremo 3'y
otra con el nucledtido de tipo silvestre en el extremo 3'. Las sondas de color gris oscuro estan disefiadas en
regiones de secuencias conservadas y estan unidas a biotina.

Listado de SNP:

» F446l ttt/att

« G449A ggt/gct

* N458Y aat/tat

« C469Y tgcitac

. W470finaliz tggtga
ador

* A481V gct/gtt

* Y493H tac/cac

* K503N aag/aat

« S522C agt/tgt

* V534A gtt/gct

* R539T agal/aca

o 1543T att/act

* G548D ggc/gac

« P553L ccgl/ctg

* V555A gta/gca

* Ab557S gcaltca

* R561H cgt/cat

* K563R aaalaga

* V568G gtg/ggg

* P574L cet/ctt

« A578S gct/tet

+ C580Y tgt/tat

» F583L ttt/tta/g
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- D584V gat/gtt
« V589l gtc/atc
+ Q613E caalgaa
- D641G gat/ggt
SNP no sinénimo codon de tipo silvestre frente a Posicién del nucledtido en el extremo 3' de la sonda
coddén mutante especifica de alelo
F446l ttt/att 1336
G449A ggt/gct 1346
N458Y aat/tat 1372
C469Y tgc/tac 1406
WA470finalizador tgg/tga 1410
A481V gct/gtt 1442
Y493H tac/cac 1477
K503N aag/aat 1509
S522C agt/tgt 1564
V534A gtt/gct 1601
R539T agal/aca 1616
1543T att/act 1628
G548D ggc/gac 1643
P553L ccgl/ctg 1658
V555A gta/gca 1664
A557S gcaltca 1669
R561H cgt/cat 1682
K563R aaalaga 1688
V568G gta/gag 1703
P574L cct/ctt 1721
A578S gct/tct 1732
C580Y tgt/tat 1739
F583L ttt/tta/g 1749
D584V gat/gtt 1751
V589I gtc/atc 1765
Q613E caal/gaa 1837
D641G gat/ggt 1922

Tabla 1 - Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar los genes que contienen polimorfismos
mononucleotidicos no sindnimos en F32-ART5. Se muestran los cebadores directos (SEQ ID NO:39-45) y los
cebadores inversos (SEQ ID NO: 46-52).

Tabla 2 - Descripcién de los ocho polimorfismos mononucleotidicos no sinénimos adquiridos en el linaje F32-ART5
en comparacién con el linaje F32-TEM durante una exposicion discontinua eficaz de 5 afios a concentraciones
crecientes de artemisinina.

# secuencia de tipo 3D7; también se observa la misma secuencia de codones en la linea parental F32-Tanzania.
*Dosis de artemisinina (ART) utilizada para la seleccion durante el ciclo de presion farmacoldgica correspondiente.
aGenes encontrados en la localizacion cromosémica de las firmas de seleccidon mejor clasificadas en Takala-
Harrison et al.®.

Tabla 3 - Caracteristicas comunicadas de los genes mutados en parasitos F32-ART5.
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Tabla 4 - Origen geografico y afio de recogida de las muestras de sangre conservadas en archivo estudiadas para
el polimorfismo de hélice K13.

Tabla 5 - Polimorfismos observados en la hélice K13 en aislados de P. falciparum de Camboya recogidos en 2001-
2012 y en Gambia (ref. 42).

* observados en F32-ART5, no observados en Camboya

** comunicados en Gambia (ref. 42), no observados en Camboya

Tabla 6 - Asociacion entre polimorfismos observados en las hélices K13 y en las subpoblaciones KH (ref. 15)
observados en 150 aislados de P. falciparum recogidos en 2009-2010 en las provincias de Pursat (n=103) y
Ratanakiri (n = 47), Camboya.

Tabla 7 - Listado de las mutaciones més frecuentes identificadas en el dominio de hélice K13 en Asia y Africa.
Tabla 8: Cincuenta aislados clinicos de P. falciparum de Camboya (recogidos en 2010 y 2011) se adaptaron al
cultivo in vitro segun lo descrito por Witkowski et al.45. Se indican los RSA (ensayos de supervivencia en la fase
de anillo) y los polimorfismos.

Descripcion detallada de la invencion

La resistencia de Plasmodium falciparum a los derivados de artemisina en el sudeste asiatico supone una amenaza a
las actividades de control y eliminaciéon del paludismo en todo el mundo. Para comprobar la propagacion de la
resistencia a la artemisina, se necesita urgentemente un marcador molecular. En este documento, utilizando
secuenciacién hologendmica de una linea de parasitos de Africa resistentes a artemisinina y de aislados de parasitos
clinicos de Camboya, asociamos mutaciones en el dominio de hélice kelch PF3D7_1343700 (‘hélice K13') con
resistencia a artemisinina in vitro e in vivo. Los alelos de hélice K13 mutantes se agrupan en las provincias de
Camboya, donde prevalece la resistencia, y el aumento de la frecuencia de un alelo de la hélice K13 mutante
dominante se correlaciona con la reciente propagacion de la resistencia en Camboya occidental. Las fuertes
correlaciones entre la presencia de un alelo mutante, las tasas de supervivencia del parasito in vitro y las tasas de
eliminacion del parasito in vivo, indican que las mutaciones de la hélice K13 son determinantes importantes de la
resistencia a la artemisinina. El polimorfismo de hélice K13 constituye un marcador molecular util, en lo que respecta
a esfuerzos de supervisiéon a gran escala, para contener la resistencia a la artemisinina en la subregion del Gran
Mekong e impedir su propagacion global.

Identificacion de un marcador molecular candidato de resistencia a ART

La linea de parasitos F32-ART5 resistente a ART se selecciond cultivando el clon F32-Tanzania sensible a ART en
un régimen de 125 ciclos de artemisinina de dosis escalonada durante 5 afios'®. Se obtuvieron secuencias
hologendmicas tanto para F32-ART5 como para F32-TEM (su clon hermano se cultivd sin artemisinina) a una
cobertura de nucleétidos promedio de 460x y 500x, respectivamente. En comparacién con F32-TEM, en F32-ART5 no
se identificaron genes delecionados. Los exomas de F32-ART5 y F32-TEM se compararon después de excluir (i)
genes de familias multigénicas, muy variables (var, rifin y stevor), (ii) posiciones con cobertura inferior al 25 % de la
cobertura media de la linea del parasito, (iii) polimorfismos mononucleotidicos (SNP) encontrados mezclados en F32-
ART5, dado que se puede esperar que la mutacién o mutaciones de resistencia a ART adquiridas se fijen en la muestra
después de 5 afos de presion continua, (iv) SNP compartidos entre F32-ART5 y la cepa del parasito 3D7 sensible a
ART y (v) SNP sinénimos (Fig. 5).

Este analisis identific6 ocho mutaciones en siete genes que se confirmaron posteriormente mediante secuenciacion
de Sanger de los productos de la PCR (Tabla 1). Cada gen lleva un codén mutante en F32-ART5 en comparacion con
F32-TEM, F32-Tanzania o 3D7 (Tabla 2). En la Tabla 3 se indica informacién sobre la expresion de los genes y la
funcién bioldgica de las proteinas. Solo uno de estos genes, el de la cisteina proteasa falcipaina 2a (PF3D7_1115700),
se ha asociado previamente con respuestas in vitro a la ART'. Para determinar cuando surgié cada mutacién en el
linaje F32-ART5, analizamos las secuencias hologenémicas de parasitos en varios ciclos de presién farmacoldgica
(Fig. 1). Este analisis mostré que primero se adquirieron las mutaciones PF3D7_0110400 D56V y PF3D7_1343700
M476l, durante el pronunciado aumento de resistencia a ART, y se mantuvo estable a partir de entonces. Cabe
destacar que, la aparicion de estas dos mutaciones se asocia con un aumento en la tasa de supervivencia del ensayo
de supervivencia en la fase de anillo (RSA®-3"), de menos de 0,01 % a 12,8 %. El analisis de PCR posterior del locus
PF3D7_1343700 detectd la mutacion M4761 después de 30 ciclos de presion farmacoldgica, lo que concuerda con el
fuerte aumento en la tasa de supervivencia del RSA%3" observada a partir de entonces. Los otros SNP aparecieron
gradualmente en una fase de seleccion posterior: PF3D7_0213400 (68 ciclos); PF3D7_1115700 (98 ciclos);
PF3D7_1302100, PF3D7_1459600 y PF3D7_1464500 (120 ciclos) (Tabla 2). Estos datos sugieren que la mutacion
PF3D7_1343700 M476| aumento la resistencia de F32-Tanzania a DHA en el RSA%-3",

Para explorar si estas mutaciones estaban asociadas con la resistencia a la ART en Camboya, investigamos el
polimorfismo de secuencia en los siete genes extrayendo secuencias hologendmicas o Sanger de 49 aislados de
parasitos adaptados al cultivo recogidos en 2010-2011 (véanse los Ejemplos). Elegimos estos aislados en funcién de
sus tasas de supervivencia RSA%3" diferenciales (Tabla 8) y sus secuencias se compararon con las de lineas de
parasitos de control 3D7, 89F5%° y K1992 (véanse los Ejemplos). Tres genes (PF3D7_0110400, PF3D7_0213400 y
PF3D7_1302100) codifican una secuencia de tipo silvestre para todos los aislados de parasitos. Los otros cuatro
genes muestran diversidad intra-poblacional, con SNP nuevos o comunicados previamente (Tabla 8). PF3D7_1115700
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tiene 11 SNP que no estan asociados con tasas de supervivencia RSA%3" (P=0,06, prueba de Kruskal-Wallis).
PF3D7_1459600 tiene 6 SNP que no estan asociados con tasas de supervivencia (P=0,65). PF3D7_1464500 tiene 12
SNP previamente comunicados en aislados mas antiguos del sudeste asiatico, incluyendo la linea Dd2 susceptible a
ART?, reflejando probablemente una firma geografica. Estos SNP tampoco muestran una asociacion significativa con
tasas de supervivencia (P=0,42). Por lo tanto, estos seis genes no se estudiaron mas a fondo.

Por el contrario, el polimorfismo PF3D7_1343700 muestra una asociacion significativa con tasas de supervivencia de
RSA%3" (Fig. 2). De hecho, las tasas de supervivencia de RSA%3h difieren sustancialmente entre los aislados de
parasitos con alelos de hélice K13 de tipo silvestre (mediana 0,17 %, intervalo 0,06-0,51 %, n = 16) o mutante (18,8 %,
3,8-58 %, n = 33) (P<10*, prueba de la U de Mann-Whitney)(Tabla 8). Se observan cuatro alelos mutantes, llevando
cada uno de ellos un solo SNP no sinénimo dentro de una repeticion kelch del dominio de hélice K13 C terminal, en
concreto Y493H, R539T, 1543T y C580Y localizados en las repeticiones n.° 2, n.° 3, n.° 3 y n.° 4, respectivamente.
Tanto la linea K1992 como la 89F5, susceptibles a ART, llevan una hélice K13 de tipo silvestre. No hay asociaciones
entre polimorfismos en la hélice K-13 y aquellos en los otros genes candidatos (Tabla 8). Basandose en estas
observaciones y en la adquisicion de M476l en la repeticion n.° 2 de kelch por F32-ART5, investigamos si el
polimorfismo de hélice K13 era una firma molecular de resistencia a ART en Camboya.

Aparicién y propagacion de alelos de hélice K13 mutantes en Camboya

En las ultimas décadas, la prevalencia de la resistencia a la ART ha aumentado constantemente en las provincias
occidentales de Camboya, aunque en ninguna otra parte del pais2. Para analizar si la distribucion espaciotemporal de
las mutaciones de hélice K13 se correlacionaba con la de la resistencia a la ART, secuenciamos la hélice K13 de
aislados de parasitos conservados en archivo de pacientes camboyanos con paludismo en 2001-2012 (Tabla 4). Se
compararon los datos de seis provincias (n=886): Pailin, Battambang y Pursat en el oeste donde se establecio la
resistencia a ART'6822 Kratie, en el sureste, donde la resistencia a ART se habia incrementado en los Ultimos afios?,
y Preah Vihear en el norte y Ratanakiri en el noreste, donde practicamente no hubo constancia de resistencia a ART
durante este periodo de tiempo?. Este analisis revel6 17 alelos mutantes en general, incluidos tres alelos de alta
frecuencia (= 5 %) (C580Y, R539T e Y493H). La frecuencia de la secuencia de tipo silvestre disminuyd
significativamente con el tiempo en las tres provincias occidentales, pero no en Preah Vihear ni en Ratanakiri. La
frecuencia del alelo C580Y aumenté significativamente de 2001-2002 a 2011-2012 en Pailin y Battambang, lo que
indica su rapida invasion de la poblacion y fijacion proxima en estas zonas (Fig. 3).

Para investigar adicionalmente la diversidad geografica del polimorfismo de hélice K13 en Camboya, ampliamos
nuestro analisis de secuencia para incluir datos de cuatro provincias mas (n=55, Kampong Som, Kampot, Mondulkiri
y Oddar Meanchey) en 2011-2012 (Tabla 4). Aunque se observa un gran numero de mutaciones (Fig. 9 y Tabla 5),el
alelo C580Y representa el 85 % (189/222) de todos los alelos mutantes observados en 2011-2012 (Fig. 6). Este mapeo
describe la frecuencia elevada (74 %, 222/300) de parasitos que llevan una sola mutacién no sinénima en la hélice
K13 y la disparidad geogréfica de su distribucion. Cabe destacar que, la distribucion de frecuencia de alelos mutantes
en las distintas provincias coincide con la de la positividad del dia 3 en pacientes tratados por paludismo con una TCA
(terapia combinada basada en artemisina) (rho de Spearman = 0,99, IC del 95 % 0,96-0,99, P<0,0001) - se considera
como un signo sugestivo de resistencia clinica a ART (Fig. 7).

Relaciones entre polimorfismos de hélice K13, subpoblaciones resistentes a ART y resistencia clinica a ART

Para confirmar que el polimorfismo de hélice K13 es un marcador molecular de resistencia clinica a ART, identificamos
primero a 163 pacientes de Pursat y Ratanakiri en los que se midieron las semividas de eliminacién del parasito
(intervalo 1,58-11,53 h)8 en 2009-2010 y para los cuales los parasitos se asignaron previamente a una subpoblacién
KH (KH1, KH2, KH3, KH4 o KHA) en funcion del analisis de ascendencia de datos de secuencia hologendmica’®. Se
excluyeron trece pacientes con genotipos mixtos (un alelo de tipo silvestre y uno o mas alelos de hélice K13 mutantes).
De los 150 pacientes restantes, 72 llevaban parasitos con un alelo de tipo silvestre y los otros llevaban parasitos con
un solo SNP no sinénimo en la hélice K13: C580Y (n=51), R539T (n=6) y Y493H (n=21) (Tabla 6). En pacientes con
parasitos de tipo silvestre, la semivida de eliminacion de los parasitos es significativamente mas corta (mediana 3,30 h,
RIC 2,59-3,95) que la de los que llevan parasitos C580Y (7,19 h, 6,47-8,31, P<10, prueba de la U de Mann-Whitney),
R539T(6,64 h, 6,00 6,72, P<10%) o Y493H (6,28 h, 5,37-7,14, P<10) (Fig 4A). También, en pacientes que llevan
parasitos C580Y, la semivida de eliminacion de los parasitos es significativamente mas larga que la de los que llevan
parasitos Y493H (P=0,007, prueba de la U de Mann-Whitney). Estos datos indican que C580Y, R539T e Y493H
identifican parasitos de eliminacion lenta en pacientes con paludismo tratados con ART.

Dado que los parasitos KH2, KH3, KH4 y KHA tienen semividas mas largas que los parasitos KH1'®, supusimos que
la variacion alélica en la hélice K13 explicaba estas diferencias. Entre 150 parasitos, 55, 26, 14, 12 y 43 se clasifican
como KH1, KH2, KH3, KH4 y KHA, respectivamente. Tres alelos de hélice K13 se asocian firmemente con grupos de
KH: el 96 % (53/55) de los parasitos KH1, el 96 % (25/26) de KH2 y el 100 % (12/12) de KH4 lleva alelos de tipo
silvestre, C580Y e Y493H, respectivamente (Tabla 6). Aunque los parasitos KH3 (n=14) llevan los alelos de tipo
silvestre, C580Y y R539T, este ultimo no se observa en parasitos KH1, KH2 o KH4. Como cabia esperar, Los parasitos
KHA tienen una composicién alélica mixta. Cabe destacar que, las mutaciones en la hélice K13 identifican con mas
precision a parasitos de eliminacion lenta que el grupo KH (Fig. 4B), lo que demuestra que la asociacion del
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polimorfismo de la hélice K13 con la resistencia clinica a ART en Camboya es parcialmente independiente del acervo
genético de las subpoblaciones de KH. Dentro del grupo KH1 (n=55), en pacientes con parasitos de tipo silvestre, la
semivida de eliminacion de parasitos es significativamente mas corta (n=53, mediana 2,88 h, RIC 2,52-3,79) que la de
los pacientes con parasitos Y493H (n = 2, mediana 6,77 h, P=0,02, prueba de la U de Mann-Whitney). Dentro de la
subpoblacion KH3 (n=14), en pacientes con parasitos de tipo silvestre, la semivida es mas corta (n=3, mediana 3,65 h)
que la de los pacientes con los parasitos C580Y (n=7, mediana 8,73 h, RIC 7,35-9,06, P=0,02) o R539T (n=4, 6,65 h,
6,29-6,80, P=0,03).

El linaje F32-ART5 adquirié una mutacion de hélice K13 al desarrollar resistencia a ART, como lo indica su capacidad
para sobrevivir a una exposicion farmacoldgicamente relevante al DHA en el RSA%3h. Genes supuestamente
asociados con resistencia a ART (Pfcrt?24, Pftctp?526, Pfmdr182728, Pfmrp1%7-?° y transportadores de ABC3°) o que
codifican supuestas dianas de ART (PfATPasa6%'%2 y Pfubcth- el ortdlogo de P. chabaudi ubp13%34), no mutaron
durante la seleccion de 5 afios de F32-ARTS5, y no se observé amplificacion de Pfmdr135-4°, Ademas, todos los genes
candidatos de resistencia a ART identificados recientemente utilizando estrategias de genética poblacional’40.41
permanecieron inalterados en el linaje F32-ART5, excepto PF3D7_1343700 y PF3D7_1459600 localizados en las
ventanas de desequilibrio de enlace identificadas por Takala-Harrison et al.®. Estos hallazgos nos llevaron a identificar
otras 17 mutaciones Unicas de hélices K13 en parasitos de circulacion natural en Camboya. Varias de estas
mutaciones se asocian firmemente con la distribucion espaciotemporal de la resistencia a ART en Camboya, con el
aumento de las tasas de supervivencia del parasito en respuesta a DHA in vitro y prolongan la semivida de eliminacién
de parasitos en respuesta al tratamiento con ART in vivo. Ninguno de los otros seis genes mutados en F32-ARTS5 se
asocian con tasas de supervivencia de RSA%3" en aislados de parasitos de Camboya.

El polimorfismo de hélice K13 cumple con la definicion de un marcador molecular de resistencia a ART por diversas
razones: (i) ha habido una pérdida progresiva de parasitos de tipo silvestre en el oeste de Camboya durante la década
de la aparicion de resistencia a ART en esta region; (ii) los parasitos mutantes se agrupan en las provincias de
Camboya donde la resistencia a ART esta bien establecida y son menos frecuentes donde la resistencia a ART es
rara; (iii) PF3D7_1343700 se localiza a 5,9 kb aguas arriba del locus de 35 kb identificado por Cheeseman et al.’ que
esta bajo una seleccion positiva reciente, y dentro de la regién de firmas de seleccién mejor calificadas sefialadas por
Takala-Harrison et al.'®; (iv) mutaciones mdltiples, todas no sinénimas, estan presentes en la hélice K13, reflejando
una seleccion positiva en lugar de un efecto de autoestop o una deriva genética; (v) las mutaciones surgen en un
dominio que esta muy conservado en P. falciparum, con un solo SNP no sindnimo documentado en un solo aislado
de parasito de Africa??; (vi) todos los polimorfismos que observamos en Camboya son nuevos y todos menos uno
(V568G) surgen en posiciones estrictamente conservadas entre las especies del género Plasmodium (Fig. 9 y Fig.
10), lo que sugiere fuertes restricciones estructurales y funcionales en la proteina; (vii) las tres mutaciones de hélice
K13 mas prevalentes se correlacionan firmemente con tasas de supervivencia in vitro de RSA%3" y semividas de
eliminacion de parasitos in vivo a nivel de aislados de parasitos individuales y de pacientes con paludismo,
respectivamente; y (viii) la frecuencia de alelos mutantes se correlaciona firmemente con la prevalencia de positividad
el dia 3 después del tratamiento con TCA a nivel de poblaciones humanas en Camboya.

Basandose en la homologia con otros dominios de hélice kelch, se espera que las mutaciones observadas en la hélice
K13 desestabilicen el armazén del dominio y alteren su funcién. La parte C-terminal de PF3D7_1343700 codifica seis
motivos kelch, que se encuentran en un gran nimero de proteinas con diversas funciones celulares*344. Dado que la
toxicidad de los derivados de ART depende principalmente de su actividad pro-oxidante, el papel comunicado de
algunas proteinas que contienen kelch en la regulaciéon de las respuestas citoprotectoras y de degradacion de
proteinas al estrés externo, es particularmente interesante. La hélice K13 muestra homologia con la KLHL12 humana
y la KLHL2 implicada en la degradacion de proteinas basada en ubiquitina y KEAP1 implicada en la adaptacion celular
al estrés oxidativo (Fig. 8). Obviamente, se necesitan trabajos futuros para definir la funciéon normal de K13 y el impacto
de varias mutaciones. Los estudios de intercambio de alelos en parasitos mutantes y de tipo silvestre, pueden ayudar
a definir la contribucién de los polimorfismos de hélice K13 en diferentes acervos genéticos con respecto a la tasa de
supervivencia RSA%3". De hecho, es particularmente preocupante que tan solo dos mutaciones, es decir, M476| y
PF3D7_0110400 D56V de hélice K13, fueron suficientes para conferir resistencia a ART a F32-Tanzania, que tiene
un acervo genético africano tipico. Dado que los parasitos de Camboya con hélices K13 mutantes presentan un amplio
intervalo de tasas de supervivencia RSA%3" (3,8 %-58 %) y de semividas de eliminacion del parasito (4,5-11,5 h), se
requieren estudios adicionales para identificar determinantes genéticos adicionales de resistencia a ART, que pueden
residir en las regiones fuertemente seleccionadas recién identificadas'®'4. En este contexto, el analisis de las tasas
de supervivencia de RSA%3" como rasgo cuantitativo entre parasitos que llevan la misma mutacion de hélice K13,
podria ayudar a identificar locus genéticos adicionales implicados en la resistencia a ART.

En resumen, el polimorfismo de la hélice K13 es un marcador molecular util para rastrear la apariciéon y propagacion
de P. falciparum resistente a ART.

Métodos para genotipificar un plasmodio
La invencioén incluye métodos para genotipificar un parasito del género Plasmodium, particularmente Plasmodium
falciparum. ElI método, realizado in vitro, comprende la etapa de detectar, en una muestra bioldgica, la presencia o la

ausencia de un acido nucleico o de una proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado. Dicha muestra se ha
obtenido previamente de un paciente y es, en particular, una muestra de sangre. En una realizacién preferida, el
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método comprende proporcionar una muestra bioldgica que contenga un parasito del género Plasmodium y detectar,
en la muestra, la presencia o la ausencia de un acido nucleico o de una proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o
mutado. El acido nucleico o la proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado se detecta mediante técnicas
habituales en la materia. Por ejemplo, pueden utilizarse las técnicas descritas en los Ejemplos, o en cualquier otro
lugar del presente documento.

Favorablemente, la muestra bioldgica es una muestra de sangre.

El acido nucleico de hélice K-13 de tipo silvestre 0 mutado puede detectarse mediante numerosas técnicas conocidas
en la materia, tales como secuenciacion, hibridacion, o ensayos de amplificacion.

En el contexto de la presente divulgacién, un "acido nucleico de hélice K-13 de P. falciparum de tipo silvestre" significa
un acido nucleico que tiene la secuencia de SEC ID NO:1 o una secuencia de acido nucleico variante que codifica la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:2. En el contexto de la presente divulgacion, una "proteina de hélice K-13
de P. falciparum de tipo silvestre" significa una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:2. En
la figura 10 se muestran otras proteinas de hélice K-13 de un parasito del género Plasmodium de tipo silvestre.

En el contexto de la presente invencion, un "acido nucleico de hélice K-13 de P. falciparum mutante" es sinénimo de
un "acido nucleico de hélice K-13 de P. falciparum mutado" y significa una secuencia de acido nucleico que tiene una
o mas diferencias con respecto a la secuencia de acido nucleico de SEC ID NO:1 que da como resultado una diferencia
de al menos un aminoacido con respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:2. Preferentemente, un acido
nucleico de hélice K13 de P. falciparum mutante segun la invencién lleva un solo polimorfismo mononucleotidico (SNP)
no sindnimo dentro de una repeticion kelch del dominio de hélice K13 carboxilo terminal. Mas preferentemente, el
unico SNP no sinénimo es uno de los siguientes SNP:

+ F446l ttt/att

+ G449A ggt/gct

+ N458Y aat/tat

+ C469Y tgc/tac

. W470finaliz tggtga
ador

+ A481V gct/gtt

* Y493H tac/cac

+ K503N aag/aat

+ S522C agt/tgt

+ V534A gtt/gct

+ R539T aga/aca

+ 1543T att/act

+ G548D ggc/gac

+ P553L ccglctg

+ V555A gta/gca

+ AS557S gcaltca

*+ R561H cgt/cat

+ K563R aaal/aga

+ V568G gta/ggg

+ P574L cct/ctt

+ A578S gct/tct

« (C580Y tgt/tat

+ F583L ttt/tta/g

+ D584V gat/gtt

+ V589l gtc/atc

+ Q613E caa/gaaD641G  gat/ggt

En el contexto de la presente invencion, una "proteina de hélice K-13 de P. falciparum mutante" es sinénimo de una
"proteina de hélice K-13 de P. falciparum mutada" y significa una secuencia de aminoacidos que tiene una o mas
diferencias con respecto a la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 2. La una o mas diferencias con respecto a la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 2 es uno o mas aminoacidos mutantes dentro de una repeticion kelch del
dominio de hélice K13 carboxilo terminal de la proteina de hélice K-13 de P. falciparum.
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Las proteinas de hélice K-13 de P. falciparum mutantes preferidas tienen una o mas de las mutaciones mostradas en
la Figura 9 o 13.

Las proteinas de hélice K-13 de P. falciparum mutantes mas preferidas tienen una sola mutacién escogida entre las
mutaciones mostradas en la Figura 9 o 13.

Estas mutaciones también se definen segun el listado de SNP proporcionado anteriormente.

En diversas realizaciones, el método comprende la etapa de detectar, en una muestra bioldgica, la presencia o la
ausencia de una proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado. Esto puede realizarse utilizando anticuerpos
especificos que discriminan entre las proteinas de hélice K-13 de tipo silvestre y mutantes. Estos anticuerpos pueden
ponerse en contacto con muestras de pacientes y la presencia o la ausencia de las proteinas de hélice K-13 de tipo
silvestre o mutadas puede determinarse detectando la presencia o la ausencia de una reaccién inmunoldgica.
Preferentemente, el método comprende un ensayo ELISA.

En una realizacion preferida, el método comprende proporcionar una muestra que contenga un parasito del género
Plasmodium y detectar, en la muestra, la presencia de un acido nucleico o de una proteina de hélice K-13 mutado.
Preferentemente, la presencia en la muestra de un acido nucleico de hélice K-13 mutado, se detecta mediante
secuenciacion o por PCR.

Preferentemente, el parasito del género Plasmodium se selecciona de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale curtisi, Plasmodium ovale wallikeri, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi, Plasmodium
brasilianum, Plasmodium cynomolgi, Plasmodium cynomolgi bastianellii, Plasmodium inui, Plasmodium rhodiani,
Plasmodium schweitzi, Plasmodium semiovale, Plasmodium simium, Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii y
Plasmodium chabaudi.

La invencién incluye métodos para genotipificar un parasito del género Plasmodium. Preferentemente, el método
discrimina entre un parasito del géneroPlasmodium susceptible a artemisinina (con un alelo K13 de tipo silvestre) y un
paréasito del género Plasmodium resistente a artemisinina (con un alelo K13 mutante).

La invencion incluye métodos in vitro para detectar al menos una mutacion en la secuencia de acido nucleico del
dominio de hélice K13. La invencion incluye métodos para detectar, en una muestra bioldgica que contiene un parasito
del género Plasmodium, la presencia de un acido nucleico de hélice K13 mutante que comprende poner en contacto
el acido nucleico de hélice K13 con una sonda especifica para una hélice K13 mutante y detectar la union de la sonda
con el acido nucleico de hélice K13. La union de la sonda con el acido nucleico de hélice K13 puede detectarse
mediante técnicas habituales en la materia. Por ejemplo, puede utilizarse cualquiera de las técnicas descritas en el
presente documento. En el Ejemplo 15y en la Figura 13 se muestran mutantes y sondas ejemplares. Preferentemente,
las sondas tienen un tamafio de al menos 15, 20, 25 o0 30 pb. Lo mas preferentemente, tienen un tamafio de al menos
15-20, 15-25, 15-30, 20-25 o0 25-30 nt.

En algunas realizaciones, la sonda esta unida a una perla fluorescente. En algunas realizaciones, el método
comprende unir la sonda al acido nucleico del dominio de hélice K13 mutante y detectar el acido nucleico del dominio
de hélice K13 unido con una sonda que se une al acido nucleico del dominio de hélice K13 unido. En algunas
realizaciones, el acido nucleico de hélice K13 se amplifica antes de la deteccion.

En una realizacion, los acidos nucleicos de un parasito del género Plasmodium se someten a una amplificacién de la
secuencia del acido nucleico del dominio de hélice K13. En diversas realizaciones, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10 o mas
fragmentos de la secuencia de acido nucleico del dominio de hélice K13 se amplifican. Los fragmentos amplificados
pueden tener un tamafio de al menos 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200 nt a al menos 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250
0 300 nt. Para esta amplificacion, los cebadores pueden ser cualquiera de los cebadores expuestos en el presente
documento.

Preferentemente, el método de amplificacion es la PCR, lo mas preferentemente PCR en tiempo real, PCR-HRM (del
inglés High-Resolution DNA Melting que significa fusion de ADN de alta resolucion) (véase Andriantsoanirina et al.
Journal of Microbiological Methods, 78:165 (2009)) o PCR acoplada a una reaccién de deteccion de ligasa basada en
microesferas fluorescentes (microesferas Luminex®). Este ultimo método permite realizar un ensayo multiple para
detectar varios alelos de hélice K13 mutados al mismo tiempo.

Otros métodos de amplificacion preferidos incluyen la reaccién en cadena de la ligasa (LCR, del inglés ligase chain
reaction) (por ejemplo, Wu y Wallace, Genomics 4, 560 (1989), Landegren et al., Science 241, 1077 (1988) y Barringer
et al. Gene 89:117 (1990)), amplificacion de transcripcién (Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173 (1989) y
documento WO88/10315), replicacién de secuencia autosostenida (Guatelli et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 87, 1874
(1990) y documento WO90/06995), amplificacion selectiva de secuencias polinucleotidicas diana (patente de Estados
Unidos n.° 6.410.276) y amplificacion de secuencias basada en acido nucleico (NABSA, del inglés nucleic acid based
sequence amplification) (patentes de Estados Unidos Nos. 5.130.238, 5.409.818, 5.554.517 y 6.063.603). Otros
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métodos de amplificacion que pueden utilizarse se describen en las patentes de Estados Unidos Nos. 5.242.794,
5.494.810, 4.988.617 y 6.582.938.

En una realizacion, el método comprende proporcionar un acido nucleico de un parasito del género Plasmodium,
amplificar por PCR al menos un fragmento de la secuencia de acido nucleico del dominio de hélice K13 en el acido
nucleico de un parasito del género Plasmodium, y detectar al menos una mutacion en la secuencia de acido nucleico
del dominio de hélice K13. La invencion incluye métodos para detectar, en una muestra biolégica que contiene un
parasito del género Plasmodium, la presencia de un acido nucleico de hélice K13 mutante que comprende, amplificar
el acido nucleico de hélice K13 mutante por reaccién PCR y poner en contacto el acido nucleico amplificado con una
sonda especifica para una hélice K13 mutante. En el Ejemplo 15 y en la Figura 13 se muestran mutantes y sondas
ejemplares. Preferentemente, las sondas tienen un tamafio de al menos 15, 20, 25 o 30 pb.

En una realizacion, la mutacion se detecta por fusién de ADN de alta resolucion. En diversas realizaciones, para
detectar la presencia de mutaciones, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas fragmentos de la secuencia de &cido nucleico
del dominio de hélice K13 se amplifican y se analizan por fusion de ADN de alta resolucién. Lo mas preferentemente,
para detectar la presencia de mutaciones, 6 fragmentos de la secuencia de acido nucleico del dominio de hélice K13
se amplifican y se analizan por fusién de ADN de alta resolucion.

En una realizacion, el método comprende proporcionar una muestra bioldégica que contenga ADN de un parasito del
género Plasmodium; opcionalmente extraer ADN de la muestra biolégica; poner en contacto el ADN del parasito del
género Plasmodium con al menos un par de cebadores que se hibridan especificamente con el acido nucleico de
hélice K13, preferentemente a una distancia que varia de 100 a 300 pb, y realizar una reacciéon PCR, preferentemente
en presencia de colorante intercalante. Preferentemente, los productos de amplificacion se someten a una etapa de
fusion y se genera un perfil de fusion de los productos de amplificacion. La etapa de fusion puede permitir determinar
la presencia de un alelo mutante o de un alelo de tipo silvestre analizando el perfil de fusién de los productos de
amplificacion.

En una realizacion, la mutacion se detecta con sondas especificas que estan disefiadas para detectar polimorfismos
mononucleotidicos (SNP) en el dominio de hélice K13. En una realizacién, sondas especificas de alelo estan unidas
a un sustrato sélido, preferentemente perlas, lo mas preferentemente perlas fluorescentes. Las sondas pueden ser
especificas para una mutacion en el dominio de hélice K13 o para el dominio de hélice K13 de tipo silvestre. Las
sondas pueden unirse al (es decir, capturar el) acido nucleico del dominio de hélice K13 mutante o de tipo silvestre.
Después, el acido nucleico del dominio de hélice K13 unido (es decir, capturado) puede detectarse con una sonda que
se une al acido nucleico del dominio de hélice K13 unido (es decir, capturado). Preferentemente, el ensayo se basa
en microesferas fluorescentes (microesferas Luminex®). En el Ejemplo 15 y en la Figura 13 se muestran mutantes y
sondas ejemplares. Preferentemente, las sondas tienen un tamario de al menos 15, 20, 25 o 30 pb. Preferentemente,
la sonda abarca una de las mutaciones enumeradas en el Ejemplo 15 y en la Figura 13.

En diversas realizaciones, al menos un fragmento de la secuencia de acido nucleico del dominio de hélice K13 se
amplifica utilizando al menos un cebador que tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada de las SEC ID N°: 15-
26. Preferentemente, uno o mas conjuntos de cebadores utilizados para la amplificacion se seleccionan de los
siguientes pares de cebadores:

Par PCR1:

5' AGGTGGATTTGATGGTGTAGAAT 3' (directo) (SEQ ID NO:15)
5' CATACACCTCAGTTTCAAATAAAGC 3' (inverso) (SEQ ID NO:16)

Par PCR2:

5' AATTTCTTATACGTTTTTGGTGGTAA 3' (directo) (SEQ ID NO:17)
5' CTCTACCCATGCTTTCATACGAT 3' (inverso) (SEQ ID NO:18)

Par PCR3
5' GGATATGATGGCTCTTCTATTATACCG 3' (directo) (SEQ ID NO:19)
5' ACTTCAATAGAATTTAATCTCTCACCA 3' (inverso) (SEQ ID NO:20)
Par PCR4

5' ATGTCATTGGTGGAACTAATGGT 3' (directo) (SEQ ID NO:21)
5' TTAAATGGTTGATATTGTTCAACG 3' (inverso) (SEQ ID NO:22)

Par PCR5

5' TTCAGGAGCAGCTTTTAATTACC 3' (directo) (SEQ ID NO:23)
5' CTGGTGAAAAGAAATGACATGAA 3' (inverso) (SEQ ID NO:24)

14



10

15

ES 2720728 T3

Par PCR6

5' CCTTGTTGAAAGAAGCAGAATTT 3' (directo) (SEQ ID NO:25)
5' ATTCAATACAGCACTTCCAAAATAA 3' (inverso) (SEQ ID NO:26).

En diversas realizaciones, para detectar la presencia de mutaciones, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas fragmentos de
la secuencia de acido nucleico del dominio de hélice K13 se amplifican y se analizan. Lo mas preferentemente, para
detectar la presencia de mutaciones, 6 fragmentos de la secuencia de acido nucleico del dominio de hélice K13 se
amplifican y se analizan por fusién de ADN de alta resolucion. Preferentemente, la mutacion detectada se selecciona

de las siguientes mutaciones (de/a):

- F446l
. G449A
. N458Y
. C469Y

WA470finali

zador
o A481V
* Y493H
* K503N
» S522C
* V534A
* R539T
o 1543T
+ G548D
» P553L
» V555A
* A557S
* R561H
* K563R
* V568G
* P574L
» A578S
« C580Y
» F583L
+ D584V
* V589l
« Q613E
« D641G

Lo mas preferentemente, la mutacion detectadaes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, o todas de las siguientes

mutaciones:

» F446l

+ G449A
* N458Y
+ A481V
* Y493H
+ K503N
* RS539T
» 1543T

* P553L

+ A557S
* R561H
+ V568G

15

ttt/att
ggt/gct
aat/tat
tgcl/tac
tgg/tga
gct/gtt
tac/cac
aag/aat
agt/tgt
gtt/gct
agalaca
att/act
ggc/gac
ccglctg
gta/gca
gcaltca
cgt/cat
aaalaga
gtg/ggg
cct/ctt
gct/tct
tgt/tat
ttt/tta/g
gat/gtt
gtc/atc
caal/gaa
gat/ggt.

ttt/att
ggt/gct
aat/tat
gct/gtt
tac/cac
aag/aat
aga/aca
att/act
ccglctg
gcaltca
cgt/cat

gtg/ggg
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* P574L cct/ctt
« A578S  gctftct
C580Y  tgt/tat

Métodos de control de resistencia a ART

La invencién incluye métodos para controlar la resistencia a ART de un parasito del género Plasmodium. En una
realizacion preferida, el método comprende cultivar un parasito del género Plasmodium, poner en contacto el parasito
del género Plasmodium con artemisina, y detectar una mutacion en un acido nucleico o una proteina de hélice K-13.
Preferentemente, el parasito del género Plasmodium se cultiva in vitro, preferentemente como en van Schalkwyk et al.
Malaria Journal 2013, 12: 320.

En una realizacion, el método comprende cultivar un parasito del género Plasmodium, poner en contacto el parasito
del género Plasmodium con una artemisina, y secuenciar un &cido nucleico o una proteina de hélice K-13 en puntos
temporales multiples.

En una realizacién, el método comprende proporcionar muestras multiples de un parasito del género Plasmodium, de
una sola o de varias zonas geograficas, y detectar una mutacién en un acido nucleico o proteina de hélice K-13.

Métodos de deteccion de una infeccion causada por un parasito del género Plasmodium

La invencién incluye métodos para la deteccidon de una infeccion causada por un parasito del género Plasmodium y
para el diagnostico de la infeccidn en un paciente infectado. Los pacientes pueden diagnosticarse proporcionando una
muestra celular de un paciente. En una realizacion preferida, el método comprende proporcionar una muestra celular
de un paciente y detectar, en la muestra celular, la presencia o la ausencia de un acido nucleico o de una proteina de
hélice K-13 de tipo silvestre o mutado.

El acido nucleico o la proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado se detecta mediante técnicas habituales en la
materia. Por ejemplo, puede utilizarse cualquiera de las técnicas descritas en el presente documento.

La muestra celular puede ser cualquier muestra celular obtenida de un paciente que contenga un parasito del género
Plasmodium. Preferentemente, la muestra celular se genera extrayendo sangre. Preferentemente, la muestra celular
es una muestra de sangre. La muestra de sangre puede procesarse adicionalmente para cultivar in vitro el parasito
del género Plasmodium en la muestra. Por ejemplo, pueden utilizarse las técnicas descritas en van Schalkwyk et al.
Malaria Journal 2013, 12:320.

En una realizacion, el método comprende proporcionar una muestra de sangre del paciente; opcionalmente cultivar in
vitro el parasito del género Plasmodium en la muestra y detectar en la muestra celular la presencia o la ausencia de
un &cido nucleico o de una proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado.

En una realizacion, el método comprende proporcionar una muestra de sangre de un paciente y detectar en la muestra
la presencia o la ausencia de un acido nucleico o de una proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado.
Preferentemente, la presencia en la muestra de un acido nucleico de hélice K-13 mutado, se detecta mediante
secuenciacion o por PCR.

Preferentemente, la secuenciacién de acido nucleico se utiliza para detectar en la muestra celular la presencia o la
ausencia de un acido nucleico de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado. Puede emplearse cualquier método de
secuenciacion conocido en la técnica. Tal como se usa en el presente documento, el término "secuenciacion” se utiliza
en un sentido amplio y se refiere a cualquier técnica conocida por el experto en la materia, que incluye pero sin
limitacion, el método de Sanger de secuenciacion por terminacion cadena o didesoxi, secuenciacion hologenémica,
secuenciacion por hibridacién, pirosecuenciacion, electroforesis capilar, secuenciacion por ciclos, secuenciacion por
extension de una sola base, secuenciacion en fase sdlida, secuenciacion de alto rendimiento, secuenciacién masiva
de firmas paralelas (MPSS, del inglés massively parallel signature sequencing), secuenciacion con terminador
reversible marcado con colorante, secuenciacion de extremos emparejados, secuenciacibn a medio plazo,
secuenciacion con exonucleasa, secuenciacion mediante ligamiento, secuenciacion de lectura corta, secuenciacion
de una sola molécula, secuenciacion por sintesis, secuenciacién en tiempo real, secuenciacion con terminador inverso,
secuenciacion basada en nanoporos, secuenciacion 454, secuenciacion con analizador Solexa del genoma,
secuenciacion SOLiID(R), secuenciacion MS-PET, espectrometria de masas, y una combinacién de las mismas. En
realizaciones especificas, el método de la divulgacion esta adaptado para ejecutarse en el secuenciador de ADN ABI
PRISM(R) 377, un analizador genético ABI PRISM(R) 310, 3100, 3100-Avant, 3730 o 3730x1, un analizador de ADN
ABI PRISM(R) 3700, o un sistema SOLID(TM) de Applied Biosystems (todos de Applied Biosystems), un sistema
secuenciador de genoma 20 (Roche Applied Science).

Preferentemente, la hélice K-13 en el parasito del género Plasmodium de la muestra celular tiene una o mas de las
mutaciones mostradas en la figura9 0 13 0 en la Tabla 7.
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En una realizacién, el método comprende detectar cualquiera de las secuencias de acido nucleico que codifican
cualquiera de las mutaciones mostradas en la figura 9 o 13 o en la Tabla 7. Estas secuencias pueden detectarse
especificamente mediante numerosas técnicas conocidas en la materia, tales como secuenciacién, hibridacién, o
ensayos de amplificacion.

Por ejemplo, el método de amplificacion puede ser RCA, MDA, NASBA, TMA, SDA, LCR, ADN-b, PCR (todas las
formar incluyendo RT-PCR), RAM, LAMP, ICAN, SPIA, QB-replicasa o Invader. Un método de amplificacion preferido
es la amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction). Véase,
por ejemplo, PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification (Ed. H. A. Erlich, Freeman Press, NY,
N.Y., 1992); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Eds. linis, et al., Academic Press, San Diego, Calif.,
1990); Mattila et al., Nucleic Acids Res. 19, 4967 (1991); Eckert et al., PCR Methods and Applications 1, 17 (1991);
PCR (Eds. McPherson et al., IRL Press, Oxford); y las patentes de Estados unidos Nos. 4.683.202, 4.683.195,
4.800.159, 4.965.188 y 5.333.675. Los métodos de PCR mas preferidos son PCR en tiempo real, PCR-HRM (fusion
de ADN de alta resolucién) (véase Andriantsoanirina et al. Journal of Microbiological Methods, 78:165 (2009)) y PCR
acoplada a una reaccion de deteccion de ligasa basada en microesferas fluorescentes (microesferas Luminex®). Este
ultimo método permite realizar un ensayo multiple para detectar varios alelos de hélice K13 mutados al mismo tiempo.

Otros métodos de amplificacion preferidos incluyen la reaccion en cadena de la ligasa (LCR) (por ejemplo, Wu y
Wallace, Genomics 4, 560 (1989), Landegren et al., Science 241, 1077 (1988) y Barringer et al. Gene 89:117 (1990)),
amplificacion de transcripcion (Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173 (1989) y documento WO88/10315),
replicacién de secuencia autosostenida (Guatelli et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 87, 1874 (1990) y documento
WQ090/06995), amplificacion selectiva de secuencias polinucleotidicas diana (patente de Estados Unidos n.°
6.410.276) y amplificacion de secuencias basada en acido nucleico (NABSA, del inglés nucleic acid based sequence
amplification) (patentes de Estados Unidos Nos. 5.130.238, 5.409.818, 5.554.517 y 6.063.603). Otros métodos de
amplificacion que pueden utilizarse se describen en las patentes de Estados Unidos Nos. 5.242.794, 5.494.810,
4.988.617 y 6.582.938.

En una realizacién preferida, para la amplificacion se utiliza al menos uno de los siguientes cebadores:

directo K13-1 5’-cggagtgaccaaatctggga-3’ (SEQ ID NO:9);
inverso K13-4 5’-gggaatctggtggtaacagc-3’' (SEQ ID NO:10);
directo K13-2 5’-cgccagcattgttgactaat-3’ (SEQ ID NO:11);
inverso K13-3 5’-gcggaagtagtagcgagaat-3’ (SEQ ID NO:12);
directo 5’-gccaagctgccattcatttg -3’ (SEQ ID NO:13); e
inverso 5’-gccttgttgaaagaagcaga -3’ (SEQ ID NO:14).

El acido nucleico puede ser ARN o ADN. En una realizacién, el ARN se extrae y se retrotranscribe en ADNc. Después,
la amplificacion o secuenciacion se realiza en el ADNc.

Por tanto, el método puede comprender aislar ARN de una muestra de un paciente, retrotranscribir el ARN en ADNc,
amplificar o secuenciar el ADNc, y determinar la presencia o la ausencia de un acido nucleico de hélice K-13 de tipo
silvestre o mutado.

En diversas realizaciones, el método comprende detectar, en una muestra celular, la presencia o la ausencia de una
proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado. Esto puede realizarse utilizando anticuerpos especificos que
discriminan entre las proteinas de hélice K-13 de tipo silvestre y mutantes. Estos anticuerpos pueden ponerse en
contacto con muestras de pacientes y la presencia o la ausencia de las proteinas de hélice K-13 de tipo silvestre o
mutadas puede determinarse detectando la presencia o la ausencia de una reaccion inmunoldgica. Preferentemente,
el método comprende un ensayo ELISA.

Los anticuerpos pueden ser sintéticos, monoclonales o policlonales y pueden producirse mediante técnicas muy
conocidas en la materia. Dichos anticuerpos se unen especificamente a través de los sitios de unién a antigeno del
anticuerpo (a diferencia de la unién inespecifica). Los polipéptidos de hélice K-13, fragmentos, variantes, proteinas de
fusion, etc., pueden emplearse como inmundgenos para producir anticuerpos inmunorreactivos con los mismos. Mas
especificamente, los polipéptidos, fragmentos, variantes, proteinas de fusion, etc. contienen determinantes antigénicos
0 epitopos que suscitan la formacion de anticuerpos.

Estos determinantes antigénicos o epitopos pueden ser lineales o conformacionales (discontinuos). Los epitopos
lineales estan compuestos por una sola seccion de aminoacidos del polipéptido, mientras que los epitopos
conformacionales o discontinuos estan compuestos por secciones de aminoacidos de diferentes regiones de la cadena
polipeptidica que, después del plegamiento de las proteinas, estdn muy préximos entre si (C. A. Janeway, Jr. y P.
Travers, Immuno Biology 3:9 (Garland Publishing Inc., 22 ed. 1996)). Dado que las proteinas plegadas tienen
superficies complejas, el numero de epitopos disponibles es bastante numeroso; sin embargo, debido a la
conformacion de la proteina y a los impedimentos estéricos, el nUmero de anticuerpos que realmente se unen a los
epitopos es menor que el numero de epitopos disponibles (C. A. Janeway, Jr. y P. Travers, Immuno Biology 2:14
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(Garland Publishing Inc., 22 ed. 1996)). Los epitopos pueden identificarse mediante cualquiera de los métodos
conocidos en la técnica. Tanto los anticuerpos policlonales como los monoclonales pueden prepararse mediante
técnicas convencionales.

Los péptidos de hélice K-13 basadosen la secuencia de aminoacidos de las proteinas de hélice K-13 de tipo silvestre
y mutante, pueden utilizarse para preparar anticuerpos que se unan especificamente a la hélice K-13 de tipo silvestre
y/o mutante. El término "anticuerpos" pretende incluir anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, fragmentos
de los mismos, tales como fragmentos F(ab’)2 y Fab, fragmentos variables monocatenarios (scFv), fragmentos de
anticuerpos de un solo dominio (VHHs o Nanocuerpos), fragmentos de anticuerpos bivalentes (diacuerpos), asi como
cualquier compafiero de unién producido de forma recombinante y sintética.

Se define que los anticuerpos se unen especificamente si se unen a un polipéptido de hélice K-13 de tipo silvestre o
mutante con un Ka mayor que o igual a aproximadamente 10" M-1. Las afinidades de los comparieros de unién o
anticuerpos pueden determinarse facilmente utilizando técnicas convencionales, por ejemplo, como las descritas en
Scatchard et al., Ann. N. Y. Acad. Sci., 51:660 (1949).

Los anticuerpos policlonales pueden generarse facilmente a partir de una variedad de fuentes, por ejemplo, caballos,
vacas, cabras, ovejas, perros, pollos, conejos, ratones o ratas, utilizando procedimientos muy conocidos en la materia.
En general, la hélice K-13 purificada o un péptido basado en la secuencia de aminoacidos de la hélice K-13 que esta
conjugado apropiadamente, se administra al animal hospedador tipicamente a través de inyeccién parenteral. La
inmunogenicidad de la hélice K-13 puede potenciarse utilizando un adyuvante, por ejemplo, adyuvante incompleto o
incompleto de Freund. Después de las inmunizaciones de refuerzo, se recogen muestras pequefias de suero y se
analizan para determinar la reactividad al polipéptido de hélice K-13. Los ejemplos de varios ensayos utiles para dicha
determinacién incluyen los descritos en Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1988; asi como procedimientos, tales como inmunoelectroforesis de contracorriente (CIEP, del
inglés  countercurrent  immuno-electrophoresis), radioinmunoensayo, radioinmunoprecipitaciéon, ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA), ensayos de transferencia de puntos y ensayos de tipo sandwich.
Véanse las patentes de Estados Unidos n.° 4.376.110 y 4.486.530.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse facilmente utilizando procedimientos muy conocidos. Véanse, por
ejemplo, los procedimientos descritos en las patentes de Estados Unidos n.° RE 32.011, 4.902.614, 4.543.439 y
4.411.993; Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Kennett,
McKeam, y Bechtol (eds.), 1980.

Por ejemplo, los animales hospedadores, tales como ratones, pueden recibir, por via intraperitoneal, al menos una vez
y, preferentemente, al menos dos veces, a intervalos de aproximadamente 3 semanas, una inyeccion de una proteina
de hélice K-13 de tipo silvestre o mutante, aislada y purificada o de un péptido de hélice K-13 conjugado, opcionalmente
en presencia de adyuvante. Después, los sueros de los ratones se analizan mediante la técnica convencional de
transferencia de puntos o captura de anticuerpos (ABC, del inglés antibody capture), para determinar cual es el mejor
animal para realizar la fusion. Aproximadamente dos a tres semanas mas tarde, los ratones reciben un refuerzo
intravenoso de proteina o péptido. Posteriormente, los ratones se sacrifican y los esplenocitos (células de bazo) se
fusionan con células de mieloma disponibles en el comercio, tales como Ag8.653 (ATCC), siguiendo protocolos
establecidos. Resumiendo, las células de mieloma se lavan varias veces en medios y se fusionan con esplenocitos de
raton a una proporcion de aproximadamente tres esplenocitos por una célula de mieloma. El agente de fusién puede
ser cualquier agente adecuado utilizado en la técnica, por ejemplo, polietilenglicol (PEG). La fusion se coloca en placas
que contienen medios que permiten el crecimiento selectivo de las células fusionadas. Después, las células fusionadas
pueden crecer durante ocho dias aproximadamente. Los sobrenadantes de los hibridomas resultantes se recogen y
se afiaden a una placa que se recubre primero con Ig de cabra antiraton. Después de lavar, un marcador, tal como un
polipéptido de hélice K-13 marcado, se afiade a cada pocillo seguido de incubacién. Los pocillos positivos pueden
detectarse posteriormente. Los clones positivos pueden crecer en un volumen de cultivo y los sobrenadantes se
purifican posteriormente sobre una columna de Proteina A (Pharmacia).

Los anticuerpos monoclonales de la presente divulgacion pueden producirse utilizando técnicas alternativas, tales
como las descritas en Alting-Mees et al., "Monoclonal Antibody Expression Libraries: A Rapid Alternative to
Hybridomas", Strategies in Molecular Biology 3:1-9 (1990). De manera similar, los comparfieros de unién pueden
construirse utilizando técnicas de ADN recombinante para incorporar las regiones variables de un gen que codifica un
anticuerpo de union especifico. Dicha técnica se describe en Larrick et al., Biotechnology, 7:394 (1989).

En la presente invencion también se incluyen fragmentos de unién a antigeno de dichos anticuerpos, que pueden
producirse por técnicas convencionales. Ejemplos de dichos fragmentos incluyen, pero sin limitacién, fragmentos Fab
y F(ab’)2. También se proporcionan fragmentos y derivados de anticuerpos producidos por técnicas de ingenieria
genética.

Los anticuerpos monoclonales de la presente divulgacion incluyen anticuerpos quiméricos, por ejemplo, versiones

humanizadas de anticuerpos monoclonales murinos. Dichos anticuerpos humanizados pueden prepararse mediante
técnicas conocidas, y ofrecen la ventaja de una inmunogenicidad reducida cuando los anticuerpos se administran a
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seres humanos. En una realizacion, un anticuerpo monoclonal humanizado comprende la regién variable de un
anticuerpo murino (o simplemente el sitio de unién al antigeno del mismo) y una region constante procedente de un
anticuerpo humano. Como alternativa, un fragmento de anticuerpo humanizado puede comprender el sitio de union a
antigeno de un anticuerpo monoclonal murino y un fragmento de region variable (que carece del sitio de unién a
antigeno) procedente de un anticuerpo humano. Los procedimientos para la produccion de anticuerpos monoclonales
quiméricos y modificados por ingenieria genética incluyen adicionalmente los descritos en Riechmann et al. (Nature
332:323, 1988), Liu et al. (PNAS 84:3439, 1987), Larrick et al. (Bio/Technology 7:934, 1989) y Winter y Harris (TIPS
14:139, mayo de 1993). En la patente GB 2.272.440 y en las patentes de Estados Unidos N.° 5.569.825 y 5.545.806,
pueden encontrarse procedimientos para generar anticuerpos transgénicos.

Pueden utilizarse anticuerpos producidos por métodos de ingenieria genética, tales como anticuerpos monoclonales
quiméricos y humanizados, que comprende partes tanto humanas como no humanas, que pueden crearse utilizando
técnicas convencionales de ADN recombinante. Dichos anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados pueden
producirse mediante ingenieria genética, utilizando técnicas convencionales de ADN conocidas en la materia, por
ejemplo, utilizando los métodos descritos en Robinson et al., publicacion internacional N.° WO 87/02671; Akira, et al.,
solicitud de patente Europea 0184187; Taniguchi, M., solicitud de patente Europea 0171496; Morrison et al., solicitud
de patente Europea 0173494; Neuberger et al. publicacion internacional PCT No. WO 86/01533; Cabilly et al. patente
de Estados Unidos No. 4.816.567; Cabilly et al. solicitud de patente Europea 0125023; Better et al., Science 240:1041
1043, 1988; Liu et al., PNAS 84:3439 3443, 1987; Liu et al., J. Immunol. 139:3521 3526, 1987; Sun et al. PNAS 84:214
218, 1987; Nishimura et al., Canc. Res. 47:999 1005, 1987; Wood et al., Nature 314:446 449, 1985; y Shaw et al., J.
Natl. Cancer Inst. 80:1553 1559, 1988); Morrison, S. L., Science 229:1202 1207, 1985; Oi et al., BioTechniques 4:214,
1986; patente de estados Unidos No. 5.225.539; Jones et al., Nature 321:552 525, 1986; Verhoeyan et al., Science
239:1534, 1988; y Beidler et al., J. Immunol. 141:4053 4060, 1988.

En relacién con los anticuerpos sintéticos y semisintéticos, dichos términos pretender incluir, pero sin limitacion,
fragmentos de anticuerpos, anticuerpos con cambio de isotipo, anticuerpos humanizados (por ejemplo, de ratén y ser
humano, de ser humano y de raton), hibridos, anticuerpos que tienen muchas especificidades y moléculas similares a
anticuerpos totalmente sintéticas.

Para aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos monoclonales "humanos" que tienen regiones constantes y variables
humanas a menudo se prefieren para minimizar la respuesta inmunitaria de un paciente contra el anticuerpo. Dichos
anticuerpos pueden generarse inmunizando animales transgénicos que contienen genes de inmunoglobulina humana.
véase Jakobovits et al. Ann NY Acad Sci 764:525-535 (1995).

También pueden prepararse anticuerpos monoclonales humanos contra polipéptidos de hélice K-13 construyendo una
biblioteca combinatoria de inmunoglobulinas, como una biblioteca de presentacion de fagos Fab o una biblioteca de
presentacion de fagos scFv, utilizando los ADNc de cadena ligera y cadena pesada de inmunoglobulina preparados a
partir de ARNm procedente de linfocitos de un sujeto. Véanse, por ejemplo, McCafferty et al., publicacion PCT WO
92/01047; Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581 597; y Giriffths et al. (1993) EMBO J 12:725 734. Ademas, una
biblioteca combinatoria de regiones variables de anticuerpo puede generarse mediante la mutacion de un anticuerpo
humano conocido. Por ejemplo, una regioén variable de un anticuerpo humano que se sabe que se une a la hélice K-
13, puede mutarse, por ejemplo, utilizando oligonucleétidos mutagenizados alterados al azar, para generar una
biblioteca de regiones variables mutadas que después puede explorarse con respecto a su unién con una hélice K-13.
Métodos para inducir mutagénesis aleatoria en las regiones CDR de las cadenas pesada y/o ligera de inmunoglobina,
métodos para cruzar las cadenas pesada y ligera aleatorizadas para formar emparejamientos y meétodos de
exploracion, pueden encontrarse, por ejemplo, en Barbas et al. publicacién PCT WO 96/07754; Barbas et al. (1992)
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 89:4457 4461.

Para formar una biblioteca de presentacion de anticuerpos, una poblacion de paquetes de presentacion,
preferentemente procedente de fagos filamentosos, puede expresar una biblioteca de inmunoglobulina. Pueden
encontrarse ejemplos de métodos y reactivos particularmente susceptibles de utilizarse para generar una biblioteca
de presentacion de anticuerpos, por ejemplo, en Ladner et al., patente de Estados Unidos No. 5,223,409; Kang et al.,
publicacion PCT WO 92/18619; Dower et al., publicacion PCT WO 91/17271; Winter et al., publicacion PCT WO
92/20791; Markland et al., publicacion PCT WO 92/15679; Breitling et al., publicacién PCT WO 93/01288; McCafferty
et al., publicacién PCT WO 92/01047; Garrard et al., publicacion PCT WO 92/09690; Ladner et al., publicacion PCT
WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370 1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81 85;
Huse et al. (1989) Science 246:1275 1281; Griffths et al. (1993) citado anteriormente; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol
226:889 896; Clackson et al. (1991) Nature 352:624 628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576 3580; Garrad et al. (1991)
Bio/Technology 9:1373 1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19:4133 4137; y en Barbas et al. (1991) PNAS
88:7978 7982. Una vez presentado en la superficie de un paquete de presentacion (por ejemplo, fago filamentoso), la
biblioteca de anticuerpos se explora para identificar y aislar paquetes que expresan un anticuerpo que se une a un
polipéptido de hélice K-13. En una realizacion preferida, la exploracion primaria de la biblioteca implica la seleccion
con un polipéptido de hélice K-13 inmovilizado y se seleccionan paquetes de presentacién que expresan anticuerpos
que se unen al polipéptido de hélice K-13 inmovilizado.
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En una realizacion preferida, el método comprende detectar una infecciéon causada por un parasito del género
Plasmodium. Adicionalmente, el método puede comprender determinar si el parasito del género Plasmodium tiene una
secuencia de proteina o de acido nucleico de hélice K-13 de tipo silvestre o mutante.

Métodos de tratamiento de una infeccién causada por un parasito del género Plasmodium

La invencion incluye métodos para tratar una infeccion causada por un parasito del género Plasmodium, En una
realizacion, el método comprende determinar si un paciente esta infectado con un parasito del género Plasmodium
que contiene una secuencia de acido nucleico o proteina de hélice K-13 de tipo silvestre o mutante y ajustar el
tratamiento antiparasitario en funcién de si el paciente esta infectado con un parasito del género Plasmodium que
contiene una hélice K-13 de tipo silvestre o mutante.

En una realizacién preferida, si el paciente esta infectado con un parasito del género Plasmodium que contiene una
hélice K-13 de tipo silvestre, el paciente se trata con un derivado de artemisinina.

En una realizacién preferida, si el paciente esta infectado con un parasito del género Plasmodium que contiene una
hélice K-13 mutante, el paciente se trata con un tratamiento antiparasitario sin artemisinina, preferentemente con un
farmaco antipaludico seleccionado entre quinina, cloroquinina y mefloquina.

En ofra realizacion, si el paciente esta infectado con un parasito del género Plasmodium que contiene una hélice K-13
mutante, el paciente se trata con un derivado de artemisinina durante un periodo de tiempo mas largo que el que se
suele utilizar habitualmente.

Adicionalmente, la divulgacion también se refiere a derivados de artemisinina para su uso en el tratamiento de
pacientes infectados con un parasito del género Plasmodium que tiene una hélice K-13 de tipo silvestre, en donde en
una muestra bioldgica previamente obtenida de dicho paciente, se realiza una etapa de deteccion in vitro si el parasito
del género Plasmodium contiene una hélice K-13 de tipo silvestre.

Adicionalmente, la invencién se refiere a un derivado de artemisinina para su uso en el tratamiento de pacientes
infectados con un parasito del género Plasmodium que tiene una hélice K-13 mutada, en donde en una muestra
bioldgica previamente obtenida de dicho paciente, se realiza una etapa de deteccion in vitro si el parasito del género
Plasmodium contiene una hélice K-13 mutada y en donde el régimen de administracion y/o las dosis administradas de
artemisinina se extienden a lo largo del tiempo y/o las dosis son mas altas con respecto al régimen, respectivamente,
dosis aplicadas a la infeccion por un parasito del género Plasmodium que contiene una hélice K-13 de tipo silvestre.

La invencion se refiere ademas a la quinina, a la cloroquinina o a la mefloquina, para su uso en el tratamiento de
pacientes infectados con un parasito del género Plasmodium que tiene una hélice K-13 mutada, en donde en una
muestra bioldgica previamente obtenida de dicho paciente, se realiza una etapa de deteccién in vitro si el parasito del
género Plasmodium contiene una hélice K-13 mutada.

Por consiguiente, la utilizacién de dichos farmacos segun el perfil de la infeccidn incluye primero la etapa de detectar
y genotipificar la infeccién causada por un parasito del género Plasmodium segun lo dispuesto en la presente invencion
conforme a las diversas realizaciones, para determinar si el parasito del género Plasmodium lleva una hélice K-13 de
tipo silvestre o en cambio una hélice K-13 mutada.

Kits para genotipificar un parasito del género Plasmodium

La invencion incluye kits para genotipificar un parasito del género Plasmodium o para detectar una infeccion causada
por un parasito del género Plasmodium. Preferentemente, el kit contiene cebadores para la amplificacion de un acido
nucleico de hélice K-13. El kit puede contener reactivos para la deteccion del producto amplificado. El kit puede
contener cualquier cebador o cualquier combinacion de cebadores expuesta en el presente documento. El kit puede
contener almenos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 o mas de los cebadores expuestos en el presente documento. En
una realizacion, el kit comprende al menos un par de cebadores que se hibridan especificamente con el acido nucleico
de hélice K13 a una distancia que varia de 100 a 300 pb. En una realizacion preferida del kit, el al menos un par de
cebadores que se hibridan especificamente con el acido nucleico de hélice K13 a una distancia que varia de 100 a
300 pb, rodea a al menos un polimorfismo mononucleotidico (SNP).

Preferentemente, el kit contiene una sonda para detectar un acido nucleico de hélice K-13, particularmente un acido
nucleico de hélice K-13 amplificado. Preferentemente, la sonda estd marcada con un marcador fluorescente o
enzimatico.

En una realizacion, el kit detecta especificamente un acido nucleico de hélice K-13 mutante, particularmente uno que
codifica un alelo Y493H, R539T, 1543T o C580Y. En una realizacion, el kit detecta especificamente un acido nucleico
de hélice K-13 de tipo silvestre.

En una realizacioén preferida, el kit comprende al menos uno de los siguientes cebadores:
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5’-cggagtgaccaaatctggga-3’ (SEQ ID NO:9);

5'-gggaatctggtggtaacage-3’ (SEQ ID NO:10);
5’-cgccagcattgttgactaat-3’ (SEQ ID NO:11); y
5’-gcggaagtagtagcgagaat-3’ (SEQ ID NO:12).
5’-gccaagctgccattcatitg -3’ (SEQ ID NO:13); y
5’-gccttgttgaaagaagcaga -3’ (SEQ ID NO:14).

En algunas realizaciones, el kit detecta un acido nucleico de hélice K13 mutante que codifica un alelo F4461, N458Y,
C469Y, Y493H, K503N, R539T, 1543T, P553L, P574L, A578S, C580Y y D584V.

En algunas realizaciones, el kit detecta un acido nucleico de hélice K13 mutante que codifica un alelo F4461, G449A,
N458Y, C469Y, W470finalizador, A481V, Y493H, K503N, S522C, V534A, R539T, 1543T, G548D, P553L, V555A,
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A557S, R561H, K563R, V568G, P574L, A578S, C580Y, F583L, D584V, V589I, Q613E y D641G.
En algunas realizaciones, el kit comprende al menos uno de los siguientes pares de cebadores:
Par PCR1:

5' AGGTGGATTTGATGGTGTAGAAT 3' (directo) (SEQ ID NO:15)
5' CATACACCTCAGTTTCAAATAAAGC 3' (inverso) (SEQ ID NO:16)

Par PCR2:

5' AATTTCTTATACGTTTTTGGTGGTAA 3' (directo) (SEQ ID NO:17)
5' CTCTACCCATGCTTTCATACGAT 3' (inverso) (SEQ ID NO:18)

Par PCR3

5' GGATATGATGGCTCTTCTATTATACCG 3' (directo) (SEQ ID NO:19)
5' ACTTCAATAGAATTTAATCTCTCACCA 3' (inverso) (SEQ ID NO:20)

Par PCR4

5' ATGTCATTGGTGGAACTAATGGT 3' (directo) (SEQ ID NO:21)
5' TTAAATGGTTGATATTGTTCAACG 3' (inverso) (SEQ ID NO:22)

Par PCR5

5' TTCAGGAGCAGCTTTTAATTACC 3' (directo) (SEQ ID NO:23)
5' CTGGTGAAAAGAAATGACATGAA 3' (inverso) (SEQ ID NO:24)

Par PCR6

5' CCTTGTTGAAAGAAGCAGAATTT 3' (directo) (SEQ ID NO:25)

5' ATTCAATACAGCACTTCCAAAATAA 3' (inverso) (SEQ ID NO:26). En algunas realizaciones, el kit comprende

al menos una sonda que se hibrida con uno de los siguientes SNP:

» F446l ttt/att

+ G449A ggt/gct

+ N458Y aat/tat

* C469Y tgcl/tac

. W470finaliz tggltga
ador

o A481V gct/gtt

* Y493H tac/cac

» K503N aag/aat

» S522C agt/tgt

* V534A gtt/gct

* R539T agal/aca

o 1543T att/act

« (548D ggc/gac

« P553L ccglctg
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» V555A gta/gca
» Ab557S gcaltca
* R561H cgt/cat
+ K563R aaalaga
* V568G gtg/ggg
« P574L cct/ctt

+ A578S gct/tct

« C580Y tgt/tat

+ F583L ttt/tta/g
- D584V gat/gtt

+ V589l gtc/atc

+ Q613E caal/gaa
+ D641G gat/ggt.

Métodos de deteccion de nuevos farmacos antipaludicos

La invencion incluye métodos para explorar nuevos farmacos contra el paludismo, eficaces para el tratamiento de
pacientes infectados por un parasito del género Plasmodium resistente a ART. En una realizacién, el método
comprende las siguientes etapas:

» genotipificar un parasito del género Plasmodium en una muestra bioldgica de un paciente infectado por un parasito
del género Plasmodium segun la invencion;

* medir la semivida de eliminacién del parasito y/o las tasas de supervivencia del parasito del género Plasmodium,
si el parasito del género Plasmodium que infecta al paciente tiene un alelo de hélice K13 mutante;

* poner en contacto el nuevo farmaco que se va a analizar con la muestra bioldgica, si el parasito del género
Plasmodium que infecta al paciente tiene un alelo de hélice K13 mutante;

» medir la semivida de eliminacion del parasito y/o la tasa de supervivencia del parasito del género Plasmodium en el
RSA%3h después de la administracion del farmaco;

seleccionar el farmaco como un farmaco antipaludico eficaz para el tratamiento de pacientes infectados con un parasito
del género Plasmodium resistente a ART, si la semivida de eliminacion del parasito y/o las tasas de supervivencia del
parasito del género Plasmodium disminuyen después de la administracion del farmaco.

En otra realizacion, el método comprende ademas administrar al paciente el farmaco que se va a analizar, si el parasito
del género Plasmodium que infecta al paciente tiene un alelo de hélice K13 mutante.

Tabla 1
Gen diana Secuencia del cebador directo Secuencia del cebador inverso
PF3D7_0110400 5-ttgagcettcttittcccaataatgge-3° 5'-tgatatatgttigtaggagcetgtgag-2’
PF3D7_0213400 5'-gtgaaaaggataataaattctatgeec-3'  5'-tatctaccatatattctgattetee -3
PF3D7_1115700 5'-agcaagaacgtttigtgtaaa-3’ 5'-gaattctttaatggtittgaagat-3’
PF3D7_1302100 5'-taatatgtaaagtgattatgtatatcge-3'  5'-atgctagagaagttaaagagaagaagcg-3'
PF3D7_1343700 5'-agaagagccatcatatccccc-3’ 5'-agtggaagacatcatgtaaccag-3’
PF3D7_1459600 5'-atatgagtaaaatgtcaggtttigg-2’ 5'-tgcttgttgtgattcatgggg-3'’
PF3D7_1464500 5'-aaatagttgggcgtagctcag-3’ 5'-tatcacaattaagtgtatcacaacg-3’

22



ES 2720728 T3

o/'[2 18 UOSLLIEH-B[2YE ] US SEPEOBISED JO[aW UQIo0S|as ap SEeuLl SB| 9P BOILIOSOLIOLD UQIDRZ||BI0| B| US SOPEIU0IUS Saushb -
‘gjusipuodsaliod eoifigjosewle; ugisaid ap 0PI [@ SjueInp UCIDD9jes e eled BPEZI|IN (| YY) BUILISIWLSLE ap SISod,
‘elUBZUE | -zC 4 [eyuied eauj| ] U9 SOUOPOD ap BIOUSNDSS BLISIW B] BAISSGO 8 Ugiquiel |/ g odi} 8p elouanoas #

BploouU0dSap
uopuny ‘wnpowiseld
oJauab |op oyseled -
SBZILN o8 e We e e e 988y 1112192/ un ap epenasuco | 00SV9YL20Edd
Buelquisw
ap eujajoid
EpI00U0ISap UQIDUN
‘winipowiseld o1augsb -
1662S 108 108 1oe 108 19e 108 968 oveeryevl jop oyseled un sp | *00965¥ 1 £€dd
epeAlasuoo eulajoid
(2zB1d) G21L2 -
110zd eoy ea) 2] =l0) e0) 82D 109 689LZHEL o1oweb op ousbue | 00MZOEL 2AEdd
ez eujedpje. -
lopezileuyges eD} eo) eo) eo) 20} eo} 90¢g 8.E€6G/1L mwmwuo id E.___ﬂw_o 0025111~ Lag4d
Zle 129Z¥5/20 () —
Jopez|leuyy0L3 oeL Ve ven ven veD veo oLe 62o7HS/Z0 J eseup eujsioid | 00VELZO 20€4d
€1, ojuswnoop
19250 vie vie vie o | or | oe 82yl 0L9SZLLEL | T gemndns | |00LEVEL£AESd
‘Yoray euisyoud
NQY sod epiBuip
Z esesswijod NYY —
N95a 616 616 616 Wb w6 Wb €Ll Z5P6E/L0 olaidwios ap gggy | 0004107 £aEad
pepungns ejsandns
wr e WA 6 Wig'L | Wizo
LUV LUV LYV 1AV - ajueoyIpoo
S 0zglt 8s 6g £z v ElouaNoas e mvm_zs ugpEodx3 (1’6 apowseld)
G U E01BojooeLLLE) UDISaId Bp O[oI) oeIq uopon U2 OpiEadNU | UQIDISOd/eLoSOWOolD) ua Q|
. [op uopIsod
G1¥v-ze4 aleu ap ugpo)

cEeqeL

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2720728 T3

Tabla 3

PF3D7_0110400 (PFA0505c) es un gen de dos exones que codifica la subunidad 9 de la ARN polimerasa Il (RPB9),
una subunidad pequefia integral Pol I, que esta muy conservada entre los organismos eucariotas. Se ha observado
que el ortdlogo de levadura RPB9 tiene un papel garantizando la fidelidad de la transcripcion in vivo. La delecién de
los resultados génicos da lugar a transcripcion propensa a errores® La proteina tiene un dominio en cinta de zinc
previsto similar al dominio en cinta de zinc de TFIIS (factor de alargamiento de la ARN polimerasa Il) que contiene el
dipéptido Asp-Glu catalitico esencial®® Se sabe muy poco acerca de la proteina en parasitos del género Plasmodium,
aunque el gen se expresa y la proteina esta presente en los parasitos en fase hematica (www.plasmodb.org). Es
dificil hacer una prediccion sobre las posibles consecuencias fenotipicas de la mutaciéon D56V, que se localiza en un
dominio bien conservado especifico de parasitos del género Plasmodium.

PF3D7_1343700 (PF13_0238) es un gen de un ex6n (denominado K13 en el presente documento) que codifica una
supuesta proteina kelch. K13 tiene una estructura prevista de 3 dominios, con un dominio N-terminal bien
conservado, con una longitud de aproximadamente 225 restos, especifico del género Plasmodium, seguido de un
dominio BTB/POZ y un dominio de hélice C-terminal de 6 palas formado a partir de motivos kelch canonicos*348. Se
sabe poco sobre la proteina en los parasitos del paludismo. Los datos de protedmica indican que se produce por las
fases hematicas asexuales (merozoitos, anillos, trofozoitos y esquizontes) y sexuales (gametocitos) de parasitos de
la especie P. falciparum, y que posee restos fosforilados en el dominio N-terminal especifico del género Plasmodium
(www.plasmodb.org). La mutacién M476I se localiza entre la primera y la segunda pala del dominio de la hélice.
PF3D7_0213400 (PFB0605w) es un gen de cuatro exones que codifica la proteina quinasa 7 (PK7) expresada en
parasitos asexuales en fase hemética, gametocitos y oocinetos. La mutacion de finalizacion E104 (dos SNP que
afectan al mismo codon) observada en F32-ART5, interrumpe el gen dando como resultado un supuesto producto
de traduccion truncado que carece de mas de 2/3 de su secuencia. Los estudios con parasitos 3D7 inactivados
genéticamente han mostrado que los parasitos PK7-KO de P. falciparum tienen un defecto de crecimiento asexual
debido a un nimero reducido de merozoitos por esquizonte®. Adicionalmente, PK7 es importante para la transmision
de mosquitos, con un nimero colapsado de oocinetos en PK7-KO de P. falciparum® y en PK7-KO de P. berghei,
donde no se forman esporoblastos y, por consiguiente, no se forman esporozoitos®. Es poco probable que este
fenotipo defectuoso en cuanto a transmision sobreviva en el campo.

PF3D7_1115700 (PF11_0165) es un gen de un exon que codifica la falcipaina 2a, una cisteina proteasa producida
por la maduracion de parasitos en fase hematica (trofozoitos y esquizontes) e implicada en la degradacion de la
hemoglobina®. La mutacion de finalizacion S69 localizada en la regidén pro-enzima, impide la expresion de una
enzima activa por parasitos F32-ART5. La inactivacion de genes ha mostrado que induce una reduccion transitoria
de la degradacién de la hemoglobina compensada por la expresion de otros miembros de la familia de las cisteina
proteasas, con impacto minimo en la tasa de crecimiento®”-%8. Sin embargo, el gen de falcipaina 2a es el Gnico gen
del listado de siete locus afectados, que se ha asociado con la respuesta in vitro a la artemisinina. De hecho, se ha
mostrado de manera convincente que la inhibicion de la digestién de hemoglobina dependiente de falcipaina 2a por
inhibidores especificos o por inactivacion de genes reduce la susceptibilidad de los parasitos a las artemisinas’®.
Asimismo, las fases de anillo de tipo silvestre 3D7 que no digieren masivamente la hemoglobina presentan una
susceptibilidad reducida a las artemisininas®. PF3D7_1302100 (PF13_0011) es un gen de un exon que codifica el
antigeno de gameto 27/25 (Pfg27) producido al inicio de la gametocitogénesis. El gen es especifico de P. falciparum
y de sus parientes cercanos, tales como P. reichenowi. Es una abundante proteina citoplasmatica fosforilada dimérica
que se une al ARN. Las diversas lineas KO generadas presentan fenotipos conflictivos con algunas lineas pfg27KO
3D7 deficientes en gametocitogénesis® mientras que otras lineas 3D7 defectuosas con Pfg27 experimentan una
gametocitogénesis inalterada hasta gametocitos en fase V madura y posteriormente producen ooquistes, aunque la
ausencia de Pfg27 se asocia con anomalias en la arquitectura intracelular de los gametocitos®'. La estructura
cristalina muestra que la proteina forma un dimero, presenta un plegamiento de unién a ARN particular y posee dos
motivos Pro-X-X-Pro (ligandos conocidos para varios dominios, incluidos los médulos SH3), que se combinan para
formar un receptaculo para los médulos SH382. La mutacién P201T se localiza en el motivo C-terminal Pro-X-X-Pro
y se predice que alterara la estructura espacial del dominio de interaccién y, por lo tanto, tendra consecuencias
funcionales.

PF3D7_1459600 (PF14_0569) es un gen de dos exones que codifica una proteina conservada, de funcién
desconocida, de 806 restos de longitud. El ortélogo de P. yoelli ha sido anotado como la subunidad B de union al
ADN de la caja CAAT. Los ortélogos cercanos solo pueden encontrarse entre las especies del género Plasmodium.
Los datos de protedmica indican que la proteina esta presente en las fases hematicas asexuales (merozoitos, anillos,
trofozoitos y esquizontes) y sexuales (gametocitos) de parasitos de la especie P. falciparum. Un dominio Interpro
previsto de 130 restos de longitud sugiere la presencia de un pliegue VHS estructural N-terminal, multi-helicoidal,
con 2 capas alfa-alfa, posiblemente implicado en el transito de la membrana intracelular. El resto de la secuencia
codificante no tiene firma de dominio especifica. La mutacion S299T se localiza en la region "desconocida".
PF3D7_1464500 (PF14_0603) es un gen de cinco exones que codifica una proteina de funcién desconocida de 3251
restos de longitud, con 4 dominios trans-membrana previstos, pero por lo demas sin firma de dominio especifica.
Aparte de los datos de protedmica que indican su expresion y fosforilacion en esquizontes, con posible expresion en
gametocitos y también en esporozoitos, se sabe poco acerca de su supuesta funcion. La mutacion N1629S se
localiza en el centro de la proteina, con un impacto fenotipico impredecible.

24




ES 2720 728 T3

L¥6 00€ L 6LL £6 oLl 20z [eloL
I1SL Ge 8 0 i d 0g 95 unjeueey
£ € 0 0 0 0 0 UB{INPUO}
ze Ll 0 0 0 0 Gl anesy [eyuauo ehoquie)
zZlL 61 0 ¥z T4 T iz Jeyin yeaid
1 ¢ 0 0 0 0 0 Asyouesyy seppo  ehoqwie) ap sON
L Vi 0 0 0 0 0 wog Buodwey
Zl Zl 0 0 0 0 0 jodwey efoquen ap Ing
Zl 61 v 0 0 oL 0 jesing
1225 8 99 G6 ov £y ov uljied
gelL LL 0 0 0 0 9 Buequeyeg [ejuspooo edoquie)
o TLOZ-LL0Z  0L0Z-600Z 8002-£002 9002-S00Z #00Z-€00Z  200Z-100Z GG o

epibooal ap ouy

v ejqeL

25



ES 2720728 T3

Tabla 5
Posicion del Referencia de Referencia de Mutacién de Mutacién de
codén aminoacido nucledétido aminoacido nucledtido
449 G ggt A gct
458 N aat Y tat
474 T aca | aca
476* H atg | ata
481 A gct \% gtt
493 Y tac H tac
508 T act N act
527 P cct T act
533 G ggt S agt
537 N aat | att
539 R aga T aca
543 | att T act
553 P ccg L ctg
561 R cgt H cat
568 \% gtg G ggag
574 P cct L ctt
580 C tgt Y tat
584 D gat \% gtt
612** E gaa D gat
623 S agt C tgt
* observados en F32-ART5, no observados en Camboya
** comunicados en Gambia (ref. 44), no observados en Camboya
L Mutaciones en la hélice K13 Total
Grupo KH  Provincia Tipo silvestre  C580Y R539T  Y493H
Pursat 7 0 0 2 9
KH1
Ratanakiri 46 0 0 0 46
Pursat 0 25 0 1 26
KH2 »
Ratanakiri 0 0 0 0 0
Pursat 3 7 4 0 14
KH3 .
Ratanakiri 0 0 0 0 0
Pursat 0 0 0 12 12
KH4 .
Ratanakiri 0 0 0 0 0
Pursat 15 19 2 6 42
KHA »
Ratanakiri 1 0 0 0 1
Total 72 51 6 21 150
Tabla 6
Tabla 7
Mut | SNP AFRICA ASIA Total
446 | F446l 0,0 % 42 54 % 4,8 %
449 | G449A 1 1,00% |1 0,13% |0,23 %
458 | N458Y 0,0 % 7 0,9 % 0,8 %
469 | C469Y 0,0 % 4 0,5 % 0,5%
470 | W470FINALIZADOR |1 1,00 % |1 0,13% |0,23 %
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(continuacion)

Mut | SNP AFRICA ASIA Total
481 | A481V 1 0,13 % |0,20 % | Detectado en Sudamérica (N=1)
493 | Y493H 1 1,1 % 32 4.1 % 3,8%
503 | K503N 0,0 % 4 0,5 % 0,5 %
522 |S522C 5 53 % 0,0 % 0,6 %
534 | V534A 3 3.2% 0,0 % 0,3 %
539 |R539T 0,0 % 35 4,5 % 4,0 %
543 | 1543T 0,0 % 8 1,0 % 0,9 %
548 | G548D 2 21 % 0,0 % 0,2 %
553 | P553L 0,0 % 15 1,9 % 1,7 %
555 | V555A 3 3.2% 0,0 % 0,3 %
557 | A557S 2 21 % 0,0 % 0,2 %
561 RS61H 1 1,00 % |1 0,13% |0,23 %
563 |K563R 2 2,1 % 0,0 % 0,2 %
568 |V568G 2 0,26 % |0,26 %
574 | P574L 0,0 % 11 1.4 % 1,3 %
578 | A578S 21 221 % |1 0,1 % 25%
580 |C580Y 1 1,1 % 591 759 % |67,7%
583 |F583L 2 21 % 0,0 % 0,2 %
584 | D584V 0,0 % 3 0,4 % 0,3 %
589 | V589l 2 21 % 0,0 % 0,2 %
613 |Q613E 2 2,1 % 0,0 % 0,2 %
641 D641G 2 21 % 0,0 % 0,2 %
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Tabla 8B

PF3D7_1464500

TS

11N/479N/483N/490Y/768V/779D/1271N/2322Q/2399G/2418T/2571N/2825I
11N/479N/483N/490Y/768V/779D/1271N/2322Q/2399G/2418T/2571N/2825I
11N/179N/479N/483N/490Y/768V/779D/1271N/2322Q/2399G/2418T/2571N/2825I
11N/179N/479N/A83N/768V/779D/1271N/2322Q/2399G/2418T/2571N/2825I
81H/179N/1271N/1650Y/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2954R
479N/483N/490Y/1271N/1373R/1939D/1940D/1943D/1944D/2322Q/2418T/2571N/2825I
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/1271N/1705L/1939D/1940D/1943D/1944D/2418T/2571N/2617N/2637G
179N/479N/483N/1271N/1472Q/1519L/1939D/1940D/1943D/1944D/2571N
179N/479N/483N/1271N/1472Q/1519L/1939D/1940D/1943D/1944D/2571N
179N/479N/483N/490Y/1271N/1472Q/1519L/1939D/1940D/1943D/1944D/2571N
179N/479N/483N/490Y/1271N/1472Q/1519L/1939D/1940D/1943D/1944D/2571N
479N/483N/1271N/1280N/1284N/1286D/1928N/1930D/1931E/1932H/1942D/2418T/2571N/2637G/2825I
11N/479N/483N/768V/779D/785N/1271N/1277D/2397G/2418T/2571N/2825I
479N/483N/490Y/1271N/1277D/1472Q/1939D/1940D/2288H/2571N/25941/3206I

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

Tabla 8C

2012 5207 Rattanakiri No 0,15 N/D TS N/D  15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/343P/345G/414
E

2011 4974 Rattanakiri No 0,18 N/D TS N/D  15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/343P/345G/414
E

2011 4880 Rattanakiri No 0,21 N/D TS N/D  15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/343P/345G/414
E

2010 3592 Rattanakiri No 0,32 N/D TS N/D  15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/343P/345G/414
E

2011 4971 Pailin No 18,3 N/D C580Y N/D 15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/343P/345G/414
E

2010 3815 Pailin No 23,6 N/D C580Y N/D 15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/3931/400P/414E

2011 5152  Rattanakiri No 0,08 N/D TS N/D  15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/414E
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(continuacién)

2011 5055  Rattanakiri No 0,12 N/D TS N/D  15H/511/59F/255R/2  N/D N/D  N/D

57E/414E

2011 5159  Rattanakiri No 0,26 N/D TS N/D  15H/511/59F/255R/2 N/D N/D N/D
57E/414E

2011 5208  Pailin No 5,5 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2011 5100  Pailin No 8,6 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2011 5035  Pailin No 129 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2011 5145  Pailin No 18,9 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2011 5168  Pailin No 18,9 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2011 4970  Pailin No 19,6 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2011 4992  Pailin No 21,3 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2011 5160  Pailin No 26,3 N/D C580Y N/D 228T/255R/257E/34 N/D N/D N/D
3P/345G

2010 1009  Pursat No 514 N/D Y493H N/D 255R/257E/343P/34 N/D N/D N/D
5G

a Si (analizado mediante secuencia hologendmica), No (analizado mediante secuenciacion de Sanger)
b las tasas de supervivencia RSA%3" son como se describe en la ref 15

TS: tipo silvestre (secuencia 3D7)

N/D: No disponible

Referencias
1. Dondorp, A. M. et al. Artemisinin resistance in Plasmodium falciparum malaria. N Engl J Med 361, 455-67 (2009).
2. World Health Organization. in WHO publications (ed. Press, W.) (2011-2013).

3. Mita, T. et al. Limited geographical origin and global spread of sulfadoxine-resistant dhps alleles in Plasmodium
falciparum populations. J Infect Dis 204, 1980-8 (2011).

4. Roper, C. et al. Intercontinental spread of pyrimethamine-resistant malaria. Science 305, 1124 (2004).

5. Wootton, J. C. et al. Genetic diversity and chloroquine selective sweeps in Plasmodium falciparum. Nature 418,
320-3 (2002).

6. Amaratunga, C. et al. Artemisinin-resistant Plasmodium falciparum in Pursat province, western Cambodia: a
parasite clearance rate study. J Infect Dis 12, 851-8 (2012).

7. Kyaw, M. P. et al. Reduced susceptibility of Plasmodium falciparum to artesunate in southern Myanmar. PLoS
One 8, 57689 (2013).

8. Noedl, H. et al. Evidence of artemisinin-resistant malaria in western Cambodia. N Engl J Med 359, 2619-20
(2008).

9. Phyo, A. P. et al. Emergence of artemisinin-resistant malaria on the western border of Thailand: a longitudinal
study. Lancet 379, 1960-6 (2012).

10. Tran, T. H. et al. In vivo susceptibility of Plasmodium falciparum to artesunate in Binh Phuoc Province, Vietnam.
Malar J 11, 355 (2012).

11. Flegg, J. A., et al. Standardizing the measurement of parasite clearance in falciparum malaria: the parasite
clearance estimator. Malar J 10, 339 (2011).
12. White, N. J. The parasite clearance curve. Malar J 10, 278 (2011).

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720728 T3

13. Witkowski, B. et al. Novel phenotypic assays for the detection of artemisinin-resistant Plasmodium falciparum
malaria in Cambodia: in-vitro and ex-vivo drug-response studies. Lancet Infect Dis 13 (2013).

14. Cheeseman, I. H. et al. A major genome region underlying artemisinin resistance in malaria. Science 336, 79-
82 (2012).

15. Miotto, O. et al. Multiple populations of artemisinin-resistant Plasmodium falciparum in Cambodia. Nat Genet
45, 648-55 (2013).

16. Takala-Harrison, S. et al. Genetic loci associated with delayed clearance of Plasmodium falciparum following
artemisinin treatment in Southeast Asia. Proc Natl Acad Sci U S A 110, 240-5 (2012).

17. Lopera-Mesa, T. M. et al. Plasmodium falciparum clearance rates in response to artesunate in Malian children
with malaria: effect of acquired immunity. J Infect Dis 207, 1655-63 (2013).

18. Witkowski, B. et al. Increased tolerance to artemisinin in Plasmodium falciparum is mediated by a quiescence
mechanism. Antimicrob Agents Chemother 54, 1872-7 (2010).

19. Klonis, N. et al. Artemisinin activity against Plasmodium falciparum requires hemoglobin uptake and digestion.
Proc Natl Acad Sci U S A 108, 11405-10 (2011).

20. Vigan-Womas, |. et al An in vivo and in vitro model of Plasmodium falciparum rosetting and autoagglutination
mediated by varO, a group A var gene encoding a frequent serotype. Infect Immun. dic; 76(12): 5565-80(2008)

21. Cui, L. et al. Mechanisms of in vitro resistance to dihydroartemisinin in Plasmodium falciparum. Mol Microbiol
86, 111-28 (2012).

22. Leang, R. et al. Efficacy of dihydroartemisinin-piperaquine for treatment of uncomplicated Plasmodium
falciparum and Plasmodium vivax in Cambodia, 2008 a 2010. Antimicrob Agents Chemother 57, 818-26 (2012).

23. Sidhu, A. B. et al. Chloroquine resistance in Plasmodium falciparum malaria parasites conferred by pfcrt
mutations. Science 298, 210-3 (2002).

24. Valderramos, S. G. et al. Identification of a mutant PfCRT-mediated chloroquine tolerance phenotype in
Plasmodium falciparum. PLoS Pathog 6, e1000887 (2010).

25. Bhisutthibhan, J. et al. The Plasmodium falciparum translationally controlled tumor protein homolog and its
reaction with the antimalarial drug artemisinin. J Biol Chem 273, 16192-8 (1998).

26. Eichhorn, T. et al. Molecular interaction of artemisinin with translationally controlled tumor protein (TCTP) of
Plasmodium falciparum. Biochem Pharmacol 85, 38-45 (2013).

27. Sanchez, C. P. et al. Polymorphisms within Pf/MDR1 alter the substrate specificity for anti-malarial drugs in
Plasmodium falciparum. Mol Microbiol 70, 786-98 (2008).

28. Veiga, M. I. et al. Novel polymorphisms in Plasmodium falciparum ABC transporter genes are associated with
major ACT antimalarial drug resistance. PLoS One 6, €20212 (2011).

29. Raj, D. K. et al. Disruption of a Plasmodium falciparum multidrug resistance-associated protein (PfMRP) alters
its fitness and transport of antimalarial drugs and glutathione. J Biol Chem 284, 7687-96 (2009).

30. Anderson, T. J. et al. Are transporter genes other than the chloroquine resistance locus (pfcrt) and multidrug
resistance gene (pfmdr) associated with antimalarial drug resistance? Antimicrob Agents Chemother 49, 2180-8
(2005).

31. Jambou, R. et al. Resistance of Plasmodium falciparum field isolates to in-vitro artemether and point mutations
of the SERCA-type PfATPase6. Lancet 366, 1960-3 (2005).

32. Krishna, S. et al. Artemisinins and the biological basis for the PFATP6/SERCA hypothesis. Trends Parasitol 26,
517-23 (2010).

33. Hunt, P. et al. Gene encoding a deubiquitinating enzyme is mutated in artesunate- and chloroquine-resistant
rodent malaria parasites. Mol Microbiol 65, 27-40 (2007).

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720728 T3

34. Hunt, P. et al. Experimental evolution, genetic analysis and genome re-sequencing reveal the mutation
conferring artemisinin resistance in an isogenic lineage of malaria parasites. BMC Genomics 11, 499 (2010).

35. Borges, S. et al. Genome-wide scan reveals amplification of mdr1 as a common denominator of resistance to
mefloquine, lumefantrine, and artemisinin in Plasmodium chabaudi malaria parasites. Antimicrob Agents
Chemother 55, 4858-65 (2011).

36. Chavchich, M. et al. Role of pfmdr1 amplification and expression in induction of resistance to artemisinin
derivatives in Plasmodium falciparum. Antimicrob Agents Chemother 54, 2455-64 (2010).

37. Chen, N. et al. Deamplification of pfmdr1-containing amplicon on chromosome 5 in Plasmodium falciparum is
associated with reduced resistance to artelinic acid in vitro. Antimicrob Agents Chemother 54, 3395-401 (2010).

38. Picot, S. et al. A systematic review and meta-analysis of evidence for correlation between molecular markers
of parasite resistance and treatment outcome in falciparum malaria. Malar J 8, 89 (2009).

39. Price, R. N. et al. Mefloquine resistance in Plasmodium falciparum and increased pfmdr1 gene copy number.
Lancet 364, 438-47 (2004).

40. Sidhu, A. B. et al. Decreasing pfmdr1 copy number in Plasmodium falciparum malaria heightens susceptibility
to mefloquine, lumefantrine, halofantrine, quinine, and artemisinin. J Infect Dis 194, 528-35 (2006).

41. Yuan, J. et al. Chemical genomic profiling for antimalarial therapies, response signatures, and molecular targets.
Science 333, 724-9 (2011).

42. Amambua-Ngwa, A. et al. Population genomic scan for candidate signatures of balancing selection to guide
antigen characterization in malaria parasites. PLoS Genet 8, 1002992 (2012).

43. Adams, J. et al. The kelch repeat superfamily of proteins: propellers of cell function. Trends Cell Biol 10, 17-24
(2000).

44. Prag, S. & Adams, J. C. Molecular phylogeny of the kelch-repeat superfamily reveals an expansion of BTB/kelch
proteins in animals. BMC Bioinformatics 4, 42 (2003).

45. Witkowski, B. et al. Reduced artemisinin susceptibility of Plasmodium falciparum ring stages in western
Cambodia. Antimicrob Agents Chemother 57, 914-23 (2013).

46. B. Padmanabhan et al., Structural basis for defects of Keap1 activity provoked by its point mutations in lung
cancer. Mol Cell 21, 689 (2006).

47. L. M. Boyden et al., Mutations in kelch-like 3 and cullin 3 cause hypertension and electrolyte abnormalities.
Nature 482, 98 (2012).

48. X. Li, D. Zhang, M. Hannink, L. J. Beamer, Crystal structure of the Kelch domain of human Keap1. J Biol Chem
279, 54750 (2004).

49. K. Itoh et al., Keap1 represses nuclear activation of antioxidant responsive elements by Nrf2 through binding to
the amino-terminal Neh2 domain. Genes Dev 13, 76 (1999).

50. D. Zhang, M. Hannink, Distinct cysteine residues in Keap1 are required for Keap1-dependent ubiquitination of
Nrf2 and for stabilization of Nrf2 by chemopreventive agents and oxidative stress. Mol Cell Biol 23, 8137 (2003).

51. Z. Bozdech, H. Ginsburg, Antioxidant defense in Plasmodium falciparum--data mining of the transcriptome.
Malar J 3, 23 (2004).

52. N. K. Nesser, D. O. Peterson, D. K. Hawley, RNA polymerase Il subunit Rpb9 is important for transcriptional
fidelity in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 103, 3268 (2006).

53. H. Kettenberger, K. J. Armache, P. Cramer, Architecture of the RNA polymerase II-TFIIS complex and
implications for mRNA cleavage. Cell 114, 347 (2003).

54. D. Dorin-Sembilat, A. Sicard, C. Doerig, L. Ranford-Cartwright, C. Doerig, Disruption of the PfPK7 gene impairs
schizogony and sporogony in the human malaria parasite Plasmodium falciparum. Eukaryot Cell 7, 279 (2008).

55. R. Tewari et al., The systematic functional analysis of Plasmodium protein kinases identifies essential regulators
of mosquito transmission. Cell Host Microbe 8, 377 (2010).

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720728 T3

56. P. J. Rosenthal, J. H. McKerrow, M. Aikawa, H. Nagasawa, J. H. Leech, A malarial cysteine proteinase is
necessary for hemoglobin degradation by Plasmodium falciparum. J Clin Invest 82, 1560 (1988).

57. P. S. Sijwali et al., Plasmodium falciparum cysteine protease falcipain-1 is not essential in erythrocytic stage
malaria parasites. Proc Natl Acad Sci U S A 101, 8721 (2004).

58. P. S. Sijwali, J. Koo, N. Singh, P. J. Rosenthal, Gene disruptions demonstrate independent roles for the four
falcipain cysteine proteases of Plasmodium falciparum. Mol Biochem Parasitol 150, 96 (2006).

59. N. Klonis et al., Altered temporal response of malaria parasites determines differential sensitivity to artemisinin.
Proc Natl Acad Sci U S A 110, 5157 (2013).

60. C. A. Lobo, H. Fujioka, M. Aikawa, N. Kumar, Disruption of the Pfg27 locus by homologous recombination leads
to loss of the sexual phenotype in P. falciparum. Mol Cell 3, 793 (1999).

61. Olivieri et al., The Plasmodium falciparum protein Pfg27 is dispensable for gametocyte and gamete production,
but contributes to cell integrity during gametocytogenesis. Mol Microbiol 73, 180 (2009).

62. Sharma, I. Sharma, D. Kogkasuriyachai, N. Kumar, Structure of a gametocyte protein essential for sexual
development in Plasmodium falciparum. Nat Struct Biol 10, 197 (2003).

Ejemplos
Ejemplo 1. Linajes de P. falciparum F32 con presion farmacolégica de artemisina y simulada

La linea de parasitos F32-ART5 resistente a ART se selecciond cultivando el clon F32 deTanzania sensible a ART en
un régimen de dosis escalonada de artemisina durante 5 afos. La linea F32-TEM se obtuvo cultivando F32-Tanzania
en paralelo sin exposicion a artemisinina. EI ADN de referencia se extrajo de las lineas 3D7, 89F5 Palo Alto Uganda y
K1992 de P. falciparum. El ensayo de supervivencia en fase de anillo (RSA%3") se realizd como se describe’®. Se
realiz6 secuenciacion hologenémica en F32-Tanzania, F32-TEM, F32-ART5 (4 puntos temporales), tres cepas de
referencia (3D7, 89F5 y K1992) y 21 aislados de parasitos de Camboya, utilizando una tecnologia de secuenciacion
de lecturas emparejadas de lllumina. Se recogié un conjunto de 1091 aislados clinicos de P. falciparum de pacientes
que participaron en estudios de eficacia TCA (terapias combinadas basadas en artemisina) en 2001-2012. La hélice
K13 se amplificé utilizando PCR anidada. La secuenciacion de doble cadena de los productos de la PCR se realizé en
Macrogen, Corea. Las secuencias se analizaron con el programa informatico MEGA 5 version 5.10 para identificar
combinaciones especificas de SNP. Los datos se analizaron con Microsoft Excel y MedCalc versién 12 (Mariakerke,
Bélgica). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los valores de P eran inferiores a
0,05. Las autorizaciones éticas para las colecciones de aislados de parasitos, se obtuvieron del Cambodian National
Ethics Committee for Health Research, del Institutional Review Board of the Naval Medical Research Center, del
Technical Review Group of the WHO Regional Office for the Western Pacific y del Institutional Review Board of the
National Institute of Allergy and Infectious Diseases.

Los parasitos F32-Tanzania sin Mycoplasma se mantuvieron en glébulos rojos (GR) humanos de tipo O
(Etablisssement Frangais du Sang) diluidos a un hematocrito de 2,5 % en medio RPMI-1640 (Invitrogen, San Diego,
CA) complementado con suero humo al 5 %. Los cultivos de parasitos se mantuvieron a 37 °C en una atmoésfera de
COz2 al 5%. La parasitemia se verifico diariamente y se mantuvo por debajo del 10 %. Para la seleccion de parasitos
resistentes a ART, los cultivos asincrénicos se ajustaron a una parasitemia de 5-7 % y se hicieron crecer 24 h en
presencia de dosis escalonadas de artemisinina (de 10 nM a 9 uM) durante los 3 primeros afios de presion
farmacologica'®. En los 2 afios siguientes, cada ciclo de presion farmacologica se realizo durante 48 h con dosis que
variaban de 9 uyM a 18 uM. Después de la exposicidn al farmaco, el medio se descarté y se reemplazé con medio sin
farmaco complementado con suero humano (20 %). La parasitemia se control diariamente hasta alcanzar el 5 %. En
ese momento, volvié a aplicarse presion farmacolégica. la linea de parasitos obtenida después de 5 afios eficaces de
presion discontinua de ART se denomindé F32-ART5. En paralelo, la linea parental F32-Tanzania se mantuvo como
un control en cultivo continuo durante el mismo tiempo y en las mismas condiciones (es decir, GR, suero y medios)
pero sin tratamiento con artemisinina. La linea de control resultante de denominé F32-TEM.

Ejemplo 2. Lineas de P. falciparum adaptadas en laboratorio

Se extrajo ADN de referencia de las lineas de P. falciparum adaptadas en laboratorio 3D7 (MR4, Manassas, VA), 89F5
Palo Alto Uganda (un clon de la linea de Palo Alto, originario de Uganda en 1978, que mostré una alta susceptibilidad
al tratamiento con arteméter en el hospedador experimental Saimiri sciureus [O. Mercereau-Puijalon, H. Contamin, y
J.C. Barale, datos no publicados] y K1992, un aislado recogido en Pailin en 1992 antes de la implementacién masiva
de la ART en esa zona (proporcionada por el French National Reference Center of Malaria). EI ADN del parasito se
extrajo de alicuotas de sangre congelada (200 pl) utilizando el kit Mini para sangre (Qiagen, Valencia, CA) siguiendo
las instrucciones del fabricante.
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Ejemplo 3. Aislados de P. falciparum adaptados a cultivo, procedentes de Camboya Cincuenta aislados clinicos de P.
falciparum procedentes de Camboya (recogidos en 2010 y 2011) se adaptaron al cultivo in vitro segun lo descrito por
Witkowski et al.#.

En la Tabla 8 se indica su origen geografico. En estos aislados de pacientes, las tasas de eliminacion de parasitos no
se determinaron, ya que se recogieron durante las pruebas de campo que no incluyeron dichas mediciones. El ADN
del parasito se extrajo de alicuotas de sangre congelada (200 pl) utilizando el kit Mini para sangre (Qiagen).

Ejemplo 4. Ensayo de Supervivencia en la fase de Anillo

El ensayo de supervivencia en la fase de anillo (RSA%3") se llevd a cabo segun lo descrito por Witkowski et al 13
utilizando cultivos de parasitos muy sincrénicos. En resumen, parasitos en fase de anillo, 0-3 h después de la invasion,
se expusieron a DHA 700 nM [dihidroartemisinina, obtenida en WWARN (www.wwarn.org/research/tools/qaqc)] o a su
disolvente DMSO, durante 6 h, se lavaron y después se cultivaron sin farmaco durante las 66 h siguientes. Las tasas
de supervivencia se evaluaron al microscopio realizando un recuento en frotis finos tefiidos con Giemsa de la
proporcion de parasitos viables que se desarrollaron en anillos de segunda generacioén o trofozoitos con morfologia
normal.

Ejemplo 5. Recogida temporal y geografica de las muestras

Se recogié un conjunto de 941 aislados clinicos de P. falciparum de pacientes que participaron en estudios de eficacia
terapéutica de TCA (terapias combinadas basadas en artemisina), realizados como parte del control habitual de la
eficacia de los farmacos antipaludicos del Programa Nacional de Control del Paludismo en Camboya de 2001 a 2012,
y de estudios realizados por la NAMRU-2 (Tabla 4). Las muestras de sangre venosa (5 ml) recogidas en EDTA o ACD
se transportaron 48 h después de su recogida a 4 °C, al Instituto Pasteur de Phnom Penh en Camboya y después se
mantuvieron a -20 °C hasta la extraccion del ADN. El ADN del parasito se extrajo de alicuotas de sangre congelada
(200 pl) utilizando el kit Mini para sangre (Qiagen).

Ejemplo 6. Medicién de la semivida de eliminaciéon del parasito

Los pacientes con paludismo sin complicaciones o grave por P. falciparum y con una densidad inicial de parasitos
>10.000/pl se inscribieron en las provincias de Pursat y Ratanakiri en 2009 y 2010 como se describe®'3. Los pacientes
se trataron con ART y su densidad de parasitos se midié cada 6 h desde la formacion peliculas de sangre viscosa
hasta que la parasitemia era indetectable. La semivida de eliminacion de parasitos en 163 pacientes se obtuvo de
estos recuentos de parasitos utilizando el Estimador de eliminacion de parasitos en linea de WWARN
(http://www.wwarn.org/toolkit/data-management/parasite-clearance-estimator). El estudio estd registrado en
ClinicalTrials.gov (numero NCT00341003).

Ejemplo 7. Secuenciacion hologenémica de ADN del parasito

La secuenciacién hologenémica se realizé en F32-Tanzania, F32-TEM, en el linaje F32-ART5 (4 puntos temporales),
en tres cepas de referencia (3D7, 89F5 y K1992) y en 21 aislados de parasitos de Camboya, utilizando una tecnologia
de secuenciacién de lecturas emparejadas de lllumina. La preparacion de la biblioteca de lllumina y la secuenciacién
siguieron los protocolos estandar desarrollados por el proveedor. Resumiendo, el ADN gendmico se cortdé mediante
nebulizacién y los extremos de los fragmentos cortados se repararon y se fosforilaron. Los fragmentos de extremos
romos tenian una cola A, y los adaptadores de secuenciaciéon se ligaron a los fragmentos. Los insertos se
dimensionaron utilizando perlas de Agencourt AMPure XP (+ 500 pb; Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA) y se
enriquecieron utilizando 10 ciclos de PCR antes de la cuantificacion y validacion de la biblioteca. Para generar
agrupaciones se realiz6 hibridaciéon de la biblioteca con la célula de flujo y la amplificaciéon del puente y se recogieron
lecturas finales emparejadas de 100 ciclos en un instrumento HiSeq 2000 (lllumina, San Diego, CA). Después de
finalizar la secuenciacion, utilizando lllumina Analysis Pipeline version 1.7, se realizd un analisis de imagenes, el
nombramiento de bases y la estimacién de errores.

Los archivos de secuencias sin procesar se filtraron utilizando la herramienta Fqquality, un programa informatico de
filtrado de calidad de lectura desarrollado por N. Joly (Biology IT Center, Institut Pasteur, Paris), que permite recortar
las primeras y ultimas bases de baja calidad en lecturas. Las lecturas recortadas de los archivos Fastq controlados se
mapearon en un genoma de referencia (P. falciparum 3D7) con el alineamiento de BurrowsWheeler (BWA), generando
un archivo BAM (un archivo binario de formato SAM delimitado por tabulaciones). A continuacion, utilizamos Samtools
para preparar un archivo pileup, que se formateo utilizando el programa informatico interno para implementar los datos
en la base de datos de gestion de datos hologenémicos (Wholegenome Data Manager (WDM)) (Beghain et al, en
preparacion). El programa informéatico WDM esta disefiado para comparar y/o alinear genomas parciales o completos
de P. falciparum.
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Ejemplo 8. Secuenciaciéon de genes que contienen SNP no sinénimos en F32-ART5

La amplificacion por PCR de genes seleccionados se realizo utilizando los cebadores enumerados en la Tabla 1. Se
amplificaron dos pl de ADN con 1 uM de cada cebador, dNTP 0,2 mM (Solis Biodyne, Tartu, Estonia), MgCl2 3 mM y
2 U de ADN polimerasa de Taq (Solis Biodyne), utilizando el siguiente programa de ciclado: 5 minutos a 94 °C,
después, 40 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 90 segundos a 60 °C, 90 segundos a 72 °C y extension final de 10 minutos
a 72 °C. Los productos de la PCR se detectaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % y tinciéon con bromuro
de etidio. La secuenciacion de doble cadena de los productos de la PCR se realizé en Beckman Coulter Genomics,
Francia. Las secuencias se analizaron con el programa informatico MEGA 5 versién 5.10 para identificar
combinaciones especificas de SNP.

Ejemplo 9. Secuenciacion del dominio de hélice K13

El dominio de hélice K13 se amplificé utilizando los siguientes cebadores: para la PCR primaria (K13-1 5'-
cggagtgaccaaatctggga-3' (SEC ID NO:9) y K13-4 5'-gggaatctggtggtaacage-3' (SEC ID NO:10)) y para la PCR anidada
(K13-2 5'-gccaagctgcecattcatttg-3' (SEC ID NO:13) y K13-3 5'-gccttgttgaaagaagcaga-3' (SEC ID NO: 14)). Se amplifico
un ul de ADN con 1 uM de cada cebador, dNTP 0,2 mM (Solis Biodyne), MgCl. 3 mM y 2 U de ADN polimerasa de
Taq (Solis Biodyne), utilizando el siguiente programa de ciclado: 5 minutos a 94 °C, después, 40 ciclos de 30 segundos
a 94 °C, 90 segundos a 60 °C, 90 segundos a 72 °C y extension final de 10 minutos a 72 °C. Para la PCR anidada, se
amplificaron 2 yl de productos primarios de PCR en las mismas condiciones, excepto por la concentracion de MgClz
(2,5 mM). Los productos de la PCR se detectaron utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2 % y tincién con
bromuro de etidio. La secuenciacion de doble cadena de los productos de la PCR se realiz6 en Macrogen, Corea. Las
secuencias se analizaron con el programa informatico MEGA 5 version 5.10 para identificar combinaciones especificas
de SNP.

Ejemplo 10. Secuenciacién profunda de aislados de parasitos clinicos y analisis estructural poblacional

La extraccion de ADN, la secuenciacion con lllumina® y la genotipificacion de SNP de aislados clinicos de parasitos
obtenidos de pacientes con paludismo en las provincias de Pursat y Ratanakiri, Camboya, se han descrito
anteriormente®- El andlisis estructural poblacional de estos parasitos identificé cuatro subpoblaciones: KH1, KH2, KH3
y KH4. Se consider6 que los parasitos de cualquiera de estos cuatro grupos con <80 % de ascendencia estaban
mezclados (KHA).

Ejemplo 11. Adquisicion temporal de mutaciones en el linaje F32-ARTS5

El linaje F32-ART5 se exploré mediante secuenciacion hologendmica utilizando muestras recogidas en el momento 0
(linea clonal F32-Tanzania original), Dia 196 (ciclo de presion n° 23 con 0,2 uM), Dia 385 (ciclo de presién n® 39 con
1,8 uM), Dia 618 (ciclo de presion n® 56 con 9 uM) y Dia 2250 (ciclo de presion n® 120 con 9 pyM). La muestra F32-
TEM se recogio6 el dia 2250. Muestras adicionales recogidas en el momento de los ciclos de presion 30, 33, 34, 36, 68
y 98 se estudiaron mediante PCR. El ADN de los cultivos de parasitos se extrajo utilizando el kit de preparacion de
moldes de PCR de alta pureza (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las muestras F32-ART5 analizadas en el ensayo de supervivencia en la fase de anillo (RSA%3") se recogieron en el
momento de los ciclos de presion 17, 48 y 122 (ART, 0,04, 2,7 y 9 uM), respectivamente. La muestra F32-TEM se
recogio en el Ultimo ciclo de presion simulada. Las tasas de supervivencia de RSA%-3" se determinaron en experimentos
por triplicado con diferentes lotes de gldbulos rojos, y se evaluaron como se indico anteriormente utilizando frotis finos
tefidos con Giemsa cuya lectura fue realizada por dos microscopistas independientes (B.W. y F. B.-V.). Las tasas de
supervivencia se compararon utilizando la prueba de la U de Mann Whitney. Las tasas de supervivencia de RSA%-3h
de las muestras F32-ART5 fueron las siguientes: a los ciclos de presion farmacolégica: n°® 17 (n = 3, mediana 0 %,
RIC 0-0,07 %), n° 48 (n = 3, mediana 11,7 %, RIC 10,3-14,6; P=0,04 para n® 17 frente a n® 48, prueba de la U de Mann
Whitney) y n® 122 (n=3, mediana 12,8 %, RIC 10,6-14,5, P=0,04 y P=0,82 para n° 17 frente a n® 122 y n° 48 frente a
n° 122). La tasa de supervivencia RSA®-3" de la linea F32-TEM también se determind en experimentos realizados por
triplicado (n=3, mediana 0 %, RIC 0-0,05, P=0,81 para n°® TEM frente a n°® 17, prueba de la U de Mann-Whitney).

Ejemplo 12. Prevalencia de mutaciones de hélice K13 en 886 aislados clinicos de parasitos recogidos en seis
provincias de Camboya en 2001-2012

La hélice K13 se genotipificd mediante la secuenciaciéon de productos de PCR amplificados a partir de 886 muestras
de sangre conservadas en archivo. En la Fig. 3 se indica el numero de muestras analizadas de cada provincia cada
afo. Para comparar la frecuencia de aislados que llevaban una secuencia de hélice K13 de tipo silvestre en cada
provincia a lo largo del tiempo, se utilizé la prueba exacta de Fisher. Durante la década se observd una disminucion
significativa de la frecuencia del alelo de hélice K13 de tipo silvestre en las provincias occidentales. En Pailin, disminuyo
de 30,0 % en 2001-2002 (12/40) a 4,8 % en 2011-2012 (4/84), P=0,0002, prueba exacta de Fisher; en Battambang de
71,9 % en 2001-2002 (46/64) a 7,0 % en 2011-2012 (5/71), P<10-6; en Pursat de 50,0 % en 2003-2004 (5/10) a 10,5 %
en 2011-2012 (2/19), P=0,03; y en Battambang de 93,3 % en 2001-2002 (14/15) a 29,4 % en 2011-2012 (5/17),
P=0,0003. No se observaron disminuciones significativas en la frecuencia de alelos de tipo silvestre en Preah Vihear
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[de 92,6 % en 2001-2002 (25/27) a 84,2 % en 2011-2012 (16/19), P=0,63]; o en Ratanakiri de 96,4 % en 2001-2002
(54/56) a 94,3 % en 2011-2012 (33/35), P=0,63]. La frecuencia de C580Y aumenté en Pailin de 45,0 % (18/40) en
2001-2002 a 88,1 % (74/84) en 2011-2012 (P <10-6), y en Battambang de 7,8 % (5/64) en 2001-2002 a 87,3 % (62/71)
en 2011-2012 (P <10-6), lo que indica su rapida invasion de la poblacion y fijacion proxima en estas provincias.

Ejemplo 13. Modelado tridimensional de la estructura de la hélice K13

El modelo estructural tridimensional del dominio de hélice kelch de PF3D7_1343700 ('hélice K13') se obtuvo mediante
un modelo de homologia que satisface las restricciones espaciales utilizando Modeller v9.11 (Fiser A, Sali A (2003)).
"Modeller: generation and refinement of homology-based protein structure models". Meth. Enzymol. 374: 461-91). Los
295 aminoacidos que componen la hélice K13 son 22 %, 25 % y 25 % idénticos a los del dominio de hélice kelch de
las proteinas humanas Keap1 [Banco de Datos de Proteinas ((Protein Data Bank, PDB)) 2FLU], KLHL12 (PDB 2VPJ)
y KLHL2 (PDB 2XN4), respectivamente, que se utilizaron como moldes para modelar la estructura tridimensional de
la hélice K13. La fiabilidad del modelo obtenido se evalué utilizando dos criterios clasicos. En primer lugar, la
importancia de la alineacion de secuencias entre el dominio kelch K13 y un molde se confirmé con un valor E=0, segun
lo calculado por Modeller utilizando el Built-Profile habitual. En segundo lugar, el modelo obtuvo una puntuacion = 1
del modelo GA341 (una puntuacion = 0,7 corresponde a modelos muy fiables). La localizacion de los mutantes en el
modelo tridimensional de K13 se preparé utilizando el sistema Molecular Graphics de PyMOL, version 1.5.0.4
(Schrédinger, Portland, OR).

Ejemplo 14. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con Microsoft Excel y MedCalc version 12 (Mariakerke, Bélgica). Los datos cuantitativos se
expresaron como mediana, rango intercuartilico (RIC). La prueba de la U de Mann-Whitney (muestras independientes,
bilaterales) se utilizé para comparar dos grupos, y la prueba de Kruskal-Wallis (prueba de la H, bilateral) se utilizé para
comparar mas de dos grupos. El coeficiente de correlacion de rango rho de Spearman (y el intervalo de confianza del
95 % para el coeficiente de correlacion) se utilizé para medir la fuerza de la relacion entre la prevalencia del alelo de
hélice K13 de tipo silvestre y la frecuencia de positividad del dia 3 (definida como la persistencia de parasitos detectable
al microscopio el tercer dia de la terapia combinada basada en artemisinina)?. La prueba exacta de Fisher se utilizd
para comparar los datos de frecuencia y el método exacto de Clopper-Pearson basado en la distribucion beta se utilizd
para determinar los intervalos de confianza del 95 % para las proporciones. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando los valores de P eran inferiores a 0,05.

Ejemplo 15. SNP adicionales Después de la primera recogida de 941 aislados clinicos de P. falciparum de pacientes
camboyanos, como se describe en el Ejemplo 5, se recogieron muestras de sangre adicionales de pacientes infectados
con P. falciparum en varios paises africanos como Benin, Angola y Camerun, y en Sudamérica, siguiendo el mismo
procedimiento experimental que el del Ejemplo 5. Se recogio un total de 9523 muestras de sangre.

Continente Pais Total NI disponible tasa
AFRICA Benin 232 31 201 87 %
AFRICA Camerun 593 4 589 99 %
AFRICA Republica Centroafricana 400 46 354 89 %
AFRICA Comoros 27 0 27 100 %
AFRICA Comoros 309 2 307 99 %
AFRICA Republica Democratica del Congo 92 0 92 100 %
AFRICA Republica Democratica del Congo 924 58 866 94 %
AFRICA Etiopia 146 20 126 86 %
AFRICA Gabon 153 109 44 29 %
AFRICA Gabon 56 7 49 88 %
AFRICA Kenia 191 14 177 93 %
AFRICA Madagascar 275 21 254 92 %
AFRICA Mali 14 0 14 100 %
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(continuacion)

Continente Pais Total NI disponible tasa
AFRICA Niger 602 236 366 61 %
AFRICA Niger 164 19 145 88 %
AFRICA Nigeria 206 26 180 87 %
AFRICA Ruanda 293 1 292 100 %
AFRICA Senegal 108 67 41 38 %
AFRICA Senegal 138 0 138 100 %
AFRICA Tanzania 232 0 232 100 %
AFRICA Togo 476 0 476 100 %
AFRICA Uganda 279 11 268 96 %
AFRICA Zambia 298 21 277 93 %
ASIA Bangladesh 295 15 280 95 %
ASIA Camboya 882 0 882 100 %
ASIA China 180 1 179 99 %
ASIA Indonesia 110 4 106 96 %
ASIA Iréan 78 2 76 97 %
ASIA RDP de Laos 75 0 75 100 %
ASIA RDP de Laos 47 2 45 96 %
ASIA Filipinas 120 21 99 83 %
ASIA Tailandia 150 2 148 99 %
ASIA Tailandia 57 0 57 100 %
ASIA Vietnam 177 1 176 99 %
OCEANIA Papua Nueva Guinea 55 13 42 76 %
OCEANIA Islas Salomén 44 1 43 98 %
S. AMERICA Brasil 237 0 237 100 %
S. AMERICA Colombia 535 12 523 98 %
S. AMERICA Guayana Francesa 198 20 178 90 %
S. AMERICA Peru 75 6 69 92 %
TOTAL 9523 793 8730

NI: muestra no interpretable

El dominio de hélice K13 se genotipificd mediante secuenciacion de productos de PCR amplificados a partir del ADN
del parasito como se describe en el Ejemplo 9.

Se encontraron SNP no sinénimos adicionales en el dominio de hélice K13. Al final, los inventores identificaron 27
SNP enumerados a continuacion:

F446l ttt/att

G449A ggt/gct
N458Y aat/tat
C469Y tgc/tac

W470finalizad

or tgg/tga
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A481V
Y493H
K503N
§522C
V534A
R539T
1543T
G548D
P553L
V555A
A557S
R561H
K563R
V568G
P574L
A578S
C580Y
F583L
D584V
V589l
Q613E
D641G

gct/gtt
tac/cac
aag/aat
agt/tgt
gtt/gct
agalaca
att/act
ggc/gac
ccglctg
gta/gca
gcaltca
cgt/cat
aaalaga
gtg/ggg
cct/ctt
gct/tct
tgt/tat
ttt/tta/g
gat/gtt
gtc/atc
caal/gaa
gat/ggt

Ejemplo 16: Método para detectar simultaneamente todas las mutaciones en el dominio de hélice K13 (Figura 13)

Este ejemplo describe detalles relacionados con el método para detectar simultdneamente todas las mutaciones en el
dominio de hélice K13 (Figura 13). La deteccion de SNP se realiza en tres etapas:

hibridacion de todas las sondas con ADN amplificado (primera etapa); ligamiento de la sonda conservada con sonda
especifica de alelo (segunda etapa) y lectura de la fluorescencia emitida por biotina y por fluorescencia especifica de

alelo (tercera etapa)

Listado de mutaciones detectadas
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. F446l ttt/att,

. G449A ggt/gct
. N458Y aat/tat

. C469Y tgcl/tac
. W470finalizador  tgg/tga
. A481V gct/gtt

. Y493H tac/cac
. K503N aag/aat
. S522C agt/tgt

. V534A gtt/gct

. R539T agal/aca
. 1543T att/act

. G548D ggc/gac
. P553L ccglctg
. V555A gta/gca
. A557S gcaltca
. R561H cgt/cat
. K563R aaal/aga
. V568G gta/gag
. P574L cct/ctt

. A578S gct/tct

. C580Y tgt/tat

. F583L ttt/tta/g
. D584V gat/gtt

. V589l gtc/atc

. Q613E caa/gaa
. D641G gat/ggt.
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Secuencia del dominio de hélice K13 con todas las mutaciones

GCCTTGTTGAAAGAAGCAGAATTTTATGGTATTAAATTTTTACCATTCCCATTAGTATTTTGTATAGGT
GGATTTGATGGTGTAGAATATTTAAATTCGATGGAATTATTAGATATTAGTCAACAATGCTGGCGTAT
GTGTACACCTATGTCTACCAAAAAAGCTTATTTTGGAAGTGCTGTATTGAATAATTTCTTATACGTTTTT
GGTGGTAATAACTATGATTATAAGGCTTTATTTGAAACTGAGGTGTATGATCGTTTAAGAGATGTATG
GTATGTTTCAAGTAATTTAAATATACCTAGAAGAAATAATTGTGGTGTTACGTCAAATGGTAGAATTT
ATTGTATTGGGGGATATGATGGCTCTTCTATTATACCGAATGTAGAAGCATATGATCATCGTATGAAA
GCATGGGTAGAGGTGGCACCTTTGAATACCCCTAGATCATCAGCTATGTGTGTTGCTTTTGATAATAA
AATTTATGTCATTGGTGGAACTAATGGTGAGAGATTAAATTCTATTGAAGTATATGAAGAAAAAATGA
ATAAATGGGAACAATTTCCATATGCCTTATTAGAAGCTAGAAGTTCAGGAGCAGCTTTTAATTACCTTA
ATCAAATATATGTTGTTGGAGGTATTGATAATGAACATAACATATTAGATTCCGTTGAACAATATCAA
CCATTTAATAAAAGATGGCAATTTCTAAATGGTGTACCAGAGAAAAAAATGAATTTTGGAGCTGCCAC
ATTGTCAGATTCTTATATAATTACAGGAGGAGAAAATGGCGAAGTTCTAAATTCATGTCATTTCTTTTC
ACCAGATACAAATGAATGGCAGCTTGGC (nt 1279-2127 of SEQ ID NO:1).

Primera ETAPA: Amplificacién por PCR de la secuencia del dominio de hélice K13
La amplificaciéon por PCR se realiz6 segun el Ejemplo 9. Para la PCR primaria, los cebadores son:

K13_1_F 5-CGGAGTGACCAAATCTGGGA-3' (SEQ ID NO:9)
K13_4_R 5-GGGAATCTGGTGGTAACAGC-3' (SEQ ID NO:10)

Para la PCR anidada, los cebadores son:

K13_3_F 5'-GCCTTGTTGAAAGAAGCAGA-3' (SEQ ID NO:14)
K13_2_R 5'-GCCAAGCTGCCATTCATTTG-3' (SEQ ID NO:13)

Segunda ETAPA: Deteccion de SNP

Para cada SNP se utilizé una sonda conservada que se hibridaba con la secuencia conservada cadena abajo de la
posicion del nucleétido mutado. Esta sonda tiene un fosfato [Fos] en el extremo 5' para permitir el ligamiento y una
etiqueta de Biotina [EtqBtn] en el extremo 3'; para cada SNP también se utilizaron dos sondas especificas de alelo
que se hibridaban con el coddn de tipo silvestre o con el codén mutante. Cada una de las sondas especificas de alelo
tiene una etiqueta fluorescente especifica (Etiqueta TS por etiqueta especifica para el codén de tipo silvestre y Etiqueta
MT por etiqueta especifica para el codon mutante).

Listado de sondas:

F446I tit/att
[FosITTTGTATAGGTGGATTT[EtqBtn] (SEQ ID NO:53)
Etiqueta_TS_T CCATTCCCATTAGTAT (SEQ ID NO:54)
Etiqueta MT_A CCATTCCCATTAGTAA (SEQ ID NO:55)

G449A ggt/gct

[Fos]TGGATTTGATGGTGTAGAA[EtgBtn] (SEQ ID NO:56)
Etiqueta_TS_G CATTAGTATTTTGTATAGG (SEQ ID NO:57)
Etigueta MT_C CATTAGTATTTTGTATAGC (SEQ ID NO:58)

N458Y aat/tat

[Fos]ATTCGATGGAATTATTAGATATTAGTCAACAA[EtgBtn] (SEQ ID NO:59)
Etiqueta_TS_A GSTGGATTTGATGGTGTAGAATATTTAA (SEQ ID NO:60)
Etiqueta_MT_C CATTAGTATTTTGTATAGC (SEQ ID NO:61)

C469Y tgc/tac

[Fos]CTGGCGTATGTGTACAC[EtgBtn] (SEQ ID NO:62)
Etiqgueta_ TS_G ATATTAGTCAACAATG (SEQ ID NO:63)
Etiqueta_ MT_A ATATTAGTCAACAATA (SEQ ID NO:64)

W470finalizador tgg/tga
[Fos]CGTATGTGTACACCTATGIEtgBtn] (SEQ ID NO:65)
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Etiqueta_TS_G ATTAGTCAACAATGCTGG (SEQ ID NO:66) Etiqueta_MT_A ATTAGTCAACAATGCTGA (SEQ ID

NO:67)

A481V gct/ gtt

[Fos]TTATTTTGGAAGTGCTGTA[EtqBtn] (SEQ ID NO:68)
Etiqueta_TS_C TATGTCTACCAAAAAAGC (SEQ ID NO:69)
Etiqueta_ MT_T TATGTCTACCAAAAAAGT (SEQ ID NO:70)

Y493H tac/cac
[Fos]ACGTTTTTGGTGGTAATAACTATGATT[EtgBtn] (SEQ ID NO:71)

Etiqueta_TS_T TGGAAGTGCTGTATTGAATAATTTCTTAT (SEQ ID NO:72)
Etiqueta_ MT_C TGGAAGTGCTGTATTGAATAATTTCTTAC (SEQ ID NO:73)

S522C agt/igt

[Fos]GTAATTTAAATATACCTAGA[EtgBtn] (SEQ ID NO:74)
Etiqueta_TS_A GATGTATGGTATGTTTCAA (SEQ ID NO:75)
Etiqueta_ MT_T GATGTATGGTATGTTTCAT (SEQ ID NO:76)

V534A gtt/gct

[Fos]TACGTCAAATGGTAGAATI[EtgBtn] (SEQ ID NO:77)
Etiqgueta_TS_T GAAGAAATAATTGTGGTGT (SEQ ID NO:78)
Etiqueta_ MT_C GAAGAAATAATTGTGGTGC (SEQ ID NO:79)

R539T aga/aca

[FOoS]AATTTATTGTAYTGGGGGATATGATG[BtnTg] (SEQ ID NO:80)
Etiqueta_TS_G TGTGGTGTTACGTCAAWTGGTAG (SEQ ID NO:81)
Etiqueta MT_C TGTGGTGTTACGTCAAWTGGTAC (SEQ ID NO:82)

1543 aTt/aCt

[Fos]TGGGGGATATGATGGCTCT [BtnTg] (SEQ ID NO:83)

Etiqueta_TS_T TGTTACGTCAAWTGGTASAATTTATTGTAT (SEQ ID NO:84)
Etiqueta_ MT_C TGTTACGTCAAWTGGTASAATTTATTGTAC (SEQ ID NO:85)

G548D ggc/gac

[Fos]CTCTTCTATTATACCGA[BtnTg] (SEQ ID NO:86)
Etiqueta_ TS_G ATTGGGGGATATGATGG (SEQ ID NO:87)
Etiqueta_TS_A ATTGGGGGATATGATGA (SEQ ID NO:88)

P553L ccg/ctg
[Fos]|GAATGTAGAAGCATATGATCATCRTATG[BtnTg] (SEQ ID NO:89)

Etiqueta_TS_C GGGATATGATGGCTCTTCTATTATACC (SEQ ID NO:90)
GGGATATGATGGCTCTTCTATTATACT (SEQ ID NO:91)

V555A gta/gca

[Fos]AGAAGCATATGATCATCGI[EtgBtn] (SEQ ID NO:92)
Etiqueta_TS_T CTTCTATTATACCGAATGT (SEQ ID NO:93)
Etiqueta_ MT_T GATGTATGGTATGTTTCAT (SEQ ID NO:94)

AB57S gcaltca
[Fos]CATATGATCATCGTATGAI[EtgBtn] (SEQ ID NO:95)

Etiqueta_TS_G TTATACCGAATGTAGAAG (SEQ ID NO:96)
Etiqueta_ MT_T TTATACCGAATGTAGAAT (SEQ ID NO:97)

R561H cgt/cat
[Fos]TATGAAAGCATGGGTAGA[EtgBtn] (SEQ ID NO:98)

Etiqueta_TS_G GAAGCATATGATCATCG (SEQ ID NO:99)
Etiqueta_ MT_A GAAGCATATGATCATCA (SEQ ID NO:100)

K563R aaa/aga
[Fos]AGCATGGGTAGAGGTGG[EtgBtn] (SEQ ID NO:101)
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Etiqueta_TS_A CATATGATCATCGTATGAA (SEQ ID NO:102)
Etiqueta_MT_G CATATGATCATCGTATGAG (SEQ ID NO:103)

V568G gtg/ggg

[Fos]|GGCACCTTTGAATACCCYTAGATI[EtgBtn] (SEQ ID NO:104)
Etiqgueta_TS_T CRTATGAAAGCATGGGTAGAGGT (SEQ ID NO:105)
Etigueta_ MT_G CRTATGAAAGCATGGGTAGAGGG (SEQ ID NO:106)

P574L cct/ctt

[Fos]TAGATCATCAGCTATGTGIEtgBtn] (SEQ ID NO:107)
Etiqueta_ TS_C GCACCTTTGAATACCCC (SEQ ID NO:108)
Etiqueta_ MT_T GCACCTTTGAATACCCT (SEQ ID NO:109)

A578S gct/tct
[Fos]CTATGTGTGTTGCTTTT[EtgBtn] (SEQ ID NO:110)

Etiqueta_TS_G GACCCCTAGATCATCAG (SEQ ID NO:111) Etiqueta_MT_T GACCCCTAGATCATCAT (SEQ ID
NO:112)

C580Y tgt/tat

[FosITGTTGCTTTTGWTAATAAAATTTATGTC[EtgBtn] (SEQ ID NO:113)
Etiqueta_TS_G AATACCCYTAGATCATCAGCTATGTG (SEQ ID NO:114)
Etiqueta_MT_A AATACCCYTAGATCATCAGCTATGTA (SEQ ID NO:115)

F583L/F583S/F583Y ttt/ctt/tct/tat
[Fos]TGATAATAAAATTTATGTCATTGIEtqBtn] (SEQ ID NO:116)

Etiqueta_TS_T CTATGTGTGTTGCTTT (SEQ ID NO:117)
Etiqueta MT_C1 CTATGTGTGTTGCTTC (SEQ ID NO:118)
Etiqueta MT_A CTATGTGTGTTGCTTA (SEQ ID NO:119)
[Fos]HTGATAATAAAATTTATGTCATTG[EtqBtn] (SEQ ID NO:120)
Etiqueta_ TS T2 CTATGTGTGTTGCTT (SEQ ID NO:121)
Etiqueta_MT_C2 CTATGTGTGTTGCTC (SEQ ID NO:122)

D584V gat/gtt

[Fos]TAATAAAATTTATGTCATTGGIEtgBtn] (SEQ ID NO:123)
Etiqueta_ TS_A ATGTGTGTTGCTTTTGA (SEQ ID NO:124)
Etiqueta MT_T ATGTGTGTTGCTTTTGT (SEQ ID NO:125)

V589l gtc/atc

[Fos]TCATTGGTGGAACTAATGG[EtgBtn] (SEQ ID NO:126)
Etiqueta_TS_G GCTTTTGATAATAAAATTTATG (SEQ ID NO:127)
Etiqueta MT_A GCTTTTGATAATAAAATTTATA (SEQ ID NO:128)

Q613E caa/gaa

[Fos] AATTTCCATATGCCTTAT[EtqBtn] (SEQ ID NO:129)

Etiqueta_TS_C AAAATGAATAAATGGGAAC (SEQ ID NO:130)

Etiqueta_ MT_G AAAATGAATAAATGGGAAG (SEQ ID NO:131)

D641G gat/ggt.

[Fos] TAATGAACATAACATATTAGIEtqBtn] (SEQ ID NO:132)

Etiqueta_TS_A GTTGTTGGAGGTATTGA (SEQ ID NO:133)

Etiqueta_ MT_G GTTGTTGGAGGTATTGG (SEQ ID NO:134)
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSTITUT PASTEUR INSTITUT PASTEUR DU CAMBODGE CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

<120> Un marcador molecular de Plasmodium falciparum de resistencia a artemisinina
<130>B11017B - AD

<140> PCT/IB2014/XXXXXX
<141>14/11/2014
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10

15

<150> 61/904.651
<151> 15/11/2013

<150> 62/062,439
<151>10/10/2014

<160> 134

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 2181
<212> ADN

<213> Plasmodium falciparum

<400> 1

atggaaggag
gatagggaat
gattctaatt
ttcecttttaa
atgagtgtat
agaacattta
aataaaaaaa
aataatctga
tcaattatga
gattctggat
gaaaagaaaa
gatttaagaa
aaagataaat
gaattagaaa
gatattgata

cgatttgatg

aaaaagtaaa
ctggtggtaa
catttatgaa
ataatagtag
tagattcgaa
ataatatgtc
aagatactat
cagcaaataa
ataccaacaa
taaacaattt
ttattgaaac
ttacatttat
tatttaaaga
accgtaaaaa
tatctaatgg

aagaaagatt

ES 2720 728 T3

aacaaaagca
cagcaatagt
tctaactagt
ttatggaaat
ctttgatagt
taaagataat
tacaaatgaa
tataactaat
aaaagagaat
aaaaaaattt
ggaattaagt
taattggtta
taagaaagaa
tattgaagaa
ttataaacaa

aagattttta

aatagtatct
gatgataaaa
gataaaaatg
gttaaagata
aaaaaagatt
ataggaaata
aataataata
aatcttatta
tttttagatg
tcaactgtaa
gatgctagtg
aaaaagacac
ctagaaatgg
cagaaattac
ataaaaaaag

caagaaatcg

43

cgaatttttc
gcggaagtag
agaaaacgga
gcctattaga
ttttaccaag
aatatttaaa
ttaatcataa
ataataatat
cagcaaatct
ataatgtaaa
attttgaaaa
aaatgaattt
aaagagtacg
atgatgaaag
aaaaagaaga

ataaaattaa

tatgacgtat
tagcgagaat
aaataatagt
atccattgat
taatttatca
taaattgtta
taataataat
gaattctcca
tataaatgat
tgatacttat
tatggtaggt
tattcgagaa
attgtacaaa
aaagaaatta
acataggaaa

attagtatta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tatttagaaa
attgttgatg
tttgaaacat
agtggaagac
gagttattta
gatttaagtg
ccattcccat
gaattattag
gcttattttg
gattataagg
tcaagtaatt
tattgtattg
cgtatgaaag
gttgcttttg
attgaagtat
gctagaagtt
gataatgaac
caatttctaa
tcttatataa
ccagatacaa
gttttaatag
<210> 2

<211> 726
<212> PRT

aagaaaaata
caaatattgc
ctagacatac
atcatgtaac
gaattatact
aaagtgaagc
tagtattttg
atattagtca
gaagtgctgt
ctttatttga

taaatatacc

ggggatatga
catgggtaga
ataataaaat
atgaagaaaa
caggagcagc
ataacatatt
atggtgtacc
ttacaggagg
atgaatggca

caaatatata

<213> Plasmodium falciparum

<400> 2

ES 2720 728 T3

ttatcaagaa
tactgaaact
cttaacacaa
cagagataaa
taacttctta
cttgttgaaa
tataggtgga
acaatgctgg
attgaataat
aactgaggtg
tagaagaaat
tggctcttcet
ggtggcacct
ttatgtcatt
aatgaataaa
ttttaattac
agattccgtt
agagaaaaaa
agaaaatggc
gcttggccca

a

tataaaaatt
atgattgata
caaaaagatt
caaggaagaa
agaaatccgt
gaagcagaat
tttgatggtg
cgtatgtgta
ttcttatacg
tatgatcgtt
aattgtggtg
attataccga
ttgaataccc
ggtggaacta
tgggaacaat
cttaatcaaa
gaacaatatc
atgaattttg
gaagttctaa

tctttattag

44

ttgagaatga
ttaatgttgg
catttataga
tattcttaga
taactatace
tttatggtat
tagaatattt
cacctatgtc
tttttggtgg
taagagatgt
ttacgtcaaa
atgtagaagc
ctagatcatc
atggtgagag
ttccatatge
tatatgttgt
aaccatttaa
gagctgccac
attcatgtca

ttcccagatt

taaaaaaaaa
tggagctatt
gaaattatta
tagggatagt
cataccaaaa
taaattttta
aaattcgatg
taccaaaaaa
taataactat
atggtatgtt
tggtagaatt
atatgatcat
agctatgtgt
attaaattct
cttattagaa
tggaggtatt
taaaagatgg
attgtcagat
tttcttttca

tggtcactce

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2181



Met Glu Gly Glu
1

Ser Met Thr Tyr
20

Lys Ser Gly Ser
35

Thr Ser Asp Lys

ES 2720 728 T3

Lys Val Lys

5

Asp Arg Glu

Ser Ser Glu

Asn Glu Lys

Thr Lys Ala Asn
10

Ser Gly Gly Asn
25

Asn Asp Ser Asn
40

Thr Glu Asn Asn

45

Ser

Ser

Ser

Ser

Ile

Asn

Phe

45

Phe

Ser

Ser
30

Met

Asn Phe

15

Asp Asp

Asn Leu

Leu Asn



Asn

Met

Ser

Asn

Ala

145

Ser

Leu

vVal

Leu

Thr

225

Lys

Leu

Lys

50

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

130

Asn

Ile

Ile

Asn

Ser

210

Phe

Asp

Leu

His

Gln
290

Ser

val

Leu

Tyr

115

Asn

Asn

Met

Asn

Asn

195

Asp

Ile

Lys

Tyr

Asp

275

Ile

Tyr

Leu

Ser

100

Leu

Asn

Ile

Asn

Asp

180

val

Ala

Asn

Leu

Lys

260

Glu

Lys

Gly

Asp

85

Arg

Asn

Asn

Thr

Thr

165

Asp

Asn

Ser

Trp

Phe

245

Glu

Arg

Lys

ES 2720 728 T3

Asn

70

Ser

Thr

Lys

Ile

Asn

150

Asn

Ser

Asp

Asp

Leu

230

Lys

Leu

Lys

Glu

55

vVal

Asn

Phe

Leu

Asn

135

Asn

Lys

Gly

Thr

Phe

215

Lys

Asp

Glu

Lys

Lys
295

Lys

Phe

Asn

Leu

120

His

Leu

Lys

Leu

Tyr

200

Glu

Lys

Lys

Asn

Leu

280

Glu

46

Asp

Asp

Asn

105

Asn

Asn

Ile

Glu

Asn

185

Glu

Asn

Thr

Lys

Arg

265

Asp

Glu

Ser

Ser

90

Met

Lys

Asn

Asn

Asn

170

Asn

Lys

Met

Gln

Glu

250

Lys

Ile

His

Leu

75

Lys

Ser

Lys

Asn

Asn

155

Phe

Leu

Lys

val

Met

235

Leu

Asn

Asp

Arg

60

Leu

Lys

Lys

Lys

Asn

140

Asn

Leu

Lys

Ile

Gly

220

Asn

Glu

Ile

Ile

Lys
300

Glu

Asp

Asp

Asp

125

Asn

Met

Asp

Lys

Ile

205

Asp

Phe

Met

Glu

Ser

285

Arg

Ser

Phe

Asn

110

Thr

Asn

Asn

Ala

Phe

190

Glu

Leu

Ile

Glu

Glu

270

Asn

Phe

Ile

Leu

95

Ile

Ile

Leu

Ser

Ala

175

Ser

Thr

Arg

Arg

Arg

255

Gln

Gly

Asp

Asp

Pro

Gly

Thr

Thr

Pro

160

Asn

Thr

Glu

Ile

Glu

240

val

Lys

Tyr

Glu



Glu
305

Tyr

Thr

His

385

Glu

Pro

Glu

Gly

Ile

465

Ala

Gly

Gly
545

Arg

Leu

Lys

Ile

Gln

370

val

Leu

Ile

Phe

Gly

450

Ser

Tyr

Asn

Leu

Asn

530

Tyr

Leu

Glu

Lys

Asn

355

Gln

Thr

Phe

Pro

Tyr

435

Phe

Gln

Phe

Asn

Arg

515

Asn

Asp

Arg

Lys

Lys

340

vVal

Lys

Arg

Arg

Lys

420

Gly

Asp

Gln

Gly

Tyr

500

Asp

Cys

Gly

Phe

Glu

325

Ile

Gly

Asp

Asp

Ile

405

Asp

Ile

Gly

Cys

Ser

485

Asp

val

Gly

Ser

ES 2720 728 T3

Leu

310

Lys

Val

Gly

Ser

Lys

390

Ile

Leu

Lys

Val

Trp

470

Ala

Tyr

Trp

val

Ser
550

Gln

Tyr

Asp

Ala

Phe

375

Gln

Ser

Phe

Glu

455

Arg

val

Lys

Tyr

Thr

535

Ile

Glu

Tyr

Ala

Ile

360

Ile

Gly

Asn

Glu

Leu

440

Tyr

Met

Leu

Ala

val

520

Ser

Ile

Ile

Gln

Asn

345

Phe

Glu

Arg

Phe

Ser

425

Pro

Leu

Cys

Asn

Leu

505

Ser

Asn

Pro

47

Asp

Glu

330

Ile

Glu

Lys

Ile

Leu

410

Glu

Phe

Asn

Thr

Asn

490

Phe

Ser

Gly

Asn

Lys

315

Tyr

Ala

Thr

Leu

Phe

395

Arg

Ala

Pro

Ser

Pro

475

Phe

Glu

Asn

Arg

Val
555

Ile

Lys

Thr

Ser

Leu

380

Leu

Asn

Leu

Leu

Met

460

Met

Leu

Thr

Leu

Ile

540

Glu

Lys

Asn

Glu

Arg

365

Ser

Asp

Pro

Leu

val

445

Glu

Ser

Tyr

Glu

Asn

525

Tyr

Ala

Leu

Phe

Thr

350

His

Gly

Leu

Lys

430

Phe

Leu

Thr

val

Val

510

Ile

Cys

Tyr

val

Glu

335

Met

Thr

Arg

Asp

Thr

415

Glu

Cys

Leu

Lys

Phe

495

Tyr

Pro

Ile

Asp

Leu

320

Asn

Ile

Leu

His

Ser

400

Ile

Ala

Ile

Asp

Lys

480

Gly

Asp

Arg

Gly

His
560



ES 2720 728 T3

Arg Met Lys Ala Trp Val Glu Val Ala Pro Leu Asn Thr Pro Arg Ser
565 570 575

Ser Ala Met Cys Val Ala Phe Asp Asn Lys Ile Tyr Val Ile Gly Gly
580 585 590

Thr Asn Gly Glu Arg Leu Asn Ser Ile Glu Val Tyr Glu Glu Lys Met
595 600 605

Asn Lys Trp Glu Gln Phe Pro Tyr Ala Leu Leu Glu Ala Arg Ser Ser
610 615 620

Gly Ala Ala Phe Asn Tyr Leu Asn Gln Ile Tyr Val Val Gly Gly Ile
625 630 635 640

Asp Asn Glu His Asn Ile Leu Asp Ser Val Glu Gln Tyr Gln Pro Phe
645 650 655

Asn Lys Arg Trp Gln Phe Leu Asn Gly Val Pro Glu Lys Lys Met Asn
660 665 670

Phe Gly Ala Ala Thr Leu Ser Asp Ser Tyr Ile Ile Thr Gly Gly Glu
675 680 685

Asn Gly Glu Val Leu Asn Ser Cys His Phe Phe Ser Pro Asp Thr Asn
690 695 700

Glu Trp Gln Leu Gly Pro Ser Leu Leu Val Pro Arg Phe Gly His Ser
705 710 715 720

Val Leu Ile Ala Asn Ile
725

<210> 3

<211>712

<212> PRT

<213> Plasmodium vivax

<400> 3

Met Glu Gly Glu Lys Ile Lys Ser Asn Ser Ile Ser Asn Phe Ser Val
1 5 10 15

Thr Tyr Glu Arg Glu Ser Gly Ala Asn Ser Asn Ser Asp Asp Lys Ser
20 25 30

Val Ser Ser Ser Glu Asn Glu Ser Asn Ser Phe Met Asn Leu Thr Ser
35 40 45

48



Asp

Ser

val

Leu

Tyr

Gly

Pro

145

Pro

Ser

Thr

Arg

225

Gln

Gly

Asp

Lys

50

Phe

Leu

Ser

Leu

Lys

130

vVal

Ile

Asn

Glu

Ile

210

Glu

Ile

Lys

Tyr

Glu
290

Asn

Ala

Asp

Lys

Asn

115

Asp

Lys

Asn

Ala

Leu

195

Thr

Lys

Leu

Lys
275

Glu

Glu

Asn

Ser

Asn

100

Lys

Met

Ser

Ala

Asn

180

Ser

Phe

Asp

Leu

His

260

Gln

Lys

Met

Asn

85

Phe

Leu

Asn

Ser

Asn

165

Asn

Asp

Ile

Lys

Tyr

245

Asp

Ile

Leu

ES 2720 728 T3

Thr

Lys

70

Phe

Asn

Leu

Leu

Asn

150

Glu

Ile

Ser

Asn

Leu

230

Lys

Glu

Lys

Arg

Glu

55

Asp

Asp

Asn

Asn

Met

135

Lys

Asp

Asn

Ser

Trp

215

Phe

Glu

Arg

Lys

Phe
295

Asn

Ser

Ser

Leu

Lys

120

Glu

Lys

Asn

Asp

Asp

200

Leu

Lys

Ile

Lys

Glu

280

Leu

Asn

Leu

Lys

Ser

105

Ser

Asn

Glu

Ala

Thr

185

Phe

Lys

Asp

Glu

Lys

265

Lys

Gln

49

Ser

Leu

Lys

90

Lys

Asp

Asn

Met

170

Tyr

Glu

Lys

Lys

Asn

250

Leu

Glu

Glu

Phe

Glu

Asp

Glu

Ser

Leu

Phe

155

Asn

Glu

Asn

Thr

Lys

235

Arg

Asp

Glu

Ile

Ile

60

Ser

Phe

Asn

Met

Gly

140

Met

Asn

Lys

Met

Gln

220

Glu

Lys

Ile

His

Asp
300

Leu

Ile

Leu

Leu

Phe

125

Ser

Asp

Leu

Lys

val

205

Met

Leu

Ser

Asp

Arg

285

Lys

Asn

Asp

Pro

Gly

110

Met

Ser

Lys

Ile

190

Gly

Glu

Ile

Ile

270

Lys

Ile

Asn

Ser

95

Asn

Ser

Asn

Ser

Lys

175

Ile

Asp

Phe

Met

Glu

255

Ser

Arg

Lys

Ser

Ser

Asn

Lys

Lys

Leu

Thr

160

Tyr

Glu

Leu

Ile

Glu

240

Glu

Asn

Phe

Leu



Vval

305

Glu

Met

Thr

Asp

385

Thr

Glu

Cys

Leu

Lys

465

Phe

Tyr

Pro

Ile

Asp

Leu

Asn

Ile

Leu

Tyr

370

Ser

val

Ala

Met

Asp

450

Lys

Gly

Asp

Gly
530

His

Tyr

Asp

Asp

Thr

355

His

Glu

Pro

Glu

Gly

435

Ile

Ala

Gly

Arg

Arg

515

Gly

Leu

Lys

Ile

340

Gln

Vval

Leu

Ile

Phe

420

Gly

Ser

Tyr

Asn

Leu

500

Asn

Tyr

Met

Glu

Lys

325

Asn

Gln

Thr

Phe

Pro

405

Tyr

Phe

Gln

Phe

Asn

485

Arg

Asn

Asp

Lys

ES 2720 728 T3

Lys

310

Lys

val

Lys

Arg

Arg

390

Lys

Gly

Asp

Gln

Gly

470

Tyr

Asp

Cys

Gly

Ala

Glu

Ile

Gly

Asp

Asp

375

Ile

Asp

Ile

Gly

Cys

455

Ser

Asp

Thr

Gly

Ser

535

Trp

Lys

Val

Gly

Ser

360

Lys

Ile

Leu

Lys

Val
440

Trp

Ala

Tyr

Trp

Val
520

Ser

Val

Tyr

Asp

Ala

345

Phe

Gln

Leu

Ser

Phe

425

Glu

Val

Lys

Phe

505

Thr

Ile

Glu

50

Phe

Ala

330

Ile

Ile

Gly

Asn

Glu

410

Leu

Tyr

Met

Leu

Ala

490

val

Ser

Ile

Ile

Gln

315

Asn

Phe

Glu

Arg

Phe

395

Ser

Pro

Leu

Cys

Asn

475

Leu

Ser

Asn

Pro

Ala

Glu

Ile

Glu

Lys

Ile

380

Leu

Glu

Phe

Asn

Thr

460

Asn

Phe

Ser

Gly

Asn

540

Pro

Tyr

Ala

Thr

Leu

365

Phe

Arg

Ala

Pro

Ser

445

Pro

Phe

Glu

Asn

Arg

525

Val

Leu

Lys

Thr

Ser

350

Leu

Leu

Asn

Leu

Leu

430

Met

Met

Leu

Thr

Leu

510

Ile

Glu

Asn

Asn

Glu

335

Arg

Ser

Asp

Pro

Leu

415

VvVal

Glu

Ser

Tyr

Glu

495

Asn

Tyr

Ala

Thr

Phe

320

Thr

His

Gly

Arg

Leu

400

Lys

Phe

Thr

Val

480

vVal

Ile

Cys

Tyr

Pro



545

Arg Ser

Gly Gly

Lys Met

Ser Ser
610

Gly Ile
625

Pro Phe

Met Asn

Gly Glu

Thr Asn
690

His Ser
705

<210> 4
<211> 703
<212> PRT

Ser

Thr

Asn

595

Gly

Asp

Asn

Phe

Asn

675

Glu

Val

Ser

Asn

580

Lys

Ala

Asn

Lys

Gly

660

Gly

Trp

Leu

<213> Plasmodium cynomolgi

<400> 4

Met

565

Gly

Trp

Ala

Glu

Arg

645

Ala

Asp

Gln

Ile

ES 2720 728 T3

550

Cys

Glu

Glu

Phe

His

630

Trp

Ala

Val

Ile

Ala
710

Val Ala

Arg

Gln

Asn

615

Asn

Gln

Thr

Leu

Phe

600

Tyr

Ile

Phe

Leu

Leu Asn

Gly
695

Asn

680

Pro

Ile

Phe

Asn

585

Pro

Leu

Leu

Leu

Ser

665

Ser

Ser

51

Asp

570

Ser

Tyr

Asn

Asp

Asn

650

Asp

Cys

Leu

555

Asn

Ile

Ala

Gln

Ser

635

Gly

Ser

His

Leu

Lys

Glu

Leu

Ile

620

val

Val

Tyr

Phe

val
700

Ile

Val

Leu

605

Tyr

Glu

Pro

Ile

Phe

685

Pro

Tyr

Tyr

590

Glu

val

Gln

Glu

Ile

670

Ser

Arg

val

575

Asp

Ala

val

Tyr

Lys

655

Thr

Pro

Phe

560

Ile

Glu

Gly

Gln

640

Lys

Gly

Asp

Gly



Met Glu Gly Glu Lys
1 5

Thr Tyr Glu Arg Glu
20

Val Ser Ser Ser Glu
35

Asp Lys Asn Glu Lys

ES 2720 728 T3

Ile

Ser

Asn

Thr

Lys Thr Asn

Gly Ala Asn
25

Glu Ser Asn
40

Glu Asn Asn

52

Ser Ile

10

Ser Asn

Ser Phe

Ser Phe

Ser Asn Phe Ser
15

Ser Asp Asp Lys
30

Met Asn Leu Thr
45

Ile Leu Asn Asn

Val

Ser

Ser

Ser



Ser
65

vVal

Tyr

Ser

Pro

145

Pro

Ser

Thr

Arg
225

Gln

Gly

50

Phe

Leu

Ser

Leu

Lys

130

vVal

Ile

Asn

Glu

Ile

210

Glu

Ile

Lys

Tyr

Glu
290

Ala

Asp

Lys

Asn

115

Asp

Lys

Asn

Ser

Leu

195

Thr

Lys

Arg

Leu

Lys

275

Glu

Asn

Ser

Asn

100

Lys

Met

Ser

Ala

Asn

180

Ser

Phe

Asp

Leu

His

260

Gln

Arg

Met

Asn

85

Phe

Leu

Asn

Ser

Asn

165

Asn

Asp

Ile

Lys

Tyr

245

Asp

Ile

Leu

ES 2720 728 T3

Lys

70

Phe

Asn

Leu

Asn

150

Glu

Ile

Ser

Asn

Leu

230

Lys

Glu

Lys

55

Asp

Asp

Asn

Asn

Ile

135

Lys

Asp

Asn

Ser

Trp

215

Phe

Glu

Arg

Lys

Phe
295

Ser

Ser

Leu

Lys

120

Glu

Lys

Asn

Asp

Asp

200

Leu

Lys

Ile

Lys

Glu

280

Leu

Phe

Lys

Ser

105

Ser

Asn

Glu

Ala

Thr

185

Phe

Lys

Asp

Glu

Lys

265

Lys

Gln

53

Leu

Lys

90

Lys

Asp

Asn

Gly

Met

170

Tyr

Glu

Lys

Lys

Asn

250

Leu

Glu

Glu

Glu

75

Asp

Glu

Ser

Leu

Phe

155

Asn

Glu

Asn

Thr

Lys

235

Arg

Asp

Glu

Ile

60

Ser

Phe

Asn

Ile

Gly

140

Met

Asn

Lys

Met

Gln

220

Glu

Lys

Ile

His

Asp
300

Ile

Leu

Leu

Phe

125

Ser

Asp

Arg

Lys

vVal

205

Met

Leu

Ser

Asp

Arg

285

Lys

Asp

Pro

Gly

110

Met

Asn

Ser

Lys

Ile

190

Gly

Asn

Glu

Ile

Ile

270

Lys

Ile

Leu

Ser

95

Asn

Ser

Asn

Ser

Lys

175

Ile

Asp

Phe

Glu

255

Ser

Arg

Lys

Ser

80

Asn

Lys

Lys

Leu

Thr

160

Tyr

Glu

Leu

Ile

Glu

240

Glu

Asn

Phe

Leu



val
305

Glu

Thr

Arg

Asp

385

Thr

Glu

Tyr

Met

Leu

465

Ala

val

Ser

Ile

Ile
545

Leu

Asn

Ile

Tyr
370

Ser

val

Leu

Cys

450

Asn

Leu

Ser

Asn

Pro

530

Ala

Tyr

Asp

Asp

Thr

355

His

Glu

Pro

Glu

Asn

435

Thr

Asn

Phe

Ser

Gly

515

Asn

Pro

Leu

Lys

Ile

340

Gln

val

Leu

Ile

Phe

420

Ser

Pro

Phe

Glu

Asn

500

Arg

val

Leu

Glu

Lys

325

Asn

Gln

Thr

Phe

Pro

405

Tyr

Met

Met

Thr

485

Ile

Glu

Asn

ES 2720 728 T3

Lys

310

Lys

val

Lys

Arg

Arg

390

Lys

val

Glu

Ser

Tyr

470

Glu

Asn

Tyr

Ala

Thr
550

Glu

Ile

Gly

Asp

Asp

375

Ile

Asp

Phe

Leu

Thr

455

Val

val

Ile

Cys

Tyr

535

Pro

Lys

val

Gly

Ser

360

Lys

Ile

Leu

Cys

Leu

440

Lys

Phe

Tyr

Pro

Ile

520

Asp

Arg

Tyr

Asp

Ala

345

Phe

Gln

Leu

Ser

Met

425

Asp

Lys

Gly

Asp

Arg

505

Gly

His

Ser

54

Phe

Ala

330

Ile

Ile

Gly

Asn

Glu

410

Gly

Ile

Ala

Gly

Arg

490

Arg

Gly

Arg

Ser

Gln

315

Asn

Phe

Glu

Arg

Phe

395

Ser

Gly

Ser

Tyr

Asn

475

Leu

Asn

Tyr

Met

Ser
555

Glu

Ile

Glu

Lys

Ile

380

Leu

Glu

Phe

Gln

Phe

460

Asn

Arg

Asn

Asp

Lys

540

Met

Tyr

Ala

Thr

Leu

365

Phe

Arg

Ala

Asp

Gln

445

Gly

Tyr

Asp

Cys

Gly

525

Ala

Cys

Lys

Thr

Ser

350

Leu

Leu

Asn

Leu

Gly

430

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

510

Ser

Trp

vVal

Asn

Glu

335

Arg

Ser

Asp

Pro

Leu

415

Val

Trp

Ala

Tyr

Trp

495

val

Ser

val

Ala

Phe

320

Thr

His

Gly

Arg

Leu

400

Lys

Glu

Arg

Val

Lys

480

Phe

Thr

Ile

Glu

Phe
560
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Asp Asn Lys

Ser Ile Glu

Tyr Ala Leu
595

Asn Gln Ile
610

Asp Ser Val
625

Asn Gly Val

Asp Ser Tyr

Cys His Phe
675

Leu Leu Val
690

<210>5
<211>712
<212> PRT

Ile

val

580

Leu

Tyr

Glu

Pro

Ile

660

Phe

Pro

<213> Plasmodium knowlesi

<400> 5

Met Glu Asp
1

Thr Tyr Glu

Val Ser Ser
35

Asp Lys Asn
50

Ser Phe Ala
65

Glu

Arg

20

Ser

Glu

Asn

Tyr

565

Tyr

Glu

Val

Gln

Glu

645

Ile

Ser

Arg

Lys

Glu

Glu

Lys

Met

ES 2720 728 T3

vVal

Asp

Ala

vVal

Tyr

630

Lys

Thr

Pro

Phe

Ile

Ser

Asn

Thr

Lys
70

Ile Gly

Glu Lys

Arg Ser
600

Gly Gly
615

Gln Pro

Lys Met

Gly Gly

Asp Thr
680

Gly His
695

Lys Ser

Gly Ala

Glu Ser
40

Glu Asn
55

Asp Ser

Gly

Met

585

Ser

Ile

Phe

Asn

Glu

665

Asn

Ser

Asn

Asn

25

Asn

Asn

Phe

55

Thr

570

Asn

Gly

Asp

Asn

Phe

650

Asn

Glu

vVal

Ser

10

Ser

Ser

Ser

Leu

Asn

Lys

Ala

Asn

Lys

635

Gly

Gly

Trp

Leu

Ile

Asn

Phe

Phe

Glu
75

Gly

Trp

Ala

Glu

620

Arg

Ala

Asp

Gln

Ile
700

Ser

Ser

Met

Ile

60

Ser

Glu

Glu

Phe

605

His

Trp

Ala

val

Ile

685

Ala

Asn

Asp

Asn

45

Leu

Ile

Arg Leu
575

Gln Phe
590

Asn Tyr

Asn Ile

Gln Phe

Thr Leu
655

Leu Asn
670

Gly Pro

Asn Ile

Phe Ser
15

Asp Lys

30

Leu Thr

Asn Asn

Asp Leu

Asn

Pro

Leu

Leu

Leu

640

Ser

Ser

Ser

Val

Ser

Ser

Ser

Ser
80



Ile

Leu

Tyr

Asn

Pro

145

Pro

Ser

Thr

Arg

225

Gln

Gly

Asp

Val

305

Glu

Leu

Ser

Leu

Lys

130

Val

Ile

Asn

Glu

Ile

210

Glu

Ile

Lys

Tyr

Glu

290

Leu

Asn

Asp

Lys

Asn

115

Asp

Lys

Asn

Thr

Leu

195

Thr

Lys

Arg

Leu

Lys

275

Glu

Tyr

Asp

Ser

Asn

100

Lys

Met

Ser

Ala

Asn

180

Ser

Phe

Asp

Leu

His

260

Gln

Arg

Leu

Lys

Asn

85

Phe

Leu

Asn

Ser

Asn

165

Asn

Asp

Ile

Lys

Tyr

245

Asp

Ile

Leu

Glu

Lys
325

ES 2720 728 T3

Phe

Asn

Leu

Leu

Asn

150

Glu

Ile

Ser

Asn

Leu

230

Lys

Glu

Lys

Arg

Lys

310

Lys

Asp

Asn

Asn

Met

135

Arg

Asp

Asn

Ser

215

Phe

Glu

Arg

Lys

Phe

295

Glu

Ile

Ser

Leu

Lys

120

Asp

Lys

Asn

Asp

Asp

200

Leu

Lys

Ile

Lys

Glu

280

Leu

Lys

val

Lys

Ser

105

Ser

Asn

Glu

Ala

Thr

185

Phe

Lys

Asp

Glu

Lys

265

Lys

Gln

Tyr

Asp

56

Lys

90

Lys

Asp

Asn

Gly

Met

170

Tyr

Glu

Lys

Lys

Asn

250

Leu

Glu

Glu

Phe

Ala
330

Asp

Glu

Ser

Met

Phe

155

Asn

Glu

Asn

Thr

Lys

235

Arg

Asp

Glu

Ile

Gln

315

Asn

Phe

Asn

Leu

Gly

140

Met

Asn

Lys

Met

Gln

220

Glu

Lys

Ile

His

Asp

300

Glu

Ile

Leu

Leu

Phe

125

Ser

Asp

Leu

Lys

val

205

Met

Ser

Asp

Arg

285

Lys

Tyr

Ala

Pro

Gly

110

Met

Asn

Ser

Lys

Ile

1590

Gly

Asn

Glu

Ile

Ile

270

Lys

Ile

Lys

Thr

Ser

95

Ser

Asn

Ser

Lys

175

Ile

Asp

Phe

Met

Glu

255

Ser

Arg

Lys

Asn

Glu
335

Asn

Lys

Lys

Leu

Thr

160

Tyr

Glu

Ile

Glu

240

Glu

Asn

Phe

Phe
320

Thr



Thr

Asp

385

Thr

Glu

Cys

Leu

Lys

465

Phe

Tyr

Pro

Ile

Asp

545

Gly

Ile

Leu

Tyr

370

Ser

val

Ala

Met

Asp

450

Lys

Gly

Asp

Arg

Gly

530

His

Ser

Gly

Asp

Thr

355

His

Glu

Pro

Glu

Gly

435

Ile

Ala

Gly

Arg

Arg

515

Gly

Arg

Ser

Thr

Ile

340

Gln

Val

Leu

Ile

Phe

420

Gly

Ser

Tyr

Asn

Leu

500

Asn

Tyr

Met

Ser

Asn

Asn

Gln

Thr

Phe

Pro

405

Tyr

Phe

Gln

Phe

Asn

485

Arg

Asn

Asp

Lys

Met

565

Gly

ES 2720 728 T3

Val

Lys

Arg

Arg

390

Lys

Gly

Asp

Gln

Gly

470

Tyr

Asp

Cys

Gly

Ala

550

Cys

Glu

Gly

Asp

Asp

375

Ile

Asp

Ile

Gly

Cys

455

Ser

Asp

Thr

Gly

Ser
535

Trp

Val

Arg

Gly

Ser

360

Lys

Ile

Leu

Lys

vVal

440

Trp

Ala

Tyr

Trp

vVal

520

Cys

vVal

Ala

Leu

Ala

345

Phe

Gln

Leu

Ser

Phe

425

Glu

val

Lys

Phe

505

Thr

Ile

Glu

Phe

Asn

57

Ile

Ile

Gly

Asn

Glu

410

Tyr

Met

Ala

490

val

Ser

Ile

Ile

Glu

570

Ser

Phe

Glu

Arg

Phe

395

Ser

Pro

Leu

Cys

Asn

475

Leu

Ser

Asn

Pro

Ala

555

Asn

Ile

Glu

Lys

Ile

380

Leu

Glu

Phe

Asn

Thr

460

Asn

Phe

Ser

Gly

Asn

540

Pro

Lys

Glu

Thr

Leu

365

Phe

Arg

Ala

Pro

Ser

445

Pro

Phe

Glu

Asn

Arg

525

Val

Leu

Ile

vVal

Ser

350

Leu

Leu

Asn

Leu

Leu

430

Met

Met

Thr

Leu

510

Ile

Glu

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Pro

Leu

415

vVal

Glu

Ser

Tyr

Glu

495

Asn

Tyr

Ala

Thr

Val

575

Asp

His

Gly

Arg

Leu

400

Lys

Phe

Leu

Thr

val

480

val

Ile

Cys

Tyr

Pro

560

Ile

Glu
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Lys

Ser

Gly
625

Pro

Gly

Thr

His

705

<210> 6
<211> 708
<212> PRT

Met

Ser

610

Ile

Phe

Asn

Glu

Asn

690

Ser

Asn

595

Gly

Asp

Asn

Phe

Asn

675

Glu

val

580

Lys

Ala

Asn

Lys

Gly

660

Gly

Trp

Leu

<213> Plasmodium berghei

<400> 6

Met

Thr

Met

Asp

Asp

65

Asp

Glu

Tyr

Ser

Lys

50

Ser

Ser

Asp

Glu

Ser

35

Asn

Leu

Lys

Asp

Arg

Asp

Glu

Leu

Asn

Trp

Ala

Glu

Arg

645

Ala

Asp

Gln

Ile

Lys

Glu

Glu

Lys

Glu

Asp

ES 2720 728 T3

Glu

Phe

His

630

Trp

Ala

Val

Ile

Ala
710

Ile

Ser

Asn

Ile

Ser

70

Phe

Gln

Asn

615

Asn

Gln

Thr

Gly
695

Asn

Lys

Gly

Glu

Glu

55

Ile

Leu

Phe

600

Tyr

Ile

Phe

Leu

Asn

680

Pro

Ile

Ser

Ser

Ser

40

Asp

Asp

Pro

585

Pro

Leu

Leu

Leu

Ser

665

Ser

Ser

Asn

Asn

25

Asn

Asn

Leu

Asn

58

Tyr

Asn

Asp

Asn

650

Asp

Cys

Leu

Ser

10

Ser

Leu

Ser

Ser

Asn

Ala

Gln

Ser

635

Gly

Ser

His

Leu

Ile

Asn

Tyr

Ser

Vval

75

Phe

Leu

Ile

620

val

val

Tyr

Phe

val
700

Ser

Ser

Met

Phe

60

Leu

Ser

Leu

605

Tyr

Glu

Pro

Ile

Phe

685

Pro

Asn

Glu

Asn

45

val

Asp

Lys

590

Glu

val

Gln

Glu

Ile

670

Ser

Arg

Phe

Glu

Leu

Asn

Ser

Asn

Ala

val

Tyr

Lys

655

Thr

Pro

Phe

Ser

15

Arg

Thr

Ile

Asn

Leu

Arg

Gly

Gln

640

Lys

Gly

Asp

Gly

val

Asp

Gly

Lys

Phe

80

Asn



Asn

Asn

Ser

Lys

145

Glu

Asn

Asp

Ile

Lys

225

Tyr

Asp

Ile

Leu

Glu

305

Lys

Ile

Lys

Asn

130

Lys

Asp

Ile

Ser

Asn

210

Leu

Lys

Glu

Lys

Arg

290

Lys

Lys

Thr

Asn

115

Asn

Glu

Asn

Asn

Ser
195

Trp

Phe

Glu

Arg

Lys

275

Phe

Glu

Ile

Lys

100

Asp

Asn

Ile

Ser

Asp

180

Asp

Lys

Ile

Lys

260

Glu

Leu

Lys

Vval

85

Asp

Ser

Leu

Phe

The

165

Thr

Phe

Lys

Asp

Glu

245

Lys

Lys

Gln

Tyr

Asp
325

ES 2720 728 T3

Asn

Ala

Asn

Met

150

Met

Tyr

Glu

Lys

Lys

230

Asn

Leu

Glu

Glu

Phe

310

Ala

Ile

Phe

Gly

135

Asp

His

Glu

Asn

Thr

215

Lys

Arg

Asp

Glu

Ile

295

Gln

Asn

Asn

Met

120

Asn

Ser

Asn

Lys

Met

200

Gln

Glu

Lys

Ile

His

280

Asp

Glu

Ile

Asn

105

Ala

Asn

Gly

Ile

Lys

185

val

Met

Ala

Asp

265

Arg

Lys

Tyr

Ala

59

90

Lys

Met

Ile

Ala

Arg

170

Ile

Gly

Asn

Glu

Ile

250

Ile

Lys

Ile

Lys

Thr
330

Tyr

Asn

val

Ser

155

Ile

Ile

Asp

Phe

Met

235

Glu

Ser

Arg

Lys

Asn

315

Glu

Leu

Lys

Gly

140

Ser

Tyr

Glu

Leu

Ile

220

Glu

Glu

Asn

Phe

Leu

300

Phe

Thr

Asn

Asp

125

Ala

Ile

Lys

Thr

Arg

205

Arg

Arg

Gln

Gly

Asp

285

Val

Glu

Lys

110

Leu

Pro

Asn

Asn

Glu

190

Ile

Glu

Ile

Lys

Tyr

270

Asp

Leu

Asn

Ile

95

Tyr

Asn

Thr

Met

Thr

175

Leu

Thr

Lys

Arg

Leu

255

Lys

Glu

Tyr

Asp

Asp
335

Leu

Val

Asn

Asn

160

Asn

Ser

Phe

Asp

Leu

240

Gln

Gln

Arg

Leu

Lys

320

Ile



Asn

Gln

Thr

Phe

385

Pro

Tyr

Phe

Gln

Phe

465

Asn

Asn

Asp

Lys

545

Met

Gly

Val

Lys

Arg

370

Arg

Lys

Gly

Asp

Gln

450

Gly

Tyr

Asp

Cys

Gly

530

Ala

Cys

Glu

Gly

Asp

355

Asp

Ile

Asp

Ile

Gly

435

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

515

Ser

Trp

val

Arg

Gly

340

Ser

Lys

Ile

Leu

Lys

420

val

Trp

Ala

Tyr

Trp

500

Ile

Ser

Ile

Ala

Leu
580

Ala

Phe

Gln

Leu

Gly

405

Phe

Glu

Arg

val

Lys

485

Phe

Thr

Ile

Glu

Phe

565

Asn

ES 2720 728 T3

Leu

Ile

Gly

Asn

390

Glu

Leu

Tyr

Met

Leu

470

Ala

Leu

Ser

Ile

Val

550

Asp

Ser

Phe

Glu

Arg

375

Phe

Ser

Pro

Cys

455

Asn

Leu

Ser

Asn

Pro

535

Ala

Asn

Ile

Glu

Lys

360

Ile

Leu

Glu

Phe

Asn

440

Thr

Asn

Phe

Ser

Gly

520

Asn

Pro

Lys

Glu

Thr

345

Leu

Phe

Arg

Ala

Pro

425

Ser

Pro

Phe

Glu

Asn

505

Arg

val

Leu

Ile

vVal
585

60

Ser

Leu

Leu

Asn

Leu

410

Leu

Met

Met

Leu

Thr

490

Leu

Ile

Glu

Asn

Tyr

570

Tyr

Arg

Ser

Asp

Pro

395

Leu

Val

Glu

Ser

Tyr

475

Glu

Asn

Tyr

Ala

Thr

555

val

Asp

His

Gly

Arg

380

Leu

Lys

Phe

Leu

Thr

460

val

val

Ile

Cys

Tyr

540

Pro

Val

Glu

Thr

Arg

365

Asp

Thr

Glu

Ser

Leu

445

Lys

Phe

Tyr

Pro

Ile

525

Asp

Arg

Gly

Lys

Leu

350

Tyr

Ser

Ile

Ala

Ile

430

Asp

Lys

Gly

Asp

Arg

510

Gly

His

Ser

Gly

Met
590

Thr

His

Glu

Pro

Glu

415

Gly

Ile

Ala

Gly

Arg

495

Arg

Gly

Arg

Ser

Ala

575

Asn

Gln

Ile

Leu

Ile

400

Phe

Gly

Ser

Tyr

Asn

480

Leu

Asn

Tyr

Met

Ala

560

Asn

Lys
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Trp

Ala

Glu

625

Arg

Ala

Asp

Gln

Val
705

<210>7
<211> 708
<212> PRT

<213> Plasmodium yoelii

<400>7

Met
1

Thr

Met

Asp

Asp

€5

Asp

Glu

Phe

610

His

Trp

Thr

val

Ile

690

Ala

Glu

Tyr

Ser

Lys

50

Ser

Ser

Asn

595

Asn

Asn

Gln

Thr

Leu

675

Gly

Asn

Asp

Glu

Ser

35

Asn

Leu

Lys

Phe

Tyr

Ile

Phe

Leu

660

Asn

Pro

Ile

Asp

Arg

20

Asp

Glu

Leu

Asn

Pro

Leu

Leu

Leu

645

Ser

Ser

Pro

Lys

Glu

Glu

Lys

Glu

Asp
85

ES 2720 728 T3

Tyr

Asn

Glu

630

Asn

Asp

Cys

Leu

Ile

Ser

Asn

Ile

Ser

70

Phe

Ala

Gln

615

Ser

Gly

Ser

His

Leu
695

Lys

Gly

Glu

Glu

55

Ile

Leu

Leu

600

Ile

Val

Ile

Tyr

Phe

680

Val

Ser

Ser

Ser

40

Asp

Asp

Pro

Tyr

Glu

Pro

Ile

665

Phe

Pro

Asn

Asn

25

Asn

Asn

Leu

Asn

61

Glu

Val

Gln

Glu

650

Ile

Ser

Arg

Ser

10

Ser

Leu

Ser

Ser

Asn
90

Ala

Val

Tyr

635

Lys

Thr

Pro

Phe

Ile

Asn

Phe

Ser

Val

75

Phe

Arg

Gly

620

Gln

Lys

Gly

Asp

Gly
700

Ser

Ser

Met

Phe

60

Leu

Ser

Ser

605

Gly

Pro

Met

Gly

Thr

685

His

Asn

Glu

Asn

45

Val

Asp

Lys

Ser

Ile

Phe

Asn

Glu

670

Asn

Ser

Phe

Glu

30

Leu

Asn

Ser

Asn

Gly

Asp

Asn

Phe

655

Asn

Glu

Val

Ser

15

Thr

Met

Asn

Leu
95

Ala

Asn

Lys

640

Gly

Gly

Trp

Leu

val

Asp

Gly

Lys

Phe

80

Asn



Asn

Asn

Ser

Lys

145

Glu

Asn

Asp

Ile

Lys

225

Tyr

Asp

Ile

Leu

Glu

305

Lys

Asn

Ile

Lys

Asn

130

Lys

Asp

Ile

Ser

Asn

210

Leu

Lys

Glu

Lys

Arg

290

Lys

Lys

val

Thr

Asn

115

Asn

Glu

Asn

Asn

Ser
195

Trp

Phe

Glu

Arg

Lys

275

Phe

Glu

Ile

Gly

Lys

100

Asp

Asn

Ile

Ser

Asp

180

Asp

Leu

Lys

Ile

Lys

260

Glu

Leu

Lys

val

Gly
340

Asp

Ser

Leu

Phe

Thr

165

Thr

Phe

Lys

Asp

Glu

245

Lys

Lys

Gln

Tyr

Asp

325

Ala

ES 2720 728 T3

Asn

Ala

Asn

Met

150

Met

Tyr

Glu

Lys

Lys

230

Asn

Leu

Glu

Glu

Phe

310

Ala

Ile

Phe

Gly

135

Asp

His

Glu

Asn

Thr

215

Lys

Asp

Glu

Ile

295

Gln

Asn

Phe

Ser

Met

120

Asn

Ser

Asn

Lys

Met

200

Gln

Glu

Lys

Ile

His

280

Asp

Glu

Ile

Glu

Asn

105

Thr

Asn

Gly

Ile

Lys

185

vVal

Met

Leu

Ala

Asp

265

Arg

Lys

Tyr

Ala

Thr
345

62

Lys

Met

Ile

Ala

Arg

170

Ile

Gly

Asn

Glu

Ile

250

Ile

Lys

Ile

Lys

Thr

330

Ser

Tyr

Ser

vVal

Ser

155

Ile

Ile

Asp

Phe

Met

235

Glu

Ser

Arg

Lys

Asn

315

Glu

Arg

Leu

Lys

Gly

140

Ser

Tyr

Glu

Leu

Ile

220

Glu

Glu

Asn

Phe

Leu

300

Phe

Thr

His

Asn

Asp

125

Ala

Ile

Lys

Thr

Arg

205

Arg

Gln

Gly

Asp

285

Val

Glu

Thr

Lys

110

Leu

Pro

Asn

Asn

Glu

190

Ile

Glu

Ile

Lys

Tyr

270

Asp

Leu

Asn

Ile

Leu
350

Tyr

Asn

Thr

Met

Thr

175

Leu

Thr

Lys

Arg

Leu

255

Lys

Glu

Tyr

Asp

Asp

335

Thr

Leu

val

Asn

Asn

160

Asn

Ser

Phe

Asp

Leu

240

Gln

Gln

Arg

Leu

Lys

320

Ile

Gln



Gln

Thr

Phe

385

Pro

Tyr

Phe

Gln

Phe

465

Asn

Asn

Asp

Lys

545

Met

Gly

Trp

Lys

Arg

370

Arg

Lys

Gly

Asp

Gln

450

Gly

Tyr

Asp

Cys

Gly

530

Ala

Cys

Glu

Glu

Asp

355

Asp

Ile

Asp

Ile

Gly

435

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

515

Ser

Trp

val

Arg

Asn

Ser

Lys

Ile

Leu

Lys

420

val

Trp

Ala

Tyr

Trp

500

Ile

Ser

Ile

Ala

Leu

580

Phe

Phe

Gln

Leu

Gly

405

Phe

Glu

Arg

val

Lys

485

Phe

Thr

Ile

Glu

Phe

565

Asn

Pro

ES 2720 728 T3

Ile

Gly

Asn

390

Glu

Leu

Tyr

Met

Leu

470

Ala

Leu

Ser

Ile

val

550

Asp

Ser

Tyr

Glu

Arg

375

Phe

Ser

Pro

Leu

Cys

455

Asn

Leu

Ser

Asn

Pro

535

Ala

Asn

Ile

Ala

Lys

360

Ile

Leu

Glu

Phe

Asn

440

Thr

Asn

Phe

Ser

Gly

520

Asn

Pro

Lys

Glu

Leu

Leu

Phe

Arg

Ala

Pro

425

Ser

Pro

Phe

Glu

Asn

505

Arg

Val

Leu

Ile

Val

585

Leu

63

Leu

Leu

Asn

Leu

410

Leu

Met

Met

Leu

Thr

490

Leu

Ile

Glu

Asn

Tyr

570

Tyr

Glu

Ser

Asp

Pro

395

Leu

val

Glu

Ser

Tyr

475

Glu

Asn

Tyr

Ala

Thr

555

val

Asp

Ala

Gly

Arg

380

Leu

Lys

Phe

Leu

Thr

460

val

val

Ile

Cys

Tyr

540

Pro

val

Glu

Arg

Arg

365

Asp

Thr

Glu

Ser

Leu

445

Lys

Phe

Tyr

Pro

Ile

525

Asp

Arg

Gly

Lys

Ser

Tyr

Ser

Ile

Ala

Ile

430

Asp

Lys

Gly

Asp

Arg

510

Gly

His

Ser

Gly

Met

590

Ser

His

Glu

Pro

Glu

415

Gly

Ile

Ala

Gly

Arg

495

Arg

Gly

Ser

Ala

575

Asn

Gly

Ile

Leu

Ile

400

Phe

Gly

Ser

Tyr

Asn

480

Leu

Asn

Tyr

Met

Ala

560

Asn

Lys

Ala



10

595

Ala Phe Asn
610

Glu His Asn

625

Arg Trp Gln

Ala Thr Thr

Asp Val Leu

675

Gln Ile Gly
690

Val Ala Asn

705

<210> 8
<211> 708
<212> PRT

Tyr

Ile

Phe

Leu

660

Asn

Pro

Ile

<213> Plasmodium chabaudi

<400> 8

Met Glu
1

Thr Tyr

Ile Ser

Asp Lys
50

Asp Ser
65

Asp Ser

Asn Leu

Asp Asp

Glu Arg

Ser Asp

35

Asn

Leu

Glu

Leu

Lys Asn

Thr

Lys

Leu

Leu

Leu

645

Ser

Ser

Ser

Lys

Glu

Glu

Lys

Glu

Asp

Asp

ES 2720 728 T3

Asn

Glu

630

Asn

Asp

Cys

Leu

Ile

Ser

Asn

Ile

Ser

70

Phe

Thr

Gln

615

Ser

Gly

Ser

His

Leu
695

Lys

Gly

Glu

Glu

55

Ile

Leu

Ile

600

Ile

val

Ile

Tyr

Phe

680

val

Ser

Ser

Ser

40

Asp

Asp

Pro

Gly

Tyr

Glu

Pro

Ile
665

Phe

Pro

Asn

Asn

25

Asn

Asn

Leu

Asn

Asn

64

Val

Gln

Glu

650

Ile

Ser

Arg

Ser

10

Ser

Leu

Ser

Ser

Asn

90

Lys

val Gly
620

Tyr Gln

635

Lys Lys

Thr Gly

Pro Asp

Phe Gly
700

Ile Ser

Asn Ser

Phe Met

Ser Phe

60

Val Leu
75

Phe Ser

Tyr Leu

605

Gly

Pro

Met

Gly

Thr

685

His

Asn

Glu

Asn

45

Val

Asp

Lys

Ser

Ile

Phe

Asn

Glu

670

Asn

Ser

Phe

Glu

30

Leu

Asn

Ser

Asn

Lys

Asp

Asn

Phe

655

Asn

Glu

Val

Asn

Lys

640

Gly

Gly

Trp

Leu

Ser Val

15

Arg Asp

Thr Gly

Met

Lys

Asn Phe

80

Leu Asn

95

Tyr Leu



Asn

Ser

Lys

145

Asp

Asn

Ile

Lys

225

Tyr

Asp

Ile

Leu

Glu

305

Lys

Asn

Lys

Asn

130

Lys

Asp

val

Ser

Asn

210

Leu

Lys

Glu

Lys

Arg

290

Lys

Lys

val

Asn

115

Asn

Glu

Asn

Asn

Ser
195

Trp

Phe

Glu

Arg

Lys

275

Phe

Glu

Ile

Gly

100

Asp

Asn

Met

Thr

Asp

180

Asp

Leu

Lys

Ile

Lys

260

Glu

Leu

Lys

val

Gly
340

Pro

Ile

Phe

Thr

165

Thr

Phe

Lys

Asp

Glu

245

Lys

Lys

Gln

Tyr

Asp

325

Ala

Ala

Asn

Met

150

Met

Tyr

Glu

Lys

Lys

230

Asn

Leu

Glu

Glu

Phe

310

Ala

Leu

ES 2720 728 T3

Phe

Gly

135

Asp

His

Glu

Asn

Thr

215

Lys

Arg

Asp

Glu

Ile

295

Gln

Asn

Phe

Met

120

Asn

Ser

Asn

Lys

Met

200

Gln

Glu

Lys

Ile

His

280

Asp

Glu

Ile

Glu

105

Ala

Asn

Gly

val

Lys

185

Val

Met

Leu

Asn

Asp

265

Arg

Lys

Tyr

Ala

Thr
345

65

Met

Ile

Ala

Arg

170

Ile

Gly

Asn

Glu

Ile

250

Ile

Lys

Ile

Lys

Thr

330

Ser

Ala

Val

Ser

155

Lys

Ile

Asp

Phe

Met

235

Glu

Ser

Arg

Lys

Asn

315

Glu

Lys

Gly

140

Ser

Tyr

Glu

Leu

Ile

220

Glu

Glu

Asn

Phe

Leu

300

Phe

Thr

His

Asp

125

Ala

Ile

Lys

Thr

Arg

205

Arg

Arg

Gln

Gly

Asp

285

val

Glu

Met

Thr

110

Leu

Pro

Asn

Ser

Glu

190

Ile

Glu

Ile

Lys

Tyr

270

Asp

Leu

Asn

Ile

Leu
350

Asn

Ala

Met

Thr

175

Leu

Thr

Lys

Arg

Leu

255

Lys

Glu

Tyr

Asp

Asp

335

Thr

Val

Asn

Asn

160

Asn

Ser

Phe

Glu

Leu

240

Gln

Gln

Leu

Lys

320

Ile

Gln



Gln

Thr

Phe

385

Pro

Tyr

Phe

Gln

Phe

465

Asn

Asn

Asp

Lys

545

Met

Gly

Trp

Lys

Arg

370

Arg

Lys

Gly

Asp

Gln

450

Gly

Tyr

Asp

Cys

Gly

530

Ala

Cys

Glu

Glu

Asp

355

Asp

Ile

Asp

Ile

Gly

435

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

515

Ser

Trp

val

Arg

Lys
595

Ser

Lys

Ile

Leu

Lys

420

val

Trp

Ala

Tyr

Trp

500

Ile

Ser

Ile

Ala

Leu

580

Phe

Phe

Gln

Leu

Gly

405

Phe

Glu

Arg

Val

Lys

485

Phe

Thr

Ile

Glu

Phe

565

Asn

Pro

ES 2720 728 T3

Ile

Gly

Asn

390

Glu

Leu

Tyr

Met

Leu

470

Ala

Leu

Ser

Ile

val

550

Asp

Ser

Tyr

Glu

Arg

375

Phe

Ser

Pro

Leu

Cys

455

Asn

Leu

Ser

Asn

Pro

535

Ala

Asn

Ile

Ala

Gln

360

Ile

Leu

Glu

Phe

Asn

440

Thr

Asn

Phe

Ser

Gly

520

Asn

Pro

Lys

Glu

Leu
600

Leu

Phe

Arg

Ala

Pro

425

Ser

Pro

Phe

Glu

Asn

505

Arg

val

Leu

Ile

val

585

Leu

66

Leu

Leu

Asn

Leu

410

Leu

Met

Met

Leu

Thr

490

Leu

Ile

Glu

Asn

Tyr

570

Tyr

Glu

Ser

Asp

Pro

395

Leu

val

Glu

Ser

Tyr

475

Glu

Asn

Tyr

Ala

Thr

555

vVal

Asp

Ala

Gly

Arg

380

Leu

Lys

Phe

Thr

460

val

val

Ile

Cys

Tyr

540

Pro

Ile

Glu

Arg

Arg

365

Asp

Thr

Glu

Cys

Leu

445

Lys

Phe

Tyr

Pro

Ile

525

Asp

Arg

Gly

Lys

Ser
605

Tyr

Ser

Ile

Ala

Ile

430

Asp

Lys

Gly

Asp

Arg

510

Gly

His

Ser

Gly

Met

590

Ser

His

Glu

Pro

Glu

415

Gly

Ile

Ala

Gly

Arg

495

Arg

Gly

Ser

Ala

575

Asn

Gly

Ile

Leu

Ile

400

Tyr

Gly

Ser

Tyr

Asn

480

Leu

Asn

Tyr

Met

Ala

560

Asn

Lys

Ala
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Ala Phe Asn
610

Glu His Asn
625

Arg Trp Gln

Ala Thr Thr

Asp Val Leu
675

Gln Ile Gly
690

Ile Ala Asn
705

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
cggagtgacc aaatctggga

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
gggaatctgg tggtaacage

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
cgccagcatt gttgactaat

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

Tyr

Ile

Phe

Leu

660

Asn

Pro

Ile

Leu

Leu

Leu

645

Ser

Ser

Ser

20

20

20

ES 2720728 T3

Asn

Glu

630

Asn

Asp

Cys

Leu

Gln

615

Ser

Gly

Ser

His

Leu
695

Ile

vVal

Ile

Tyr

Phe

680

Vval

Tyr

Glu

Pro

Ile

665

Phe

Pro

67

Val

Gln

Glu

650

Ile

Ser

Arg

vVal

Tyr

635

Lys

Thr

Pro

Phe

Gly

620

Gln

Lys

Gly

Asp

Gly
700

Gly

Pro

Met

Gly

Thr

685

His

Ile

Phe

Asn

Glu

670

Asn

Ser

Asp

Asn

Phe

655

Asn

Glu

Vval

Asn

Lys

640

Gly

Gly

Trp
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
gcggaagtag tagegagaat

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
gccaagctgc catteatttg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
gccttgtiga aagaageaga

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
aggtggattt gatggtgtag aat

<210> 16

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16

catacacctc aagtticaaat aaaqc

<210> 17

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
aatttcttat acgttttgg tggtaa

<210> 18
<211>23

20

20

20

25

26

ES 2720728 T3
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
ctctacccat gctttcatac gat

<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19

ggatatgatg gctctictat tataceg

<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20

acttcaatag aatttaatct ctcacca

<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
atgtcattgg tggaactaat ggt

<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
ttaaatggtt gatattgttc aacg

<210> 23

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
ttcaggagca gcttttaatt acc

<210> 24

ES 2720728 T3
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27

23

24

23
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
ctggtgaaaa gaaatgacat gaa

<210> 25

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
ccttgttgaa agaagcagaa tit

<210> 26

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
attcaataca gcacttccaa aataa

<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
aggtggattt gatggtgtag aat

<210> 28

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
catacacctc agtttcaaat aaagc

<210> 29

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
aatttcttat acgtttttgg tggtaa
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<210> 30

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
ctctacceat getttcatac gat

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
ggatatgatg gctctictat tataccg

<210> 32

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
acttcaatag aatttaatct ctcacca

<210> 33

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
atgtcattgg tggaactaat ggt

<210> 34

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
ttaaatggtt gatattgttc aacg

<210> 35

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35

23

23

24

27

27
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ttcaggagcea gcettttaatt ace 23

<210> 36

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
ctggtgaaaa gaaatgacat gaa 23

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
cctigttgaa agaagcagaa titt 24

<210> 38

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
attcaataca gcagttccaa aataa 2

<210> 39

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
ttgagcettct ttttcccaat aatgge 26

<210> 40

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
gtgaaaagga taataaattc tatgcc 26

<210> 41

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 41
agcaagaacg ttttgtgtaa a

<210> 42

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 42
taatatgtaa agtgattatg tatatcgc

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
agaagagcca tcatatcecc ¢

<210> 44

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
atatgagtaa aatgtcaggt tttgg

<210> 45

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
aaatagttgg gegtagetca g

<210> 46

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46
tgatatatgt ttgtaggagc tgtgag

<210> 47

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 47
tatctaccat atattctgat tetec 25

<210> 48

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 48
gaattcttta atggttttga agat 24

<210> 49

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49
atgctagaga agttaaagag aagaagcg 28

<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50
agtggaagac atcatgtaac cag 23

<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 51
tgcttgttgt gattcatggg g 21

<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 52

tatcacaatt aagtgtatca caacg 25

<210> 53

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 53
ttigtatagg tggattt 17

<210> 54

<211>16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 54
ccattcccat tagtat 16

<210> 55

<211>16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 55
ccattcccat tagtaa 16

<210> 56

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 56
tggatttgat ggtgtagaa 19

<210> 57

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 57
cattagtatt tigtatagg 19

<210> 58

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 58
cattagtatt ttgtatagc 19

<210> 59

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 59
attcgatgga attattagat attagtcaac aa

<210> 60

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 60
gstggatttg atggtgtaga atatttaa

<210> 61

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 61
gstggatttg atggtgtaga atatttat

<210> 62

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 62
ctggcegtatg tgtacac 17

<210> 63

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 63
atattagtca acaatg 16

<210> 64

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 64
atattagtca acaata 16

<210> 65

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

28

28
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<220>
<223> Sonda

<400> 65
cgtatgtgta cacctatg 18

<210> 66

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 66
attagtcaac aatgcetgg 18

<210> 67

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 67
attagtcaac aatgctga 18

<210> 68

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 68
ttattttgga agtgetgta 19

<210> 69

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 69
tatgtctacc aaaaaagc 18

<210> 70

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 70
tatgtctacc aaaaaagt 18

<210> 71

<211>27
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 71
acgtttttgg tggtaataac tatgatt

<210> 72

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 72
tggaagtgct gtattgaata atttcttat

<210>73

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 73
tggaagtgct gtattgaata atttcttac

<210> 74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 74
gtaatttaaa tatacctaga 20

<210> 75

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 75
gatgtatggt atgtttcaa 19

<210> 76

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 76
gatgtatggt atgtttcat 19

<210> 77
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 77

tacgtcaaat gatagaat 18

<210> 78

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 78
gaagaaataa ttgtggtgt

<210> 79

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 79
gaagaaataa ttgtggtgc

<210> 80

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 80
aatttattgt aytgggggat atgatg

<210> 81

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 81
tgtggtgtta cgtcaawtgg tag

<210> 82

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 82
tgtggtatta cgtcaawtgg tac
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<210> 83

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 83
tgggggatat gatggetet 19

<210> 84

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 84

tgttacgtca awtggtasaa tttattgtat

<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 85

tgttacgtca awtggtasaa tttattgtac

<210> 86

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 86
ctctictatt ataccga 17

<210> 87

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 87
attgggggat atgatgg 17

<210> 88

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda
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<400> 88
attgggggat atgatga 17

<210> 89

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 89
gaatgtagaa gcatatgatc atertatg

<210> 90

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 90
gggatatgat ggctcttcta ttatacc

<210> 91

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 91
gggatatgat ggctcticta ttatact

<210> 92

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 92
agaagcatat gatcatcg 18

<210> 93

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 93
cttctattat accgaatgt 19

<210> 94

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

27

27

28
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<400> 94
cttctattat accgaatge 19

<210> 95

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 95
catatgatca tcgtatga 18

<210> 96

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 96
ttataccgaa tgtagaag 18

<210> 97

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 97
ttataccgaa tgtagaat 18

<210> 98

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 98
tatgaaagca tgggtaga 18

<210> 99

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 99
gaagcatatg atcatcg 17

<210> 100

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sonda

<400> 100
gaagcatatg atcatca 17

<210> 101

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 101
agcatgggta gaggtgg 17

<210> 102

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 102
catatgatca tcgtatgaa 19

<210> 103

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 103
catatgatca tcgtatgag 19

<210> 104

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 104
ggcacctttg aatacccyta gat 23

<210> 105

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 105
crtatgaaag catgggtaga ggt 23

<210> 106

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 106
crtatgaaag catgggtaga ggg 23

<210> 107

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 107
tagatcatca gctatgtg 18

<210> 108

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 108
gcacctttga ataccce 17

<210> 109

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 109
gcacctttga ataccct 17

<210> 110

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 110
ctatgtgtgt tgctttt 17

<210> 111

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 111
gacccctaga tcatcag 17

<210> 112
<211>17
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 112
gacccctaga tcatcat 17

<210> 113

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 113
tgttgctttt gwtaataaaa tttatgtc

<210> 114

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 114
aatacccyta gatcatcagc tatgtg

<210> 115

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 115
aatacccyta gatcatcagc tatgta

<210> 116

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 116
tgataataaa atttatgtca ttg

<210> 117

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 117
ctatgtgtgt tgcttt 16

<210> 118
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<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 118
ctatgtgtgt tgcttc 16

<210> 119

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 119
ctatgtgtgt tgctta 16

<210> 120

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 120
htgataataa aatttatgtc attg 24

<210> 121

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 121
ctatgtgtgt tgett 15

<210> 122

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 122
ctatgtgtgt tgctc 15

<210> 123

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 123
taataaaatt tatgtcattg g 21
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<210> 124

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 124
atgtgtgttg cttttga 17

<210> 125

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 125
atgtgtgttg cttttgt 17

<210> 126

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 126
tcattggtgg aactaatgg 19

<210> 127

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 127
gctittgata ataaaattta tg 22

<210> 128

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 128
gctitigata ataaaattta ta 22

<210> 129

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 129
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aatttccata tgecttat 18

<210> 130

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 130
aaaatgaata aatgggaac 19

<210> 131

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 131
aaaatgaata aatgggaag 19

<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 132
taatgaacat aacatattag 20

<210> 133

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 133
gttgttggag gtattga 17

<210> 134

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 134
gttgttggag gtattgg 17

88



ES 2720728 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método para genotipificar un parasito del género Plasmodium que comprende:

5 a) proporcionar una muestra que contenga un parasito del género Plasmodium; y
(b) detectar, en la muestra, la presencia o la ausencia de un SNP no sinénimo en un acido nucleico de hélice K-13
o la presencia o la ausencia de una proteina de hélice K13 mutada, en el que la mutacién es una diferencia en un
resto de aminoacido resultante de dicho SNP no sinénimo y en el que el SNP no sinénimo es uno de los siguientes:

» F446l ttt/att

* G449A ggt/gct

* N458Y aat/tat

« C469Y tgc/tac

. W470finaliz tgg/tga
ador

* A481V gct/gtt

* Y493H tac/cac

» K503N aag/aat

« S522C agt/igt

* V534A gtt/gct

* R539T agalaca

o 1543T att/act

» G548D ggc/gac

« P553L ccgl/ctg

* V555A gta/gca

» A557S gcaltca

* R561H cgt/cat

* K563R aaalaga

* V568G gtg/ggg

* P574L cct/ctt

» A578S gct/tct

- C580Y tgt/tat

» F583L ttt/tta/g

- D584V gat/gtt

« V589l gtc/atc

+ Q613E caal/gaa

+ D641G gat/ggt..

10
2. Un método para la deteccion de una infeccion causada por un parasito del género Plasmodium en un paciente, que
comprende:

(a) proporcionar una muestra de sangre obtenida de un paciente y

15 (b) detectar en la muestra de sangre la presencia o la ausencia de un acido nucleico o de una proteina de hélice
K-13 mutado, en donde la mutacién del acido nucleico es un SNP no sinénimo dentro de un acido nucleico de
hélice K-13 mutado y en donde la mutacién en la proteina es el resultado de un SNP no sindnimo dentro de dicho
acido nucleico de hélice K13 y en donde el SNP no sinénimo es uno de los siguientes:

+ F446l ttt/att

« G449A ggt/gct

* N458Y aat/tat

» C469Y tgc/tac

. W470finaliz tgg/tga
ador

o A481V gct/gtt

* Y493H tac/cac

* K503N aag/aat

« S522C agt/tgt
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« V534A gtt/gct

» R539T agalaca
« 1543T att/act

+ G548D ggc/gac
« P553L ccglctg
» V555A gta/gca
» AS557S gcaltca
» R561H cgt/cat

+ K563R aaalaga
+ V568G gta/ggg
+ P574L cct/ctt

» A578S gct/tct

« C580Y tgt/tat

+ F583L ttt/tta/g
» D584V gat/gtt

+ V589l gtc/atc

+ Q613E caa/gaa
+ D641G gat/ggt..

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que el parasito del género Plasmodium es Plasmodium falciparum.

4. El método de la reivindicacion 1 o 3, en el que la presencia o la ausencia en la muestra de un acido nucleico de
hélice K-13 mutado, se detecta mediante secuenciacion y/o por PCR.

5. El método de la reivindicacion 2 o 3, en el que la presencia o la ausencia en la muestra de un acido nucleico de
hélice K-13 mutado, se detecta mediante secuenciacion o por PCR.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, que comprende determinar si el parasito del género
Plasmodium tiene una secuencia de acido nucleico o de proteina de hélice K-13 mutante.

7. El método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el SNP no sindnimo codifica cualquiera de
un alelo F4461, N458Y, C469Y, Y493H, K503N, R539T, 1543T, P553L, P574L, A578S, C580Y y D584V o un alelo
F4461, G449A, N458Y, C469Y, WA470finalizador, A481V, Y493H, K503N, S522C, V534A, R539T, 1543T, G548D,
P553L, V555A, A557S, R561H, K563R, V568G, P574L, A578S, C580Y, F583L, D584V, V5891, Q613E y D641G.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el SNP no sindnimo es uno de los siguientes:
Y493H, R539T, 1543T, C580Y.

9. Un kit para detectar una infeccién causada por un parasito del género Plasmodium que comprende cebadores para
la amplificacion de un SNP no sinénimo en un acido nucleico de hélice K-13 y reactivos para la deteccién del producto
amplificado, en el que el SNP no sinénimo es uno de los siguientes:

F446l ttt/att
G449A ggt/gct
N458Y aat/tat
C469Y tgc/tac
W470finaliz tgg/tga
ador

A481V gct/gtt
Y493H tac/cac
K503N aag/aat
S522C agt/tgt
V534A gtt/gct
R539T agal/aca
1543T att/act
G548D ggc/gac
P553L ccgl/ctg
V555A gta/gca
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A557S gcaltca
R561H cgt/cat
K563R aaalaga
V568G gtg/ggg
P574L cct/ctt
A578S gct/tet
C580Y tgt/tat
F583L ttt/tta/g
D584V gat/gtt
V589l gtc/atc
Q613E caal/gaa
D641G gat/ggt.

10. El kit de reivindicacién 9, en el que el kit contiene una sonda para detectar el acido nucleico de hélice K-13 mutante,
estando dicha sonda opcionalmente marcada con un marcador fluorescente, radioactivo o enzimatico.

11. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 9 o0 10, en el que el kit detecta un &cido nucleico de hélice K-13 mutante
que codifica un alelo Y493H, R539T, 1543T y C580Y.

12. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el kit comprende al menos uno de los siguientes
cebadores:

5’-cggagtgaccaaatctggga-3’ (SEQ ID NO:9);

5’-gggaatctggtggtaacage-3’ (SEQ ID NO:10);

5’-cgccagcattgttgactaat-3' (SEQ ID NO:11); y

5’-gcggaagtagtagcgagaat-3’ (SEQ ID NO:12).

5’-gccaagctgccattcatttg -3’ (SEQ ID NO:13); y

5'-gcctigttgaaagaagcaga -3’ (SEQ ID NO:14).
13. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que el kit detecta un acido nucleico de hélice K13 mutante
que codifica cualquiera de un alelo F4461, N458Y, C469Y, Y493H, K503N, R539T, 1543T, P553L, P574L, A578S,
C580Y y D584V o un alelo F4461, G449A, N458Y, C469Y, W470finalizador, A481V, Y493H, K503N, S522C, V534A,
R539T, 1543T, G548D, P553L, V555A, A557S, R561H, K563R, V568G, P574L, A578S, C580Y, F583L, D584V, V589,
Q613E y D641G.

14. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en el que el kit comprende al menos uno de los siguientes pares
de cebadores:

Par PCR1:

5 AGGTGGATTTGATGGTGTAGAAT 3’ (directo) (SEQ ID NO:15)
5 CATACACCTCAGTTTCAAATAAAGC 3’ (inverso) (SEQ ID NO:16)

Par PCR2:

5 AATTTCTTATACGTTTTTGGTGGTAA 3’ (directo) (SEQ ID NO:17)
5 CTCTACCCATGCTTTCATACGAT 3’ (inverso) (SEQ ID NO:18)

Par PCR3:

5 GGATATGATGGCTCTTCTATTATACCG 3’ (directo) (SEQ ID NO:19)
5" ACTTCAATAGAATTTAATCTCTCACCA 3’ (inverso) (SEQ ID NO:20)

Par PCR4:

5 ATGTCATTGGTGGAACTAATGGT 3’ (directo) (SEQ ID NO:21)
5 TTAAATGGTTGATATTGTTCAACG 3’ (inverso) (SEQ ID NO:22)

Par PCR5:

5 TTCAGGAGCAGCTTTTAATTACC 3’ (directo) (SEQ ID NO:23)
5 CTGGTGAAAAGAAATGACATGAA 3’ (inverso) (SEQ ID NO:24)
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Par PCRG6:

5 CCTTGTTGAAAGAAGCAGAATTT 3’ (directo) (SEQ ID NO:25)
5 ATTCAATACAGCACTTCCAAAATAA 3’ (inverso) (SEQ ID NO:26)

15. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en el que el kit comprende al menos una sonda especifica
disefiada para detectar dicho SNP no sinénimo e hibridarse con uno de los siguientes SNP:

» F446l ttt/att

* G449A ggt/gct
* N458Y aat/tat
+ (C469Y tgc/tac

. Wa4a70finali tqa/taa
zador 99/1g

o A481V gct/gtt

* Y493H tac/cac
» K503N aag/aat
« S522C agt/tgt

* V534A gtt/gct

* R539T agal/aca
o 1543T att/act

« G548D ggc/gac
» P553L ccglctg
» V555A gta/gca
» A557S gcaltca
*+ R561H cgt/cat

+ K563R aaalaga
* V568G gta/gag
* P574L cct/ctt

+ A578S gct/tct

« C580Y tgt/tat

+ F583L ttt/tta/g
- D584V gat/gtt

« V589l gtc/atc

+ Q613E caal/gaa
« D641G gat/ggt.

10 16. Un método para detectar, en una muestra bioldgica que contiene un parasito del género Plasmodium, la presencia
o la ausencia de un &cido nucleico de hélice K13 mutante de SNP no sindnimo, que comprende:

a) proporcionar una muestra biolégica que contenga ADN un parasito del género Plasmodium;
b) opcionalmente extraer ADN de la muestra biolégica;

15 c) poner en contacto el ADN del parasito del género Plasmodium con al menos un par de cebadores que se hibridan
especificamente con el acido nucleico de hélice K13 a una distancia que varia de 100 a 300 pb y que rodea a al
menos un SNP no sinénimo y realizar una reaccién de PCR en presencia de colorante intercalante

en el que el SNP no sinénimo es uno de los siguientes:

20
+  F446l ttt/att
«  G449A ggt/gct
*  N458Y aat/tat
«  C469Y tgcl/tac
+  W470finalizador tgg/tga
o A481V gct/gtt
*  Y493H tac/cac
+ K503N aag/aat
« S522C agt/tgt
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+  V534A gtt/gct

« R539T agalaca
«  1543T att/act

+ G548D ggc/gac
+ P553L ccgl/ctg
+ V555A gta/gca
+ A557S gcaltca
+ R561H cgt/cat

+ K563R aaalaga
V568G gtg/gag
« P574L cct/ctt

« A578S gct/tct

+ (C580Y tgt/tat

+ F583L ttt/tta/g

+ D584V gat/gtt
V589l gtc/atc

+  Q613E caa/gaa
- D641G gat/ggt.

d) someter los productos de amplificacion a una etapa de fusion;

e) determinar la presencia o ausencia de un alelo mutante analizando el perfil de fusién de los productos de
amplificacion,

f) opcionalmente, detectar un acido nucleico de hélice K13 mutante que codifica un alelo F4461, G449A, N458Y,
C469Y, W470finalizador, A481V, Y493H, K503N, S522C, V534A, R539T, 1543T, G548D, P553L, V555A, A557S,
R561H, K563R, V568G, P574L, A578S, C580Y, F583L, D584V, V5891, Q613E y D641G.

17. Un método para detectar, en una muestra bioldgica que contiene un parasito del género Plasmodium, la presencia
de un acido nucleico de hélice K13 mutante de SNP no sinénimo segun la reivindicacion 1, que comprende amplificar
el acido nucleico de hélice K13 mutante por reaccién PCR, y poner en contacto el acido nucleico amplificado con una
sonda especifica disefiada para detectar dicha hélice K13 mutante de SNP no sinénimo.

18. El método segun la reivindicacion 17, en el que para la amplificacion, se utiliza al menos uno de los siguientes
cebadores:

5’-cggagtgaccaaatctggga-3’ (SEQ ID NO:9);

5’-gggaatctggtggtaacage-3’ (SEQ ID NO:10);
5’-cgccagcattgttgactaat-3' (SEQ ID NO:11); y
5’-gcggaagtagtagcgagaat-3’' (SEQ ID NO:12).
5’-gccaagctgccattcatttg -3’ (SEQ ID NO:13); y
5’-gccttgttgaaagaagcaga -3’ (SEQ ID NO:14).

19. El método segun la reivindicacion 17, en el que los conjuntos de cebadores utilizados para la amplificacion se
seleccionan de los siguientes pares de cebadores:

Par PCR1:

5 AGGTGGATTTGATGGTGTAGAAT 3’ (directo) (SEQ ID NO:15)
5 CATACACCTCAGTTTCAAATAAAGC 3’ (inverso) (SEQ ID NO:16)

Par PCR2:

5 AATTTCTTATACGTTTTTGGTGGTAA 3’ (directo) (SEQ ID NO:17)
5 CTCTACCCATGCTTTCATACGAT 3’ (inverso) (SEQ ID NO:18)

Par PCR3:

5 GGATATGATGGCTCTTCTATTATACCG 3’ (directo) (SEQ ID NO:19)
5" ACTTCAATAGAATTTAATCTCTCACCA 3’ (inverso) (SEQ ID NO:20)

Par PCR4:
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5 ATGTCATTGGTGGAACTAATGGT 3’ (directo) (SEQ ID NO:21)
5 TTAAATGGTTGATATTGTTCAACG 3’ (inverso) (SEQ ID NO:22)

Par PCR5:

5 TTCAGGAGCAGCTTTTAATTACC 3’ (directo) (SEQ ID NO:23)
5 CTGGTGAAAAGAAATGACATGAA 3’ (inverso) (SEQ ID NO:24)

Par PCRG6:

5 CCTTGTTGAAAGAAGCAGAATTT 3’ (directo) (SEQ ID NO:25)
5 ATTCAATACAGCACTTCCAAAATAA 3’ (inverso) (SEQ ID NO:26).

20. El método de la reivindicacion 2, en el que la presencia de un acido nucleico o una proteina de hélice K13 mutado
indica que el paciente esta infectado con un parasito del género Plasmodium resistente a derivados de artemisina.

21. Derivados de artemisinina u otro farmaco antipaludico, preferentemente quinina, cloroquinina o mefloquina, para
el tratamiento de un paciente infectado con un parasito del género Plasmodium, en el que dicho paciente se ha
detectado in vitro por la presencia de un parasito del género Plasmodium que contiene un acido nucleico o una proteina
de hélice K-13 de tipo silvestre o mutado de un SNP no sinénimo segun el método de la reivindicacion 20, y el
tratamiento se ajusta en funcion de si el paciente esta infectado con un parasito del género Plasmodium que contiene
un acido nucleico o una proteina de hélice K-13 mutante de SNP no sinénimo, y dicho derivado de artemisinina se
administra al paciente durante un periodo de tiempo mas largo que el que se suele utilizar habitualmente.

22. Derivados de artemisina o quinina, cloroquinina o mefloquina, para el tratamiento de un paciente infectado con un
parasito del género Plasmodium que tiene un acido nucleico o una proteina de hélice K-13 mutado de SNP no
sinénimo, en el que dicho paciente se ha detectado in vitro por la presencia de un parasito del género Plasmodium
que contiene un acido nucleico o una proteina de hélice K-13 mutado con SNP no sindnimo segun el método de la
reivindicacion 17.

23. El método de la reivindicacion 17, en el que la sonda esta unida a una perla fluorescente y, opcionalmente,

comprende ademas unir la sonda al acido nucleico del dominio de hélice K13 mutante y detectar el acido nucleico del
dominio de hélice K13 unido con una segunda sonda que se une al acido nucleico del dominio de hélice K13 unido.
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Figura 5

Sin lecturas F32- ARTE: 2x 69513 502 Cobertura media: 460x
Sin lecturas F32-TEM: 2x 77,619 877 Cobertura media: 500x

Diferencias entre exomas de F32-ARTS y F32-TEM

después de excluir genes que se sabe que son muy variables (familias multigénicas var, rifin y stevor)

23582 SNP

Cobertura de posicién > 25 % de cobertura media de aislado (ed > 92 para F32-ART5; > 100 para F32-TEM) l

4381 SNP

Se excluyen los SNP compartidos entre F32-ARTS y D37

1281 SNP

SNP con frecuencias > BO % de cobertura de posicion en F32-ARTS

59 SNP

Se excluyen los SNP presentes en F32-ARTS y mezclados en F32-TEM

(42 genes)
SNP sinénimos 2 genes
SNP no sinénimos 7 genes
b
F32-ARTS F32-TEM
Cromosoma Posicion Gen ID Cobertura No hay % de Cobertura No hay % de
lecturas lecturas lecturas lecturas
con SNP con SNP con SNP con SNP
mutante mutante mutante mutante
Supuesta ARN polimerasa 2
1 394452 dirigida por ADN PF3D7_0110400 224 222 99,11 335 334 99,70
Proteina cinasa 7 (PK7)
2 542625 de PF3D7_0213400 242 242 100,00 403 403 100,00
Cisteina proteinasa falcipaina 2a
11 593379 de PF3D7_1115700 234 231 98,72 290 289 99,66
Antigeno de gameto 27/25 (Pfg27)
13 121689 de PF3D7_1302100 261 259 99,23 343 342 99,71
Supuesta proteina kelch
13 1725570 PF3D7 1343700 1004 1004 100,00 1161 1160 99,91
Proteina de Plasmodium
14 2442240  conservada de PF3D7_1459600, 165 142 86,06 225 225 100,00
desconocida
Proteina de membrana
14 2612177  de Plasmodium conservada 401 399 99,50 428 428 100,00

PF3D7 1464500, desconocida
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Figura 7
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Frecuencia de alelos de hélice K13 de tipo silvestre (%)
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Figura 8
A
Dominio de hélice Kelch
K13 e Secuencia especifica de Plasmodium & Bl /b0E = | E ] I I l }- COOH
(726 aa) . SR J
KEAPL,,, EEEEE
(624 aa)
Homodimerizacion DGR
o Asociacién con Nrf2
Asociacién con Cul3
Front Oncol. 2012;2:200. doi: 10.3389/fonc.2012.00200. Epub 26 de diciembre de 2012
The Keap1-Nrf2 system in cancers: stress response and anabolic metabolism.
Mitsuishi Y, Motohashi H, Yamamaoto M.
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