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DESCRIPCION
Vacunas contra la malaria

La presente invencion se refiere a un nuevo uso del antigeno de la malaria para inmunizar contra infeccion y
enfermedad por malaria. La invencion se refiere, en particular, al uso de antigenos esporozoitos, en particular proteina
circumsporozoito (CS) o fragmentos inmunogénicos o derivados de la misma, combinados con adyuvantes adecuados,
para inmunizar individuos sin tratamiento previo frente a la malaria que esperan viajar a regiones endémicas, contra
infeccion por malaria.

La malaria es uno de los principales problemas de salud en el mundo. Durante el siglo 20, el desarrollo econémico y
social, junto con las campafias contra la malaria, han provocado la erradicacion de la malaria de grandes areas del
mundo, reduciendo el area afectada de la superficie de la region terrestre del 50 % al 27 %. Sin embargo, dado el
crecimiento de la poblacion esperado se prevé que en 2010 la mitad de la poblacidén mundial, cerca de 3,5 mil millones
de personas, estén viviendo en areas en las que se transmite la malaria (Hay, 2004). Las estimaciones actuales
sugieren que hay mas de 1 millén de muertes debidas a la malaria cada afio, y los costes econdmicos solo para Africa
son abrumadores (Bremen, 2004).

Estas cifras ponen de relieve la crisis por malaria global y los problemas que tiene para la comunidad sanitaria
internacional. Las razones de esta crisis son mlltiples y varian desde la aparicion de resistencia generalizada a
farmacos disponibles, asequibles y previamente con alta eficacia, hasta el fracaso y deficiencia de sistemas sanitarios y
la ausencia de recursos. A menos que se descubran medios para controlar esta enfermedad, fallaran los esfuerzos
globales para mejorar la salud y supervivencia infantil, reducir la pobreza, aumentar la seguridad y reforzar las
sociedades mas vulnerables.

La malaria también tiene riesgos para los que viajan a o trabajan en regiones endémicas que normalmente viven en
paises libres de malaria. Los riesgos pueden ser superiores para esta poblacion viajera, ya que no tienen ninguna
inmunidad espontanea frente a la malaria de una exposicion natural. Otro aspecto del riesgo adquirido por un viajero en
una region endémica de malaria es que la enfermedad a menudo se diagnostica de forma incorrecta en sus fases
tempranas debido a los sintomas tipo gripe. Cuando la gravedad aumenta y la malaria finalmente se diagnostica, puede
ser demasiado tarde. A los pocos dias de los sintomas en aumento, se puede producir la muerte, por ejemplo, por
malaria cerebral, 0 a veces insuficiencia organica (por ejemplo, higado o rifién).

Una de las formas mas agudas de la enfermedad esta causada por el parasito protozoario Plasmodium falciparum que
es responsable de la mayoria de la mortalidad atribuible a la malaria. Otra forma de la enfermedad esta causada por
Plasmodium vivax. P. vivax es la mas extendida de todas las malarias. Ademas de estar presente en regiones tropicales
y subtropicales, la capacidad del parasito para completar su ciclo en mosquitos a temperaturas tan bajas como 15
grados Celsius, le ha permitido extenderse en climas templados. Sin embargo, debido al hecho de que la infeccién por
P. vivax es raramente mortal, los esfuerzos para controlar la malaria por P. vivax (mediante el desarrollo de vacunas)
estan quedando por detras de los de aquellos para P. falciparum.

Una observacion hecha hace 30 afios proporciona un fuerte apoyo para la creencia de que finalmente se desarrollara
una vacuna eficaz contra la malaria. Los ratones y los seres humanos pueden protegerse contra la malaria por
inmunizacién con esporozoitos de la malaria vivos, atenuados por radiacion. La persistencia de una fase intrahepatica in
vivo es necesaria para producir y mantener una inmunidad protectora, pero los mecanismos subyacentes aun no se han
definido completamente. Los anticuerpos, células T CD8 y CD4 (Hoffman, 1996) se han implicado como mediadores
inmunes efectores criticos.

El ciclo de vida de Plasmodium sp (por ejemplo, P. falciparum o P. vivax) es complejo, requiriendo dos huéspedes, el
hombre y el mosquito para completarlo. La infeccion del hombre se inicia por la inoculacién de esporozoitos en la saliva
de un mosquito infectado. Los esporozoitos migran al higado y alli infectan los hepatocitos (fase del higado) donde se
diferencian, mediante la fase intracelular exoeritrocitica, en la fase merozoito que infecta gldbulos rojos (RBC) para
iniciar la replicacion ciclica en la fase sanguinea asexual. El ciclo se completa por la diferenciacion de varios merozoitos
en los RBC en gametocitos en fase sexual que el mosquito ingiere, donde se desarrollan a través de una serie de fases
en el intestino medio para producir esporozoitos que migran a la glandula salivar.

La fase esporozoito de Plasmodium sp (por ejemplo, P. falciparum o P. vivax) se ha identificado como una diana
potencial de una vacuna contra la malaria. La proteina de superficie principal del esporozoito se conoce como proteina
circumsporozoito (proteina CS). Esta proteina se ha clonado, expresado y secuenciado para una diversidad de cepas,
por ejemplo para P. falciparum la cepa NF54, clon 3D7 (Caspers, 1989). La proteina de la cepa 3D7 esta caracterizada
por tener una region repetida inmunodominante central que comprende un tetrapéptido Asn-Ala-Asn-Pro repetido 40
veces pero intercalada con cuatro repeticiones minoritarias del tetrapéptido Asn-Val-Asp-Pro. En otras cepas la cantidad
de repeticiones mayoritarias y minoritarias varia asi como su posicion relativa. Esta porcion central esta flanqueada por
una porcion N y C-terminal compuesta por secuencias de aminoacidos no repetitivas denominadas como porcién sin
repeticiones de la proteina CS.
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La vacuna contra la malaria RTS,S de GlaxoSmithKline Biologicals basada en la proteina CS ha estado en desarrollo
desde 1987 y actualmente es la vacuna candidata contra la malaria mas avanzada en estudio (Ballou, 2004). Esta
vacuna tiene como diana especifica la fase pre-eritrocitica de P. falciparum.

RTS,S/AS02A (RTS,S mas adyuvante AS02A que contiene inmunoestimulantes QS21 y 3D-MPL en una emulsion de
aceite en agua) se uso en estudios en Fase | consecutivos emprendidos en Gambia que implicéd a adultos (Doherty,
1999) nifios de edades 6-11 y 1-5 afios (Bojang, 2001), que confirmé que la vacuna era segura, bien tolerada e
inmunogénica. Posteriormente, se selecciond una dosis de vacuna pediatrica y se estudié en un estudio en Fase | que
implicé a nifios mozambiquefos de edades 1-4 afios donde se descubrié que era segura, bien tolerada e inmunogénica
(Macete).

La vacuna RTS,S/AS02A también ha mostrado evidencias de eficacia en ensayos clinicos en los Estados Unidos y en el
campo en Africa occidental. RTS,S/AS02A induce respuestas de anticuerpos IgG significativas contra la proteina
circumsporozoito de P. falciparum e inmunidad sustancial de células T (Lalvani, 1999; Sun, 2003). Se ha estimado que
la eficacia contra una estimulacion experimental con P. falciparum en voluntarios sin tratamiento previo frente a la
malaria en los Estados Unidos es de aproximadamente el 30-50 % de media (Stoute, 1997; Stoute 1998; Kester, 2001).
El primero de estos estudios (Stoute, 1997) tuvo una eficacia del 86 % en un ensayo a pequeia escala en el que fueron
protegidos 6 de 7 individuos inmunizados con RTS,S/AS02A. Ademas, un estudio de campo de adultos semi-inmunes
en Gambia (precedido por un estudio de seguridad en adultos gambianos (Doherty, 1999)) mostré una eficacia global
del 34 % en un periodo de una temporada de transmisién de 15 semanas, con una eficacia del 71 % en las primeras
nueve semanas de seguimiento y una eficacia del 0 % después de ello (Bojang, 2001). Estos estudios (Stoute, 1997;
Stoute, 1998; Bojang, 2001; Kester, 2001) muestran eficacia contra la infeccion.

Se presentaron recientemente resultados de un ensayo usando RTS,S/AS02A en nifios africanos jovenes. Se descubrio
que la vacuna RTS,S basada en la proteina CS puede proporcionar no sélo protecciéon contra infeccién en exposicion
natural sino también proteccién contra un amplio espectro de enfermedades clinicas causadas por P. falciparum. Los
nifios que recibieron la vacuna RTS,S experimentaron menos acontecimientos adversos graves, hospitalizaciones, y
complicaciones graves por malaria, incluyendo muerte, que los del grupo de control (Alonso, 2004).

Ademas, la eficacia de la vacuna RTS,S, tanto contra infecciones nuevas como episodios clinicos parece no disminuir o
lo hace lentamente. Al final de los 6 meses de seguimiento en el ensayo, la vacuna permanecio eficaz ya que hubo una
diferencia significativa en el predominio de la infeccion. Esto esta en contra de ensayos previos en voluntarios sin
tratamiento previo frente a la malaria o adultos gambianos que sugerian que la eficacia de la vacuna con RTS,S era de
corta vida (Stoute, 1998; Bojang, 2001). Ademas, después de un periodo de seguimiento adicional de 12 meses, se
observo que la eficacia de la vacuna no disminuia significativamente (Alonso, 2005).

RTS,S combinada con MPL y QS21 en una emulsion aceite en agua también se han ensayado en un régimen de
administracion de sensibilizacion-refuerzo. El documento W02004/037189 describe un régimen de vacuna de
sensibilizacion-refuerzo que implica sensibilizar con un vector de ADN que expresa proteina circumsporozoito y reforzar
con RTS,S combinada con MPL y QS21 en una emulsion de aceite en agua.

Aunque la formulacién de la vacuna descrita anteriormente muestra eficacia clinica, aun son necesarias mejoras
adicionales para aumentar tanto la cantidad de individuos protegidos asi como la persistencia de la protecciéon. Nuevas
formulaciones adyuvantes tales como una formulacién que contiene QS21 y 3D-MPL en una formulacion que contiene
liposomas (mencionada en este documento como adyuvante B) ha demostrado una potencia superior para reforzar las
respuestas inmunes de células T en diversas investigaciones preclinicas y clinicas.

Aunque el documento EP0761231 describe la inmunogenicidad en ratones de particulas de RTS,S formuladas con
QS21 y 3D-MPL, el documento WO96/33739 describe la inmunogenicidad en ratones de RTS,S, MPL y QS21 en una
formulacioén de liposomas.

En particular, lo que se necesita para una vacuna para gente que no proceda de una region endémica de malaria pero
que viaje durante un periodo limitado de tiempo a regiones en las que la malaria es endémica, es una mejor proteccion
contra la infeccién. La manifestacion clinica de la malaria sélo puede suceder si hay una infeccion productiva del higado
que conduce a la formacion de merozoitos y su liberacién de la fase hepatica. Estos merozoitos pueden después
infectar RBC e iniciar la fase sanguinea patogénica del parasito provocando la malaria sintomatica clinica. Si no hay
infeccion productiva después de la exposicion (es decir, sin infeccion del higado y/o sin liberacién de merozoitos del
higado), entonces se conoce como inmunidad estéril. Una vacuna que redujera significativamente el riesgo de una
infeccion productiva del higado, como se ha definido anteriormente, después de la picadura del mosquito seria
altamente deseable para una poblacion viajera que no tiene inmunidad preexistente, porque previniendo la infeccion
hepatica productiva, la vacuna prevendria cualquier manifestacion clinica posterior. Esto puede contrastarse con el
objetivo de desarrollo de una vacuna dirigida a nifios o gente de regiones endémicas, donde el objetivo principal seria
disminuir la gravedad de la enfermedad y/o disminuir la cantidad de episodios de enfermedad, pero no necesariamente
prevenirlos completamente. En teoria, no seria posible mantener indefinidamente la proteccion estéril en gente de
regiones endémicas, y por lo tanto necesitan formar su propia inmunidad por exposiciéon a la infeccion por malaria.
Ademas, no es aconsejable otorgar proteccion estéril a gente de regiones endémicas durante un periodo limitado.
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Los inventores presentes describen un ensayo clinico de estimulacion que consta de una comparaciéon mano a mano de
RTS,S/AS02A frente a RTS,S con un adyuvante diferente (adyuvante B) que contiene QS21 y 3D-MPL en una
formulacién con liposomas que contienen colesterol, en una poblacién virgen a la malaria (véanse los Ejemplos). Se
investigo la inmunidad mediada tanto por células T como por células B.

Los resultados muestran que en una poblaciéon adulta virgen a la malaria, el antigeno RTS,S en combinacién con el
adyuvante B es mas del 50 % mas eficaz en la proteccion contra infeccion hepatica productiva después de una
estimulacion con la malaria, que RTS,S/AS02A. Por tanto, el antigeno RTS,S en combinacién con el adyuvante B es
mas eficaz en términos de la proteccion estéril que es necesaria para individuos sin tratamiento previo frente a la
malaria que viajan a regiones en las que la malaria es endémica. Esta mayor eficacia conferida por adyuvante B esta
asociada con una mayor respuesta inmunitaria especifica del antigeno (anticuerpos y linfocitos T CD4-Th1).

Por lo tanto, la presente invencién proporciona el uso de un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o
derivado del mismo y un adyuvante que comprende un derivado de lipido A y una saponina en una formulaciéon de
liposoma, en la fabricacién de un medicamento para inmunizar viajeros a regiones endémicas contra infeccion
productiva por malaria, en el que el antigeno de Plasmodium es la proteina circumsporozoito (CS) o un fragmento
inmunogénico o fragmentos inmunogénicos de la misma capaces de provocar una respuesta inmunitaria contra
Plasmodium y en el que la proteina CS o fragmento de la misma esta fusionada con el antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAQ).

En lineas generales, los viajeros a regiones endémicas seran sin tratamiento previo frente a la malaria. Por tanto, la
invencioén se aplica a individuos sin tratamiento previo frente a la malaria.

La invencidon se ocupa particularmente de reducir la incidencia de infecciones productivas por malaria en viajeros a
regiones endémicas, que pueden tener cualquier edad pero en particular adultos.

Un segundo aspecto de la invencion proporciona una formulacion que comprende un antigeno de Plasmodium o un
fragmento inmunogénico o derivado del mismo y un adyuvante, que comprende 3D-MPL y QS21 en una formulacién de
liposoma, para su uso en la inmunizacion de viajeros a regiones endémicas contra infeccion productiva por malaria, en
la que el antigeno de Plasmodium es la proteina circumsporozoito (CS) o un fragmento inmunogénico o fragmentos
inmunogénicos de la misma capaces de provocar una respuesta inmunitaria contra Plasmodium y en el que la proteina
CS o fragmento de la misma esta fusionada con el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ).

Se describe en la presente memoria un procedimiento de profilaxis de infeccion productiva por malaria en viajeros a
regiones endémicas que comprende la administracion de cantidades adecuadas de una formulacion que comprende un
antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o derivado del mismo y un adyuvante, que comprende un
derivado de lipido A y una saponina en una formulacién de liposoma.

En una realizacion de la invencion, el antigeno de Plasmodium es un antigeno de P. falciparum. En otra realizacion de la
invencion, el antigeno de Plasmodium es un antigeno de P.vivax.

En la presente memoria se describe un antigeno pre-eritrocitico.

Por ejemplo, el antigeno puede seleccionarse entre cualquier antigeno que se exprese en la fase esporozoito u otra
fase pre-eritrocitica del parasito tal como la fase del higado. Por ejemplo, el antigeno puede seleccionarse entre la
proteina circumsporozoito (CS), antigeno 1 de la fase del higado (LSA-1) (véase, por ejemplo, el documento
WO02004/044167), antigeno 3 de la fase del higado (LSA-3) (descrito, por ejemplo, en los documentos EP 0 570 489 y
EP 0 833 917), Pfs 16kD (descrita en los documentos WO 91/18922 y EP 597 843), el antigeno 1 Exportado (Exp-1)
(descrito por ejemplo por Meraldi y col. 2002, Parasite Immunol vol 24 (3):141), la proteina del esporozoito rica en
treonina y asparagina (STARP), el antigeno en fase esporozoito y del higado (SALSA), proteina anénima relacionada
con trombospondina (TRAP) (descrita en los documentos WO 90/01496, WO 91/11516 y WO 92/11868) y antigeno 1 de
merozoito apical (AMA-1) (descrito en el documento EP 0 372 019) que ha mostrado recientemente que esta presente
en la fase del higado (ademas de la fase eritrocitica). Todos estos antigenos son bien conocidos en el campo. El
antigeno puede ser la proteina completa o un fragmento inmunogénico de la misma o un derivado de cualquiera de
éstos. Los fragmentos inmunogénicos de antigenos de la malaria son bien conocidos, por ejemplo, el ectodominio de
AMA-1 (descrito, por ejemplo, en el documento, por ejemplo, WO 02/077195). Los derivados incluyen, por ejemplo,
fusiones con ofras proteinas que pueden ser proteinas de la malaria o proteinas no de la malaria tales como HBsAg.
Los derivados segun la invencién son capaces de provocar una respuesta inmunitaria contra el antigeno nativo.

El antigeno de Plasmodium puede fusionarse al antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ).

Un antigeno particular para su uso en la invencion se obtiene de la proteina circumsporozoito (CS) y puede estar en
forma de una proteina hibrida con HBsAg. El antigeno puede ser la proteina CS completa o parte de la misma,
incluyendo un fragmento o fragmentos de la proteina CS, fragmentos que pueden fusionarse juntos.

El antigeno basado en proteina CS puede estar en forma de una proteina hibrida que comprende sustancialmente toda
la porcion C-terminal de la proteina CS de Plasmodium, cuatro o mas repeticiones en tandem de la region
inmunodominante de la proteina CS, y el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg). La proteina hibrida puede
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comprender una secuencia que contiene al menos 160 aminoacidos y que es sustancialmente homdloga a la porcion C-
terminal de la proteina CS. En particular, “sustancialmente toda” la porcion C-terminal de la proteina CS incluye el
extremo C-terminal desprovisto de la secuencia de anclaje hidrofoba. La proteina CS puede estar desprovista de los
Ultimos 12 aminoacidos del extremo C-terminal.

La proteina hibrida para su uso en la invencion puede ser una proteina que comprenda una porcién de la proteina CS
de P. falciparum que corresponde sustancialmente a los aminoacidos 207-395 del clon 3D7 de P. falciparum, derivado
de la cepa NF54 (Caspers, 1989) fusionado en fase mediante un engarce lineal al extremo N-terminal de HBsAg. El
engarce puede comprender una porcion de preS2 de HBsAg.

Las construcciones de CS para su uso en la presente invencion son como se exponen en el documento WO 93/10152.
Una construccién particular es la proteina hibrida conocida como RTS como se describe en el documento WO 93/10152
(donde se indica como RTS*) y el documento WO 98/05355.

Una proteina hibrida particular para su uso en la invencién es la proteina hibrida conocida como RTS que consiste en:

e Un resto de metionina, codificado por los nucleétidos 1059 a 1061, derivado de la secuencia del gen TDH3 de
Saccharomyces cerevisiae. (Musti, 1983).

e Tres aminoacidos, Met Ala Pro, derivados de una secuencia de nucledtidos (1062 a 1070) creada por el
procedimiento de clonacién usado para construir el gen hibrido.

e Un tramo de 189 aminoacidos, codificado por los nucledtidos 1071 a 1637 que representa los aminoacidos 207 a
395 de la proteina circumsporozoito (CSP) de la cepa 3D7 de Plasmodium falciparum (Caspers, 1989).

e Un aminoacido (Gly) codificado por los nucleétidos 1638 a 1640, creado por el procedimiento de clonacién usado
para construir el gen hibrido.

e Cuatro aminoacidos, Pro Val Thr Asn, codificados por los nucledtidos 1641 a 1652, y que representan los cuatro
restos carboxi terminales de la proteina preS2 del virus de la hepatitis B (serotipo adw) (Valenzuela, 1979).

e Un tramo de 226 aminoacidos, codificado por los nucleétidos 1653 a 2330, y que especifica la proteina S del virus de
la hepatitis B (serotipo adw).

La RTS puede estar en forma de particulas mixtas RTS,S.

Las particulas RTS,S comprenden dos polipéptidos RTS y S que pueden sintetizarse simultdaneamente y forman
espontaneamente estructuras en particulas compuestas (RTS,S), por ejemplo, durante la purificacion.

La proteina RTS puede expresarse en levaduras, por ejemplo S. cerevisiae. En dicho huésped, RTS se expresara en
forma de particulas lipoproteicas. La cepa de levaduras receptora puede ya llevar en su genoma varias copias
integradas de un modulo de expresion S de la hepatitis B. La cepa resultante sintetiza, por lo tanto, dos polipéptidos, S 'y
RTS, que se ensamblan juntas espontaneamente en particulas lipoproteicas mixtas (RTS,S). Estas particulas pueden
presentar las secuencias de CSP del hibrido en su superficie. La RTS y S en estas particulas mixtas pueden
presentarse en una proporcion particular, por ejemplo 1:4.

El uso de un antigeno de la malaria adicional o fragmento o derivado del mismo en la invencion también se incluye en la
invencion. Otros antigenos pre-eritrociticos tales como AMA-1, LSA-1, LSA-3 (descritos, por ejemplo, en los documentos
EP 0570489y EP 0 833 917) y Pfs 16kD, pueden usarse en combinacion con RTS,S. Como alternativa, RTS,S puede
usarse en combinacion con un antigeno de fase sanguinea tal como la proteina 1 superficial de merozoito (MSP-1)
(descrita, por ejemplo, en el documento US 4.837.016), el antigeno 175 de unién a eritrocitos (EBA-175) o MSP-3
(descrita por ejemplo, en el documento EP 0666916).

Los fragmentos inmunogénicos de cualquiera de los antigenos descritos en este documento contendran al menos un
epitope del antigeno y presentaran antigenicidad de malaria y seran capaces de provocar una respuesta inmunitaria
cuando se presentan en una construccion adecuada, tal como, por ejemplo, cuando estan fusionados con otros
antigenos de la malaria u otros antigenos no de la malaria, o se presentan en un vehiculo, estando dirigida la respuesta
inmunitaria contra el antigeno nativo. De forma tipica, los fragmentos inmunogénicos contienen al menos 20, o al menos
50, o al menos 100 aminoacidos contiguos del antigeno de la malaria.

Los derivados de los antigenos o fragmentos descritos en este documento contendran de forma similar al menos un
epitope del antigeno y presentaran antigenicidad de malaria y seran capaces de provocar una respuesta inmunitaria,
estando dirigida la respuesta inmunitaria contra el antigeno nativo. Los derivados incluyen, por ejemplo, fusiones del
antigeno de la malaria a otra proteina que puede ser o puede no ser otra proteina de la malaria y puede ser, por
ejemplo, HBsAg.

Segun la invencion, puede usarse directamente una solucion acuosa de la proteina hibrida purificada y combinarse con
el adyuvante adecuado segun la invencion. Como alternativa, la proteina puede liofilizarse antes de mezclarse con el
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adyuvante. El adyuvante puede ser un liquido y por tanto se usa para reconstituir el antigeno en una forma de vacuna
liquida.

Asi, la invencion proporciona adicionalmente el uso de un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o
derivado del mismo y un adyuvante que comprende 3D-MPL y QS21 en una formulacién de liposoma, como se describe
en este documento, en la fabricacion de un kit para inmunizar viajeros a regiones endémicas contra infecciéon por
malaria, donde el antigeno se proporciona en forma liofilizada y el antigeno y el adyuvante se mezclan antes de la
administracion, en la que el antigeno de Plasmodium es la proteina circumsporozoito (CS) o un fragmento
inmunogénico o fragmentos inmunogénicos de la misma capaces de provocar una respuesta inmunitaria contra
Plasmodium y en el que la proteina CS o fragmento de la misma esta fusionada con el antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAQ).

La dosis de vacuna segun la invencion puede estar entre 1-100 ug de RTS,S por dosis, por ejemplo 25 a 75 ug de
RTS,S, por ejemplo una dosis de 50 ug de proteina RTS,S, que puede presentarse en 500 ul (formulacion liquida final).
Esta es una dosis adecuada para su uso en adultos. Una dosis adecuada para su uso en nifios es la mitad de la dosis
para adultos, que es 25 ug de RTS,S, que puede presentarse en 250 ul (formulacion liquida final). Pueden usarse dosis
similares para otros antigenos.

El antigeno se combina con un adyuvante que comprende un derivado de lipido A y una saponina en una formulacion
de liposoma.

Los adyuvantes adecuados segun la invencion son lipido A destoxificado de cualquier fuente y derivados no téxicos de
lipido A, que son estimuladores con preferencia de una respuesta de células Th1 (también llamada en este documento
una respuesta de tipo Th1).

Una respuesta inmunitaria puede dividirse ampliamente en dos categorias extremas, que son una respuesta inmunitaria
humoral o mediada por células (tradicionalmente caracterizadas por mecanismos de proteccidon con anticuerpos y
células efectoras respectivamente). Estas categorias de respuesta se han denominado respuestas de tipo Th1
(respuesta mediada por células), y respuestas inmunes de tipo Th2 (respuesta humoral).

Las respuestas inmunes de tipo Th1 extremas pueden caracterizarse por la generacion de linfocitos T citotdxicos
restringidos por haplotipo, especificos de antigeno, y respuestas de células citotdxicas naturales. En ratones, las
respuestas de tipo Th1 a menudo se caracterizan por la generacion de anticuerpos del subtipo IgG2a, mientras que en
seres humanos éstos corresponden a los anticuerpos de tipo IgG1. Las respuestas inmunes de tipo Th2 estan
caracterizadas por la generacion de un intervalo de isotipos de inmunoglobulinas incluyendo IgG1 en ratones.

Puede considerarse que la fuerza impulsora detras del desarrollo de estos dos tipos de respuestas inmunes son
citocinas. Altos niveles de citocinas de tipo Th1 tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunes mediadas por
células contra el antigeno dado, mientras que altos niveles de citocinas de tipo Th2 tienden a favorecer la induccion de
respuestas inmunes humorales contra el antigeno.

La distincion de respuestas inmunes de tipo Th1 y Th2 no es absoluta, y pueden adoptar la forma de continuidad entre
estos dos extremos. En realidad, un individuo soportara una respuesta inmunitaria que se describe como
predominantemente Th1 o predominantemente Th2. Sin embargo, a menudo es conveniente considerar las familias de
citocinas en términos de lo descrito sobre clones de células T CD4 +vas murinos por Mosmann and Coffman (Mosmann,
1989). Tradicionalmente, las respuestas de tipo Th1 estan asociadas con la produccioén de las citocinas INF-gamma por
linfocitos T. Otras citocinas a menudo directamente asociadas con la induccién de respuestas inmunes de tipo Th1 no
estan producidas por células T, tales como IL-12. Por el contrario, las respuestas de tipo Th2 estan asociadas con la
secrecion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y factor de necrosis tumoral beta (TNF-beta).

Se sabe que ciertos adyuvantes de vacuna son particularmente adecuados para la estimulacion de respuestas de
citocinas de tipo Th1 o Th2. Tradicionalmente, los indicadores del equilibrio Th1:Th2 de la respuesta inmunitaria
después de una vacunacion o infeccion incluyen la medicion directa de la produccion de citocinas Th1 o Th2 por
linfocitos T in vitro después de la re-estimulacion con antigeno, y/o la medicidn (al menos en ratones) de la proporcion
IgG1:1gG2a de respuestas de anticuerpos especificos de antigeno.

Asi, un adyuvante de tipo Th1 es uno que estimule poblaciones de células T aisladas para producir altos niveles de
citocinas de tipo Th1 cuando se reestimulan con antigeno in vitro, e induce respuestas de inmunoglobulinas especificas
de antigeno asociadas con el isotipo de tipo Th1.

Los adyuvantes que son capaces de una estimulacion con preferencia de la respuesta de células Th1 se describen en
los documentos WO 94/00153 y WO 95/17209.

Se sabe desde hace tiempo que el lipopolisacarido enterobacteriano (LPS) es un potente estimulador del sistema
inmunitario, aunque su uso en adyuvantes se ha restringido por sus efectos toxicos. Se ha descrito (Ribi, 1986) un
derivado no téxico de LPS, monofosforil lipido A (MPL), producido por la retirada del grupo carbohidrato central y el
fosfato del extremo reductor glucosamina, y tiene la siguiente estructura:
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Otra version destoxificada de MPL es el resultado de la retirada de la cadena acilo de la posicién 3 del esqueleto
disacarido, y se llama monofosforil lipido A 3-O-desacilado (3D-MPL). Puede purificarse y prepararse por los
procedimientos mostrados en el documento GB 2122204B, referencia que también describe la preparacién de difosforil
lipido A, y variantes 3-O-desaciladas del mismo.

Una forma particular de 3D-MPL para su uso en la presente invencién es en forma de una emulsién que tiene un
tamafio de particula pequefio inferior a 0,2 um de diametro, y su procedimiento de fabricacion se describe en el
documento WO 94/21292. Se han descrito en el documento W098/43670 formulaciones acuosas que comprenden
monofosforil lipido A y un tensioactivo.

Los adyuvantes derivados del lipopolisacarido bacteriano a usar en la presente invencion pueden purificarse y
procesarse a partir de fuentes bacterianas, o como alternativa pueden ser sintéticos. Por ejemplo, monofosforil lipido A
purificado se describe en Ribi y col. (Ribi, 1986), y monofosforil o difosforil lipido A 3-O-desacilado derivado de
Salmonella sp. se describe en el documento GB 2220211 y el documento US 4912094. Se han descrito otros
lipopolisacaridos purificados y sintéticos (Hilgers, 1986; Hilgers, 1987; documento EP 0 549 074 B1). Un adyuvante de
lipopolisacarido bacteriano particular para su uso en la invencion es 3D-MPL.

Por consiguiente, los derivados de LPS que pueden usarse en la presente invencion son los inmunoestimulantes que
son similares en estructura a la de LPS o MPL o 3D-MPL. En ofra alternativa, los derivados de LPS pueden ser un
monosacarido acilado, que es una sub-porcién de la estructura anterior de MPL.

Las saponinas también son inmunoestimulantes de Th1. Las saponinas son adyuvantes bien conocidos (Lacaille-
Dubois, 1996). Las saponinas adecuadas para su uso en la invencion incluyen saponinas inmunoldgicamente activas,
por ejemplo Quil A (obtenida de la corteza del arbol Quillaja Saponaria Molina de América del Sur), y fracciones
inmunoldgicamente activas de la misma, como se describe en el documento US 5.057.540 y “Saponins as vaccine
adjuvants” (Kensil, 1996) y el documento EP 0 362 279 B1. Las saponinas hemoliticas QS21 y QS17 (fracciones
purificadas por HPLC de Quil A) se han descrito como adyuvantes sistémicos potentes, y el procedimiento para su
produccion se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.057.540 y documento EP 0 362 279 B1. También se
describe en estas referencias el uso de QS7 (una fraccion no hemolitica de Quil-A) que funciona como adyuvante
potente para vacunas sistémicas. El uso de QS21 se describe adicionalmente en Kensil y col. (Kensil, 1991). También
se conocen combinaciones de QS21 y polisorbato o ciclodextrina (documento WO 99/10008). Se describen sistemas
adyuvantes particulares que comprenden fracciones de QuilA, tales como QS21 y QS7 en el documento WO 96/33739 y
el documento WO 96/11711.

El lipopolisacarido y los inmunoestimulantes de saponina descritos anteriormente para su uso en la invencion se
formulan junto con un vehiculo de liposomas. Por ejemplo, el vehiculo puede comprender liposomas que contienen
colesterol como se describe en el documento WO 96/33739.
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Se describen combinaciones de un monofosforil lipido A y un derivado de saponina en los documentos WO 94/00153;
WO 95/17210; WO 96/33739; WO 98/56414; WO 99/12565; WO 99/11241, y la combinacién de QS21 y 3D-MPL se
divulga en el documento WO 94/00153.

Asi, los sistemas adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen, por ejemplo, una combinacion de un
monofosforil lipido A, tal como 3D-MPL, junto con un derivado de saponina, particularmente la combinacién de QS21 y
3D-MPL como se divulga en el documento WO 94/00153. El sistema adyuvante incluye un vehiculo de liposomas, por
ejemplo liposomas que contienen colesterol, por ejemplo en una composicion en la que QS21 esta inactivado en
liposomas que contienen colesterol (DQ) como se describe en el documento WO 96/33739.

Asi, la saponina tal como QS21 también puede estar presente en o estar asociada con las membranas de los
liposomas, como se describe en el documento WO 96/33739. ElI 3D-MPL u otro derivado de lipido A puede estar
presente inmovilizado en la membrana de los liposomas, o por fuera de los liposomas, o ambos. Un adyuvante particular
para su uso en la invencion comprende los dos inmunoestimulantes QS21 y 3D-MPL, en una formulacion con liposomas
que contienen colesterol, en la que el 3D-MPL esta inmovilizado en los liposomas y el QS21 esta asociado con los
liposomas.

La cantidad de la proteina de la presente invenciéon presente en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad
que induce una respuesta inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos significativos en vacunas tipicas. Dicha
cantidad variara dependiendo del inmundgeno especifico y adyuvante especifico que se empleen. Generalmente, se
espera que cada dosis comprenda 1-1000 pg de proteina, por ejemplo 1-200 ng, por ejemplo 10-100 ug. Una cantidad
6ptima para una vacuna particular puede determinarse por estudios convencionales que implican la observacion de
titulos de anticuerpos y otras respuestas en sujetos.

Un programa de vacunacion adecuado para su uso con la invencion es un curso principal antes de viajar a una region
endémica de malaria que puede completarse por ejemplo al menos 2-4 semanas antes de la llegada a la region. Este
curso principal puede implicar entre 1 y 3 dosis, por ejemplo 2 o 3 dosis, administradas con un intervalo de al menos 7
dias, o entre 1 y 4 semanas, o por ejemplo un mes entre las dosis. Un curso de vacunacioén principal puede venir
seguido por refuerzos repetidos cada seis meses mientras exista un riesgo de infeccién. Después pueden ser
apropiadas vacunaciones de refuerzo periddicas antes de repetir el viaje a las regiones endémicas. Las cantidades
adecuadas de proteina RTS,S por dosis son las que se han dado en este documento anteriormente.

Las vacunas de la invencién pueden administrarse por cualquiera de una diversidad de vias tales como oral, tépica,
subcutanea, en la mucosa (de forma tipica intravaginal), intravenosa, intramuscular, intranasal, sublingual, intradérmica
0 por supositorio.

La invencion puede usarse adicionalmente en un régimen de sensibilizacion-refuerzo heterélogo.

En lugar de, o ademas de dosis repetidas de la composicion que contiene RTS,S u otro polipéptido, puede administrarse
una forma diferente de la vacuna en un régimen de vacunacion “sensibilizacion-refuerzo” heterélogo. La composicion de
sensibilizacion y la composicion de refuerzo tendran al menos un antigeno en comun, aunque no necesariamente una
forma idéntica del antigeno; y puede ser una forma diferente del mismo antigeno.

Las inmunizaciones de sensibilizacién-refuerzo segun la invencion pueden realizarse de acuerdo con una combinacion
de proteina y polinucleétido, particularmente formulaciones basadas en ADN. Dicha estrategia se considera eficaz para
inducir respuestas inmunes amplias. Las vacunas proteicas potenciadas con adyuvante inducen principalmente
respuestas inmunes de anticuerpos vy linfocitos T auxiliares, mientras que el suministro de ADN en forma de plasmido o
un vector vivo induce fuertes respuestas de linfocitos T citotdxicos (CTL). Por tanto, la combinacion de una vacunacion
proteica y de ADN proporcionara una amplia diversidad de respuestas inmunes.

Por tanto, la invencién proporciona adicionalmente el uso de un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico
o derivado del mismo y un adyuvante que comprende un derivado de lipido A y una saponina en una formulaciéon de
liposoma, como se describe en este documento, junto con un polinucleétido que codifica el antigeno de Plasmodium o
un fragmento inmunogénico o derivado del mismo, en la fabricacion de un kit farmacéutico para inmunizar viajeros a
regiones endémicas contra infeccion productiva por malaria.

En la presente memoria se describe un kit que comprende:
e un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o derivado del mismo proporcionado en forma liofilizada,
¢ un adyuvante que comprende 3D-MPL y QS21 en una formulacién de liposoma, y

e instrucciones que especifican que el antigeno, adyuvante, y opcionalmente un vehiculo adicional, tienen que
mezclarse antes de la administracion a un viajero a una regién endémica,

protegiendo de este modo a dicho viajero contra infeccion productiva por malaria, en la que el antigeno de Plasmodium
es la proteina circumsporozoito (CS) o un fragmento inmunogénico o derivados de la misma capaces de provocar una
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respuesta inmunitaria contra Plasmodium y en el que la proteina CS o fragmento de la misma esta fusionada con el
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ).

Asi, cuando se usa RTS,S u otro polipéptido basado en la proteina CS como componente polipeptidico de un régimen
de sensibilizacion-refuerzo, el componente polinucleotidico codificara la proteina CS o un fragmento inmunogénico o
derivado de la misma.

El ADN puede suministrarse como ADN desnudo tal como ADN plasmidico, o en forma de un vector vivo recombinante.
Los vectores vivos para su uso en la invencion pueden ser deficientes en la replicacion. Ejemplos de vectores vivos que
pueden usarse son vectores de poxvirus que incluyen vectores de poxvirus modificados, por ejemplo Virus Ankara
Modificado (MVA), vectores de alfavirus, por ejemplo vectores del virus de la Encefalitis Equina Venezolana, o vectores
de adenovirus por ejemplo un vector de adenovirus no humano tal como un vector de adenovirus de chimpanceés, o
cualquier otro vector vivo adecuado.

Un adenovirus adecuado para su uso como vector vivo en una vacuna de sensibilizacion-refuerzo segun la invencion es
un adenovirus de seres humanos con baja seroprevalencia tal como Ad5 o Ad35 o un adenovirus de origen no humano
tal como un adenovirus de primate no humano tal como un adenovirus de simio. Los vectores pueden ser deficientes en
la replicacion. De forma tipica, estos virus contienen una delecién en E1 y pueden crecer en lineas celulares que estan
transformadas con un gen de E1. Los adenovirus de simio adecuados son virus aislados de chimpanceés. En particular,
pueden usarse C68 (también conocido como Pan 9) (Véase la Patente de Estados Unidos N° 6 083 716) y Pan 5, 6 y
Pan 7 (documento WO 03/046124). Estos vectores pueden manipularse para insertar un polinucleétido heterélogo de
modo que puedan expresarse los polipéptidos. El uso, formulacion y fabricacion de dichos vectores adenovirales
recombinantes se describen con detalle en el documento WO 03/046142.

Pueden inyectarse antigenos proteicos una vez o varias veces seguido por una o mas administraciones de ADN, o
puede usarse ADN primero para una o mas administraciones seguido por una o0 mas inmunizaciones con proteinas.
Puede ser beneficioso administrar primero el ADN, seguido por la proteina.

Asi, un ejemplo particular de inmunizaciéon sensibilizacion-refuerzo implica sensibilizar con una Unica dosis de un
polinucleétido en forma de un vector vivo recombinante tal como cualquiera de los descritos anteriormente, seguido por
refuerzo con una o mas dosis, por ejemplo 2 o 3 dosis, de la proteina potenciada tal como RTS,S con un adyuvante
descrito en la presente memoria. El polinucleétido codifica la misma proteina (por ejemplo, proteina CS) o un fragmento
inmunogénico o derivado de la misma.

Asi, la presente memoria proporciona un kit farmacéutico que comprende

a) un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o derivado del mismo y un adyuvante que comprende un
derivado de lipido A y una saponina en una formulacion de liposoma, y

b) un polinucledtido que codifica el antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o derivado del mismo;

en el que a) y b) son para su uso secuencial en cualquier orden, pero particularmente en el que b) se usa como la
sensibilizacion y a) se usa como el refuerzo. También se describen instrucciones con dicho kit, que especifican que, con
respecto a a), el antigeno, adyuvante, y opcionalmente un vehiculo adicional, tienen que mezclarse antes de la
administracion a un viajero a una region endémica.

La composicion a) puede ser cualquier composicion polipeptidica como se describe en este documento, en un
adyuvante adecuado como se describe en este documento. Por ejemplo a) puede ser una composicién que comprende
RTS,S y un adyuvante que comprende QS21 y 3D-MPL en una formulacion de liposoma, y b) puede ser un vector vivo
como se describe en este documento tal como un vector de adenovirus, por ejemplo, un vector de adenovirus de
chimpancés, que codifica la proteina CS o un fragmento inmunogénico o derivado de la misma.

Tanto la composicién de sensibilizaciéon como la composicién de refuerzo pueden suministrarse en mas de una dosis.
Ademas, las dosis de sensibilizacion inicial y refuerzo pueden venir seguidas por dosis adicionales que pueden
alternarse para producir, por ejemplo, una sensibilizacion con ADN / refuerzo con proteinas / dosis adicional de ADN /
dosis adicional de proteinas.

Los diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables apropiados para su uso en la invencion son bien conocidos
en la técnica e incluyen, por ejemplo, agua o tampones. La preparacion de la vacuna esta descrita en lineas generales
(Powell, 1995; Voller, 1978). La encapsulaciéon en liposomas esta divulgada, por ejemplo, por Fullerton, patente de
Estados Unidos 4.235.877. La conjugacion de proteinas a macromoléculas se divulga, por ejemplo, por Likhite, patente
de Estados Unidos 4.372.945 y por Armor y col., patente de Estados Unidos 4.474.757.

Se describe en el presente documento un procedimiento para determinar si un individuo esta protegido contra la malaria
después de la administracion de una composicion de antigeno de la malaria al individuo, procedimiento que comprende
medir el nivel de células T CD4 producidas en el individuo especificas para el antigeno de la malaria. Ademas, se
proporciona un procedimiento para evaluar si un individuo esta protegido contra la malaria después de la administracion
de una composicion de antigeno de la malaria, en particular una composicion de antigeno de la malaria pre-eritrocitico,
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al individuo, procedimiento que comprende medir la concentracién de anticuerpos producidos en el individuo especificos
para el antigeno de la malaria.

Se describe ademas un procedimiento para determinar la eficacia de una vacuna candidata, en particular, una vacuna
candidata pre-eritrocitica, en la prevencion de la malaria, procedimiento que comprende medir el nivel de células CD4
producidas en un individuo contra la vacuna candidata. Se proporciona ademas un procedimiento para determinar la
eficacia de una vacuna candidata, en particular una vacuna candidata pre-eritrocitica, en la prevencion de la malaria,
procedimiento que comprende medir la concentracion de anticuerpos especificos producidos en un individuo contra la
vacuna candidata. En una realizacién mas especifica, esta vacuna comprende un antigeno de Plasmodium o un
fragmento inmunogénico o derivado del mismo y un adyuvante que comprende un derivado de lipido A y una saponina
en una formulacién de liposoma.

Ejemplos
Ejemplo 1: Vacunacion usando RTS,S y Adyuvante B y estimulacion experimental con malaria.
Las Vacunas

RTS,S: RTS es una cadena polipeptidica hibrida de 51 kDa de 424 aminoacidos (a.a.), que consta de 189 aminoacidos
derivados de un antigeno superficial de esporozoito (la repeticion en tdndem central de la proteina CS y las regiones
carboxilo-terminales, 189 aminoacidos en total) de la cepa NF54 del parasito de la malaria P. falciparum (el antigeno
CSP, a.a. 207 a 395), fusionada con el extremo amino terminal de la proteina S del virus de la hepatitis B. S es un
polipéptido de 24 kDa (226 aminoacidos de longitud) que corresponde al antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B (HBsAg), y es el antigeno usado en la vacuna Engerix-B® de GSK Biologicals.

Las dos proteinas se producen de forma intracelular en levaduras (S. cerevisiae) y se ensamblan espontaneamente en
estructuras en particulas poliméricas mixtas que se estima que cada una contiene aproximadamente 100 polipéptidos.

La preparacion de RTS,S se describe en el documento WO 93/10152.

Una dosis completa de RTS,S/AS02A (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Bélgica) contiene 50 ug de antigeno
RTS,S liofilizado, reconstituido en 500 ul de adyuvante ASO2A - emulsion de aceite en agua que contiene los
inmunoestimulantes 3D-MPL® ( GlaxoSmithKline Biologicals, Montana, Estados Unidos) y QS21, 50 ug de cada uno.

Una dosis completa de RTS,S/Adyuvante B (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Bélgica) contiene 50 ug de
antigeno RTS,S liofilizado, reconstituido en 500 ul de adyuvante B que contiene los inmunoestimulantes 3D-MPL® y
QS21 (50ug de cada uno) en una formulacidon con liposomas que contienen colesterol. Los liposomas pueden
prepararse a partir de una mezcla de fosfatidilcolina des-oleica (DOPC), colesterol y 3D-MPL en un disolvente organico,
donde la mezcla esta secada. Después, se afiade una soluciéon acuosa para suspender el lipido. La suspensién se
microfluidiza hasta que el tamafio del liposoma se reduce para poder filtrarse a esterilidad a través de un filtro de
0,2 um. De forma tipica, la proporciéon de colesterol:fosfatidilcolina es de 1:4 (p/p), y la soluciéon acuosa se afiade para
dar una concentracion final de colesterol de 5 a 50 mg/ml. Se afiade QS21 a los liposomas que contienen colesterol.

Metodologia

Este ensayo clinico ha evaluado la seguridad, reactogenicidad, inmunogenicidad y eficacia preliminar de una vacuna
contra la malaria que contiene el antigeno RTS,S potenciado con adyuvante AS02A o adyuvante B.

Se reclutaron 103 sujetos en dos cohortes y se aleatorizaron para recibir 3 dosis de cada vacuna de acuerdo con un
programa de vacunacion de 0, 1, 2 meses. A causa de la gran cantidad, las cohortes se reclutaron y estimularon
secuencialmente.

Para cada cohorte, se pidié a los voluntarios que experimentaran una estimulacién con malaria principal normalizada
(Chulay, 1986) de dos a cuatro semanas después de la tercera dosis. La estimulacion principal implicé permitir que
cinco mosquitos Anophelese stevensi infectados con esporozoito de P. falciparum se alimentaran de cada voluntario de
estimulacion durante un periodo de cinco minutos. Para cada cohorte, también se estimularon doce voluntarios de
control no vacunados.

Aproximadamente seis meses después de la estimulacion principal, a los voluntarios que fueron protegidos en la
estimulacion principal se les pidié que experimentaran una estimulacion repetida. No se administraron dosis adicionales
de la vacuna entre las estimulaciones. La estimulacion repetida se realizdé segun la estimulacion principal. Para cada
cohorte, también se estimularon seis voluntarios de control no vacunados.

Después de cada estimulacion, se siguié diariamente a los sujetos durante un periodo de al menos 30 dias para evaluar
si se habian infectado con malaria. El procedimiento principal para detectar infeccion fue una evaluacion de un frotis de
sangre periférica con tincion con Giesma para detectar parasitos en fase asexual por microscopia Optica. Esto indica
que un sujeto ha experimentado una infeccion productiva, habiéndose liberado parasitos del higado y habiendo
progresado a fase eritrocitica. Por tanto, la proteccion estéril contra estimulacién no se ha conseguido. Al primer signo
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de infeccion los sujetos se declararon positivos para la malaria y recibieron una dosis de curacién de cloroquina. La
lectura de eficacia principal fue proteccion estéril, es decir, que el sujeto nunca desarrollé parasitemia en fase asexual.
Ademas, se registré el tiempo entre la estimulacion y la aparicion de parasitemia en aquellos que no estuvieron
completamente protegidos.

Ademas, se recogieron muestras de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) antes de la vacunacion, y 2
semanas después de la vacunacion Il y 14-28 dias después de la vacunacion Ill (Dia de estimulacién: DOC).

Se usaron muestras de PBMC para evaluar las respuestas de células T CD4 y CD8 por citometria de flujo de citocinas.
La ultima tecnologia permite la cuantificacion de células T especificas para un antigeno dado. Se contaron las células T
CD4 y CD8 especificas de antigeno por citometria de flujo después de marcaje convencional por inmunofluorescencia
del fenotipo celular asi como la produccién de citocinas intracelulares. En resumen, pueden reestimularse células T CD4
y CD8 especificas de antigeno de sangre periférica in vitro para que produzcan IL-2, CD40L, TNF-alfa o IFN-gamma
cuando se incuban con su antigeno correspondiente. Se usaron combinaciones de péptido tanto HBs (antigeno de
superficie de la hepatitis B) como CSP, como antigenos para reestimular las células T especificas de antigeno. Los
resultados se expresaron como frecuencia de células T CD4 o CD8 que expresan al menos dos diferentes citocinas
entre CD40L, IL-2, TNF-alfa, o IFN-gamma en la sub-poblacion de células T CD4 o CDS8.

Resultados
Cohorte 1:
Adyuvante Cantidad de voluntarios ' Cantidad de yoluntarios ' .Cantidad de vgluntarios '
vacunados estimulados (cantidad protegida) | reestimulados (cantidad protegida)
Adyuvante B 26 17 (10) 5(3)
ASO02A 25 24 (9) 5(1)
TOTAL: 51 41 10
Cohorte 2:
Adyuvante Cantidad de voluntarios ' Cantidad de yoluntarios ' .Cantidad de vgluntarios '
vacunados estimulados (cantidad protegida) | reestimulados (cantidad protegida)
Adyuvante B Dato no disponible 19 (8) No realizado
AS02A Dato no disponible 20 (5) No realizado
TOTAL: 52 39

Cohortes 1y 2 combinadas para la estimulacién principal:

Cantidad de
voluntarios vacunados Cantidad de Cantidad de Eficacia de la
Adyuvante X . . L
y estimulados voluntarios protegidos | voluntarios infectados vacuna
(estimulacion principal)
Adyuvante B 36 18 18 50 %
AS02A 44 14 30 32 %

Asi, en este estudio, se encontré que el adyuvante B era mas eficaz para proteger individuos sin tratamiento previo
frente a infeccion por malaria. El 50 % de los individuos estimulados del grupo de adyuvante B estuvieron protegidos en
comparacion con el 32 % de los individuos estimulados del grupo AS02A. Esto representa una mejora en la proteccion
entre los dos adyuvantes de mas del 50 %.

Ademas, en la cohorte 1, se descubrié que el adyuvante B era significativamente mas potente que AS02A para inducir
respuestas de células T CD4 dirigidas contra antigenos presentes en RTS,S (Figura 1. p=0,01663). Los datos
combinados para las cohortes 1 y 2 fueron menos significativos (Figura 2. p=0,07).
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Antes de la vacunacion, no hubo respuestas de células T CD4/CD8 detectables dirigidas contra HBs o CSP. Por el
contrario, se detectaron células T CD4 especificas de HBs y CSP 2 semanas después de la vacunacion Il asi como 2
semanas después de la vacunacion Ill (DOC: dia de estimulacion) en la mayoria de los individuos vacunados con
ambas formulaciones. En los mismos momentos puntuales, no se observaron respuestas de células T CD8 detectables.
Estas observaciones demuestran que el ensayo usado para el control inmune de células T es especifico y sensible, que
es un prerrequisito para realizar una comparacion formal entre grupos que estan recibiendo formulaciones diferentes de
vacunas.

La Figura 1 muestra que los individuos de la cohorte 1 vacunados con RTS,S/adyuvante B tienen una frecuencia
superior de células T CD4 especificas de CSP en comparacion con los vacunados con RTS,S/AS02A 2 semanas
después tanto de la vacunacion Il como de la vacunacion Il (DOC). Puede sacarse una conclusion similar para células
T CD4 especificas de HBs que producen IFN-gamma y otra citocina entre IL-2, CD40L, TNF-alfa 2 semanas después de
la vacunacion Il (datos no mostrados).

La Figura 2 muestra el mismo estudio que la Figura 1, excepto que incorpora los datos de ambas cohortes.

En las Figuras 1 y 2, los resultados se expresan como una frecuencia de células T CD4 que expresan al menos dos
citocinas diferentes entre CD40L, IL-2, TNF-alfa, o IFN-gamma en 10° células T CD4.

Se puede ver un resultado similar en términos de respuestas de anticuerpos especificos anti-CSP. A partir de la Figura
5 se puede observar que la concentracion de anticuerpos provocados en respuesta a RTS,S/adyuvante B fue
significativamente mayor que la concentraciéon provocada en respuesta a RTS,S/AS02A (véase particularmente DOC —
2 semanas después de la vacunacion Il (p=0,00793), pero un efecto es perceptible 2 semanas después de la
vacunacion Il). Los resultados se expresan como la concentracion media geométrica (CMG). Pre se refiere al punto
temporal de partida, antes de que se administre cualquier dosis.

M1 se refiere al punto temporal 2 semanas después de la primera dosis.
M2 se refiere al punto temporal 2 semanas después de la segunda dosis.
DOC se refiere a la “Fecha de la estimulacion”, que es de 2 semanas después de la tercera dosis.

La proteccién contra la estimulacion con la malaria esta asociada con una respuesta de células T CD4 superior
significativa a CSP.

La inmunogenicidad aumentada de RTS,S/adyuvante B en comparacion con RTS,S/AS02A no implica necesariamente
que se traduzca en un efecto biolégicamente relevante. Sin embargo, los individuos vacunados con RTS,S/adyuvante B
en este ensayo han mostrado un nivel aumentado de proteccién (18 de 36 individuos: 50 %) contra estimulacién con la
malaria en comparacion con los vacunados con RTS,S/AS02A (14 de 44 individuos: 32 %). Por lo tanto, se ha
descubierto una posible union entre la amplitud de la respuesta de células T CD4 y la proteccion contra la malaria.

Si la hipotesis anterior es cierta, los individuos protegidos deben tener una respuesta de células T CD4 superior que los
individuos vacunados con RTS,S/AS02A o incluso RTS,S/adyuvante B. Las Figuras 3 y 4, para la 12 cohorte y las
cohortes combinadas respectivamente, confirman claramente la hipotesis anterior y apoyan la idea de que las células T
CD4 especificas de CSP juegan un papel significativo en la proteccion. Por consiguiente, el analisis estadistico hecho
sobre las muestras recogidas 2 semanas después de la vacunacion Il asi como 2 semanas después de la vacunacion lll
demuestran que la diferencia en la frecuencia entre individuos protegidos y no protegidos es estadisticamente
significativa.

En las Figuras 3 y 4 los resultados se expresan como una frecuencia de células T CD4 que expresan al menos dos
citocinas diferentes entre CD40L, IL-2, TNF-alfa, o IFN-gamma en 10° células T CD4. Los analisis de inmunogenicidad
también indican que, en contraste con células T CD4 especificas de CSP, las células T CD4 especificas de HBs no
estan asociadas con la proteccién contra la malaria 2 semanas después de la vacunacion Il asi como 2 semanas
después de la vacunacion lll (p=0,14 y p=0,053, respectivamente). Esto consolida adicionalmente la relevancia de los
resultados anteriores y sugiere fuertemente que la proteccion esta especificamente unida a la presencia de células T
CD4 capaces de reconocer péptidos CSP pero no péptidos HBs.

Finalmente, como no hay una respuesta de células T CD8 detectable, puede también concluirse que, muy
probablemente, la proteccion contra la fase pre-eritrocitica de la malaria otorgada por RTS,S potenciada con adyuvante
B 0 AS02A no se debe a la induccion de células T CD8 especificas de CSP después de la vacunacion.

Se observa una situacion similar a partir de la supervision de respuestas de anticuerpos especificos anti-CSP. La Figura
6 muestra concentraciones de anticuerpos en individuos protegidos y no protegidos (los resultados se relacionan con
ambas cohortes con ambos grupos de adyuvantes combinados).

Esta claro que aquellos individuos que estan protegidos muestran concentraciones de anticuerpos mayores que
aquellos que no estan protegidos. (P < 0,0001)
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Andlisis final

Los resultados anteriores demuestran claramente que existe una union directa/indirecta entre la respuesta de células T
CD4 especificas de CSP y el estado protector contra la estimulacion con malaria. EI mecanismo por el que las células T
CD4 especificas de CSP podrian ejercer un efecto antiparasitario no es conocido. Sin embargo, el analisis también
identifica claramente una minoria de individuos que tiene una alta respuesta de células T CD4 que no estan protegidos.
Esto significa que la respuesta de células T CD4 fuerte (alta frecuencia) contra CSP completo sola no predice la
proteccién contra estimulacion con malaria.

Se han desarrollado tecnologias diferentes para controlar las respuestas de células T tales como linfoproliferacion,
secrecion de citocinas, tincion con tetrameros, elipsot o citometria de flujo de citocinas. La ultima se ha seleccionado
recientemente como tecnologia principal en base a los datos de repetibilidad/reproducibilidad excelentes asi como una
deteccion de marcadores determinantes (CD4, CD8, CD40L, IL-2, TNF, IFNg). También se ha identificado una
metodologia analitica especifica, que resuelve los grandes problemas de fondo a menudo observados con técnicas de
citometria de flujo de citocinas. El presente informe demuestra la viabilidad del uso de citometria de flujo de citocinas
para un control robusto de las respuestas de células T en un ensayo clinico en seres humanos. Ademas, también
demuestra que es posible identificar un marcador sucedaneo de protecciéon que no esta directamente relacionado con la
inmunidad humoral.

Aunque se ha demostrado que el adyuvante B es significativamente mas potente que la formulacion con AS02A para
inducir células T CD4 especificas de CSP y anticuerpos, la diferencia en términos de frecuencia de células T CD4 es
relativamente moderada y podria concluirse que puede no ser biolégicamente relevante. Los datos obtenidos en este
ensayo clinico permiten una evaluacion formal de la relevancia biolégica de dichas diferencias usando datos de
protecciéon contra la malaria como marcador biolégicamente relevante. El andlisis indica claramente que diferencias
moderadas pero significativas entre adyuvantes en términos de frecuencias de células T se traducen en un grado
significativamente superior de proteccion contra estimulacion con malaria.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o fragmentos inmunogénicos del mismo y un
adyuvante que comprende 3D-MPL y QS21 en una formulacion de liposoma, en la fabricacién de un medicamento para
inmunizar viajeros a regiones endémicas contra infeccion productiva por malaria, en el que el antigeno de Plasmodium
es la proteina circumsporozoito (CS) o un fragmento inmunogénico o fragmentos inmunogénicos de la misma capaces
de provocar una respuesta inmunitaria contra Plasmodium y en el que la proteina CS o un fragmento de la misma esta
fusionada con el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ).

2. El uso segun la reivindicaciéon 1, en el que la proteina CS o fragmento o fragmentos de la misma esta en forma de
una proteina hibrida que comprende toda la porcién C-terminal de la proteina CS de Plasmodium, cuatro o mas
repeticiones en tandem de la regiéon inmunodominante de la proteina CS, y el antigeno de superficie de la hepatitis B
(HBsAQ).

3. El uso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la proteina hibrida comprende una secuencia de la proteina CS de P.
falciparum que corresponde a los aminoacidos 207-395 de la proteina CS del clon 3D7 de la cepa NF54 de P.
falciparum fusionada en trama mediante un engarce lineal al extremo N-terminal de HBsAg.

4. El uso segun la reivindicacion 3, en el que la proteina hibrida es RTS.
5. El uso segun la reivindicacion 4, en el que la RTS esta en forma de particulas RTS,S mixtas.
6. El uso segun la reivindicacion 5, en el que la cantidad de RTS,S es 25 o 50 pg por dosis.

7. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el QS21 esta inactivado en liposomas que
contienen colesterol.

8. El uso segun la reivindicacion 7, junto con un polinucleétido que codifica el antigeno de Plasmodium o un fragmento
inmunogénico o fragmentos inmunogénicos del mismo, en el que la mezcla antigeno/adyuvante y el polinucleétido son
para su uso secuencial en cualquier orden.

9. El uso segun la reivindicacion 8, en el que el polinucleétido es usado primero.

10. Una formulacion que comprende un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o fragmentos
inmunogénicos del mismo y un adyuvante, que comprende 3D-MPL y QS21 en una formulacién de liposoma, para su
uso en la inmunizacion de viajeros a regiones endémicas contra infeccion productiva por malaria, en la que el antigeno
de Plasmodium es la proteina circumsporozoito (CS) o un fragmento inmunogénico o fragmentos inmunogénicos de la
misma capaces de provocar una respuesta inmunitaria contra Plasmodium y en la que la proteina CS o un fragmento de
la misma esta fusionada con el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ).

11. La formulacion para su uso segun la reivindicacion 10, en la que la proteina CS o fragmento o fragmentos de la
misma esta en forma de una proteina hibrida que comprende toda la porcion C-terminal de la proteina CS de
Plasmodium, cuatro o mas repeticiones en tandem de la regién inmunodominante de la proteina CS, y el antigeno de
superficie de la hepatitis B (HBsAQ).

12. La formulacion para su uso segun la reivindicacion 10 u 11, en la que la proteina hibrida comprende una secuencia
de la proteina CS de P. falciparum que corresponde a los aminoacidos 207-395 de la proteina CS del clon 3D7 de la
cepa NF54 de P. falciparum fusionada en trama mediante un engarce lineal al extremo N-terminal de HBsAg.

13. La formulacién para su uso segun la reivindicacion 12, en la que la proteina hibrida es RTS.
14. La formulacién para su uso segun la reivindicacion 13, en la que la RTS esta en forma de particulas RTS,S mixtas.
15. La formulacién para su uso segun la reivindicacion 14, en la que la cantidad de RTS,S es 25 o 50 ug por dosis.

16. La formulacion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en la que el QS21 esta inactivado
en liposomas que contienen colesterol.

17. La formulacion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, para su uso como parte
de un régimen de sensibilizacién/refuerzo, en la que una parte adicional comprende un polinucleétido que codifica el
antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o fragmentos inmunogénicos del mismo, en la que la mezcla
antigeno/adyuvante y el polinucleétido son para su uso secuencial en cualquier orden.

18. La formulacioén para su uso segun la reivindicacion 17, en la que el polinucleétido es usada primero.

19. El uso de un antigeno de Plasmodium o un fragmento inmunogénico o fragmentos inmunogénicos del mismo y un
adyuvante que comprende 3D-MPL y QS21 en una formulacién de liposoma, en la fabricaciéon de un kit para inmunizar
viajeros a regiones endémicas contra infeccion por malaria, en el que el antigeno es proporcionada en forma liofilizada y
el antigeno y el adyuvante son mezclados antes de la administracion, en el que el antigeno de Plasmodium es la
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proteina circumsporozoito (CS) o un fragmento inmunogénico o fragmentos inmunogénicos de la misma capaces de
provocar una respuesta inmunitaria contra Plasmodium y en la que la proteina CS o un fragmento de la misma esta
fusionada con el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ).
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Figura 1 - Respuesta de células T CD4 contra CSP (Primera cohorte)
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Figura 2 - Respuesta de células T CD4 contra CSP (Ambas cohortes)
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Figura 3 - Respuesta de células T CD4 contra CSP (Primera cohorte)
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Figura 4 - Respuesta de células T CD4 contra CSP (Ambas cohortes)
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Figura 5 - Respuesta de anticuerpos anti-CSP (Ambas cohortes)
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Figura 6 - Respuesta de anticuerpos anti-CSP (Ambas cohortes)
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