(19)

DANMARK (11)

37
=) 2 PATENTSKRIFT

o

Patent- og
Varemeerkestyrelsen

DK 174416 B1

Int.Cl.: C07 K 14/195 CO07K 16/12 C 07K 17/02
Patentansegning nr: PA 1990 01829

Indleveringsdag: 1990-07-31

Lobedag: 1989-01-31

Alm. tilgeengelig: 1990-07-31

Patentets meddelelse bkg. den: 2003-02-17

International ansggning nr: PCT/US89/00388

International indleveringsdag: 1989-01-31

Viderefgrelsesdag: 1990-07-31

Prioritet: 1988-02-01 US 150688

Patenthaver: American Cyanamid Company, One Portland Square, Portland, Maine 04101, USA

Opfinder: Garvin Bixler, 92 Squirrel's Heath Road, Fairport, NY 11450, Storbritannien

Subramonia Pillai, 286 Volimer Parkway, Rochester, NY 14623, USA
Richard Insel, 167 Oakdale Drive, Rochester, NY 14618, USA

(74) Fuldmeegtig: Budde, Schou & Ostenfeld A/S, Vester Spgade 10, 1601 Kebenhavn V, Danmark

(54) Benavnelse: Oligopeptider, immunogene konjugater heraf med et antigen samt vacciner indeholdende disse kon-
jugater

(56) Fremdragne publikationer:
Infection and Immunity bind 55, side 1498-1502
EP A 245045

(67) Sammendrag:

Den forliggende opfindelse angar hidtil ukendte T-celleepi-
toper fra bakterieprodukter. Epitoperne ifplge opfindelsen
kan anvendes ved fremstillingen af konjugater mellem epito-
perne og medicinsk vardifulde antigener, haptener eller
antigendeterminanter. Disse konjugater er i stand til at
fremkalde antistofreaktioner mage til konjugater af antigener
covalent koblet til barestafproteiner, og de tilvejebringer
i et vaccinepraparat en sikker og mere ekonomisk konjugatvac-

cine.
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1. Opfindelsens omrade.
Den foreliggende opfindelse angdr oligopeptider,

immunogene konjugater heraf med et antigen samt vacciner
indeholdende disse konjugater. Narmere betegnet omfatter
vaccinerne et antigen, en antigendeterminant eller hapten
konjugeret til en T-celleepitop af et bakterieprodukt. De
her omhandlede vacciner er i stand til effektivt at frem-
kalde produktionen af beskyttende antistoffer imod de an-
vendte immunogener, medens det pa samme tid undgds at anvende
sterre proteinbzrestofmolekyler.
2. Opfindelsens baggrund.

Frembringelsen af en beskyttende immunreaktion imod

et givet smitstof hos hvirveldyr afhanger til at begynde
med af tilvejebringelsen af den hensigtsmzssige stimulans
af vartens immunsystem. Selve den smitsomme organisme til-
vejebringer typisk talrige, immunstimulerende forbindelser,
eller antigener, ved selve naturen af dens cellemembran-
materialer eller ved de stofskifteprodukter, som den frigiver
1 vartens legeme. Disse stoffer, sadvanligvis sterre moleky-
ler, sasom proteiner, lipopolysaccharider eller glycoprotein,
erkendes af immunsystemet som fremmede og fremkalder én
eller flere forskellige typer af reaktion fra verten i en
anstrengelse pa at fjerne eller uskadeliggere den invaderende
organisme. Antigenet kan stimulere sensibiliserede lymphocy-
ter (T-celler), som tilvejebringer cellemedieret immunitet.
Alternativt kan et antigen ogsa stimulere B-lymphocyter til
initiering af syntesen og udskillelsen af frit antistof i
blodet eller andre legemsvasker (humoral immunitet) og kan
operere med B-lymphocyter. Udviklingen af legemets beskyt-
tende immunreaktion afhznger af opndelse af et tarskelniveau
af stimulering af det ene eller begge disse systemer, dvs.
aktiveringen af B-celler med samarbejde fra aktiverede T-
celler (se nedenfor). Midlertidig immunitet imod infektion
kan ofte tilvejebringes ved at give et individ i forvejen
dannede antistoffer fra et andet individ af samme eller en
anden art, og dette er kendt som passiv immunitet. Et eksem-
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pel pd en sidan immunitet er den beskyttelse, som et foster
eller en nyfedt far ved placentaoverfering af antistoffer
fra moderen samt overfeoring gennem modermzlk. Et andet eksem-
pel er den pulje af gamma-globulin fra voksne, som kan anven-
des til forhindring eller modifikation af virkningerne af
udsattelse for meslinger, skoldkopper, hepatitis, kopper og
tetanus. Disse erhvervede antistoffer udnyttes i den sidste
ende ved vekselvirkning med antigenerne eller kataboliseres
af legemet, og derved gar beskyttelsen til sidst tabt. En
mere permanent form for beskyttelse gives ved aktive im-
muniseringer ved vaccination, som stimulerer vartens eget
immunsystem til frembringelse af beskyttende antistoffer
ved aktivering af B- og T-lymphocyter. Kort fortalt giver
vaccination en aktiv, beskyttende immunitet ved anvendelse
af en harmles eller ikke-virulent form af et antigen, f.eks.
en drazbt eller genetisk andret bakterie eller et isoleret
polysaccharid eller glycoprotein fra cellevaggen eller kaps-
len af mikroorganismen, som en primer stimulans af immunsy-
stemet. Dette fremkalder en ret langsom reaktion i anti-
stofproduktion, som nar et maksimum og tager af. Legemet er
imidlertid blevet alarmeret om eksistensen af antigenet, og
nzste gang der sker en udszttelse, formodentlig med den
levende, virulente organisme, iagttages der en sekunder
reaktion, med en langt hurtigere og rigelig produktion af
antistoffer. Denne anden reaktion vil typisk vere tilstrak-
kelig til at forhindre mikroorganismen i at etablere sig
tilstrazkkeligt til at vere i stand til at bevirke en maksimal
infektion.

2.1.1. Mekanisme for B-celleaktivering.

Nar et antigen kommer ind i legemet, kan i det mindste
en del deraf optages og digereres af phagocytiske macrofager,
men andre dendritiske macrofager (antigenfremvisende celler
eller APC) inkorporerer imidlertid antigenet i deres over-
flademembran med det formdl at prazsentere og aktivere lym-
phocyter. Tidlig i B-celleudviklingen udvikler hver enkelt

celle en disposition for en speciel antigenbindende specifi-
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citet og producerer antistof med specificitet for antigenet
péd sin celleoverflade. Den forste prasentation af et antigen
for en antigenspecifik B-celle resulterer i en langsomt
stigende syntese af antistoffet, s®dvanligvis domineret af
IgM. Dette er den primere reaktion, som er den type reaktion,
som typisk stimuleres af vaccination, og den bevirker modnin-
gen af B-lymphocyten til en plasmacelle, som er yderst spe-
cialiseret for antistofproduktion. Ved et andet mede med
samme antigen, almindeligvis i form af en ansporing af en
levende mikroorganisme, som bazrer antigenet, har systemet
allerede lart at erkende antigenet, og der sker en langt
hurtigere og sterre reaktion (sekundzr reaktion), domineret
af IgG. Denne "oplaring" har sin basis i de lznge levende
hukommelsesceller, som fortsaztter med at cirkulere efter
den ferste udszttelse for antigen, og disse hukommelses-B-
celler barer pa deres overflader de immunoglobuliner, som
binder starkt med det geninvaderende antigen, hvilket hurtigt
producerer nyt antistof og, under de bedste omstazndigheder,
forhindrer smitstoffet i at bevirke sygdom.

2.1.2. B- og T-cellesamarbejde.

Ovenstaende diskussion prasenterer, p& en meget almen
made, mekanismen for B-cellestimulering og antistofproduk-
tion. I realiteten fungerer B-cellerne imidlertid ikke fuld-
stendigt uvafhangigt ved frembringelsen af en beskyttende
reaktion. Selv om T-celler ikke selv udskiller antistof, er
en type af T-celle, hjalper-T-celler, hyppigt nedvendige
som assistance ved stimuleringen af B-cellen, fordi veksel-
virkningen af visse antigener med overfladebundne antistoffer
alene hyppigt er utilstrakkelig til stimulering af B-cel-
levekst og udskillelse af opleseligt antistof. Hjzlper-T-
cellerne vekselvirker ogsd med og erkender antigener pa
overfladen af antigenfremvisende macrofager og udvikler
antigenerkendelse. Derefter erkender T-cellerne antigen pa
overfladen af macrofager og medierer aktivering og differen-
tiering af hvilende B-celler. Via udskillelsen af opleselige
faktorer foreger B-cellevakstfaktorer antallet af aktiverede
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B-celler ved vekselvirkning med deres overfladereceptorer,
og en modningsfaktor standser formering og stimulerer dif-
ferentieringen til antistofudskillende plasmaceller.

Visse specifikke typer af antigener skal engagere T-
celleassistance ved fremkaldelse af den rigtige reaktion
fra T-celler. Sagt alment er sadanne antigener, hvori en
determinant kun forekommer én gang pr. molekyle, sasom et
asymmetrisk protein, starkt afhangige af T-cellevekselvirk-
ning og m& saztte sin lid til sine andre determinanter eller
T-celleepitoper pd molekylet for at blive erkendt af T-cel-
jer. Derefter sender T-cellen formodentlig til B-cellen et
ekstra signal, som hjalper antigenstimuleringen af B-cellerne
til at blive mere effektiv,

2.2. Barestofeffekt.
Visse typer af molekyler, sdsom sma peptider eller

haptener, er af naturen darligt immunogene eller svagt im-
munogene, idet de ikke frembringer en antistofreaktion under
nogen omstendigheder. Andre molekyler, sasom vigse bakterie-
kapselpolysaccharider (CP) kan vare starkt immunogene hos
voksne, men det darligt udviklede immunsystem hos bern har
ikke held til at frembringe en passende beskyttelsesreaktion.

For at undgd de problemer, som man mader ved frembrin-
gelse af en immunreaktion med svagt immunogene molekyler,
f.eks. sm& peptider, haptener og CP, er der blevet gjort
forseg pa at forege deres immunogenicitet ved at binde dem
til "barestof"-molekyler. Disse barestoffer er mest almin-
deligt store immunogene proteiner, og den tilsigtede virkning
af disse konjugater er at efterligne den T-cellesamarbejds-
virkning, som indtreder med naturligt immunogene molekyler.
Med andre ord vil polysaccharidet covalent bundet til et
bazrestof fremkalde T-celledeltagelse i antistofproduktion
som felge af T-cellens reaktion pd tilstedevarelsen af deter-
minanterne p& barestoffet. Vekselvirkningen mellem T- og
B-cellerne vil derefter skride frem pa den sadvanligvis
iagttagne made, som skitseret ovenfor med henblik pa store,

immunogene proteiner. Ved at engagere T-cellerne med bazre-



10

15

20

25

30

35

DK 174416 B1

5

stofdeterminanter vil B-cellerne begynde antistofproduktion
ikke alene mod selve barestoffet, men ogsid mod det bundne
polysaccharidmolekyle. Denne tilnzrmelse til foregelse af
immugeniciteten af sma eller darligt immunogene molekyler
er blevet udnyttet med godt resultat i artier (se f.eks.
Goebel et al., J. Exp. Med. 69, 53, 1939), og der er be-
skrevet mange vaccineprazparater, hvori rensede kapselpolymere
er blevet konjugeret til barestofproteiner for at skabe
mere effektive vaccineprazparater ved udnyttelse af denne
"berestofeffekt™.

F.eks. har Schneerson et al., (J. Exp. Med. 152,
361-376, 1980) beskrevet Haemophilus influenzae b-polymer-
-proteinkonjugater, som giver immunitet mod angreb af syg-
domme forarsaget af denne mikroorganisme. Hensigten med
konjugeringen har varet at overvinde den aldersbetingede,
immunologiske opfersel af kapselpolymere hos bern. Polymerene
er blevet konjugeret til en rakke forskellige proteiner,
herunder serumalbumin, Limulus polyphemus-hzmocyanin og
diphtheriatoxin, ved hjzlp af et tilknytningsmiddel, s&som
adipinsyredihydrazid.

Det er blevet vist, at konjugater af PRP (polyribosyl-
ribitolphosphat, en kapselpolymer i H. influenzae b) er
mere effektive end vacciner baseret pd polysaccharidet alene
(Chu et al., Infect. Immun. 40, 245, 1983; Schneerson et
al., Infect. Immun. 45, 582-591, 1984). Det er ogsad blevet
vist, at konjugeringen omgdr den darlige antistofreaktion,
som sadvanligvis lagttages hos bern, nadr de immuniseres med
et frit polysaccharid (Anderson et al., J. Pediatr. 107,
346, 1985; Insel et al., J. Exp. Med. 158, 294, 1986).

Geyer et al. (Med. Microbiol. Immunol. 165, 171-288,
1979) har fremstillet konjugater af visse kapselpolysaccha-
ridfragmenter fra Klebsiella pneumoniae koblet til en nitro-
phenylethylaminlinker ved reduktiv aminering, og den deriva-
tiserede sukkerart er derefter blevet knyttet til proteiner
ved anvendelse af azokobling.
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2.1.1. Barestofproteiner.
Det er i vid udstrazkning accepteret, at anvendelsen

af berestofprincippet udger en effektiv metode til forbedring
af vacciner indeholdende kapselpolymere. Disse polymer-pro-
tein-konjugater har imidlertid ogsa deres ulemper, isar til
human anvendelse. F.eks. er antallet af proteiner, som er
etisk accepteret til anvendelse som potentielle bazrestofpro-
teiner til indgivelse til mennesker, relativt begraznset. De
to primzre proteiner, som i @jeblikket er til radighed til
human anvendelse, er tetanustoxoid og diphtheriatoxoid. Et
andet vardifuldt barestofprotein er CRMjg7, €t protein,
som har en enkelt aminosyrezndring i forhold til nativt
diphtheriatoxin, men som af naturen er ikke-toksisk, c©g
som bibeholder en immugenicitet praktisk taget identisk med
den hos det native protein. Talrige hensyn pavirker ogsa
rutineanvendelsen af disse kendte bazrestofproteiner. F.eks.
betyder det begransede antal til radighed varende proteiner,
at et stort antal vaccineprodukter vil vare baseret pa ét
af disse proteiner, og flere vaccinationer med materialer
konjugeret med dette begrznsede antal berestoffer foreger
sandsynligheden for, at der kan indtrade uznskelige reak-
tioner mod disse proteiner efter gentagen immunisering.
Tilstedeverelsen af i forvejen eksisterende antistoffer kan
ogsd tilskynde til uheldige, lokale eller systemiske, im-
munologiske overfeslsomhedsreaktioner. Endvidere eksisterer
der ogsd den mulighed, at et protein indeholdt i konjugatet
kan krydsreagere med normalt vartsveav, hvorved muligheden for
fznomener af autoimmuntypen opstdr. Det er ogsd muligt at
fznomenet epitopisk undertrykkelse kan opstd med anvendelsen
af konjugatvaccine. Kort fortalt iagttages dette fanomen,
som forst er beskrevet for neglehullimpethamocyaninkonjugater
af Herzenberg et al. (J. Exp. Med. 155, 1741, 1982) og data
rapporteret for tetanustoxoidkonjugater af Joliet et al.
(Biochem. Biophys. Res. Comm., 117, 359, 1983) og Schulte
et al. (J. Immunol. 135, 2319, 1985), nar immunitet mod et

protein, som er indeholdt i konjugatet, allerede eksisterer
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hos den vaccinerede person, og det griber ind med frembrin-
gelsen af en reaktion mod det covalent koblede polysaccharid.
Selv om dette endnu ikke er dokumenteret hos mennesker, kan
denne undertrykkelse (hvis den indtrazder) potentielt have
alvorlige implikationer ved udviklingen af konjugatvacciner.

Endelig er der adskillige iboende vanskeligheder,
fordi proteinerne er produkterne fra en biologisk proces.
Som et produkt fra et biologisk system vil der for det forste
vere en uundgdelig variation fra portion til portion, og
denne variation kan potentielt &ndre de T-celleafhangige
karakteristika af proteinet eller dets samlede antigenicitet.
Derfor er det nedvendigt med en strengere overvagning af
produktionen med en ledsagende foregelse i omkostninger.
For det andet er der de indlysende foregede omkostninger,
som er forbundet med fremstillingen og rensningen af et
biologisk produkt.

Det er tydeligt, at der er et behov for et alternativ
til de for tiden tilgazngelige konjugatvacciner, hvilket
alternativ vil undgd de immunologiske vanskeligheder, som
er forbundet med anvendelsen af disse vacciner, og dog bibe-
holde praktisk samme immugenicitet som de kendte, effektive
vacciner. Det er nu blevet vist, at det er muligt at opna
en sddan vaccine ved konjugeringen af et antigen, en antigen-
determinant eller hapten med en T-celleepitop af et bak-
terieprodukt.

2.3. T-celledeterminanter.

For ejeblikket er det endnu ikke klart, hvorledes T-
celler erkender proteiner, eller hvad T-cellen erkender som
en immunogen determinant.

I nogle &r har der varet almindelig enighed om, at
proteindeterminanter, som binder antigenantistof, udviser
to forskellige opbygninger. Determinanter i et protein kan
eksistere som korte segmenter af den primzre sekvens indehol-
dende aminosyrer direkte bundet ved hjzlp af peptidbindinger.
Sddanne determinanter er blevet betegnet ‘"sekventielle"
eller "kontinuerte" determinanter. Alternativt kan en deter-
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minant vere sammensat af aminosyrer, som i den primzre se-
kvens sidder i afstand fra hver andre, men som rumligt er
tzt ved hverandre pa grund af sekunder foldning. Determinan-
ter, som udviser denne opbygning, er blevet betegnet "topo-
grafiske" eller, mindre flertydigt, "diskontinuerte" deter-
minanter. Desuden er der almindelig enighed om, at antistof-
fer hos et protein erkender tilgaengelige overfladeregioner,
som er konformationelt afhangige, og som har en minimumlangde
pd 5-7 aminosyrerester.

T-celleerkendelse af proteiner er en mere kompleks
proces end antistofbinding, og felgelig forstds den mindre
klart. T-celler er almindeligvis blevet betragtet som erken-
dende kontinuerte determinanter. For mange ar siden blev
det vist, at T-celler kunne erkende bade den native og den
denaturerede form af et protein, medens antistof ikke kunne
(Maizels et al., Eur. J. Immunol. 10, 509, 1980) . Denne
erkendelse er blevet fortolket som visende eksklusiv erken-
delse af sekventielle determinanter af T-celler og som visen-
de en dichotomi mellem T- og B-celleerkendelse af proteiner
(Maizels et al., supra). Selv om dette ikke er afgjort,
holder man imidlertid stadigvak fast ved den forestilling,
at T- og B-celler erkender fundamentalt forskellige struk-
turer (Benjamin et al., Ann. Rev. Immunol. 2, 67, 1984) .

Kontroversen om, hvad der erkendes som en determinant
af T-celle, udstrzkker sig ogsd til, hvorledes en T-celle
opfatter et protein. Det er meget klart fastslaet, at immun-
systemet erkender et protein pd en genetisk begranset made,
og at T-celler opfatter proteiner i sammenhang med et Ia-
molekyle pd overfladen af en celle, som frembyder et antigen.
Det er blevet  foresldet, at APC meder proteinet ferst, inter-
naliserer det og digererer proteinet til mindre fragmenter.
De sm& fragmenter af det oprindelige protein eksprimeres
derefter i sammenhazng med Ia p& overfladen af en APC, hvor
det kan erkendes af T-celler. Derfor ville T-cellen kun se
et "behandlet" peptidfragment.

Selv om det stadigvak ikke er klart, hvad en T-celle
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opfatter, er der enighed mellem adskillige grupper, som
anvender en mangfoldighed af modeller, om, at en region p&
7-17 aminosyrerester er nedvendig til erkendelse. S& tidligt
i 1972 blev det vist, at en poly-L-lysinpolymer pd 7 rester
fremkalder hypersensitivitet af den forsinkede type hos
marsvin (8chlossman, Transplant. Rev. 10, 97, 1972). Senere
studier med en mangfoldighed af naturlige proteiner, herunder
fibrinopeptid, influenzahamagglutinin, cytochrom, lysozym,
ovalbumin og myoglobin, har angivet en minimal peptidsterrel-
se for T-cellestimulering pad 7-17 aminosyrerester. Ved anven-
delse af T-cellekloner med kendt specificitet har en sterrel-
se pa 10-14 rester vist sig at vare nedvendig for en T-celle-
reaktion (Atassi et al., Biochem. J. 246, 307-312, 1987).
Den sterre peptidsterrelse, som er nedvendig for T-celleer-
kendelse sammenlignet med de 5-7 rester, som er nedvendige
til antistofbinding, kan genspejle de yderligere rester,
som er nedvendige til ekspressionen af determinanten i sam-
menhang med et Ia-molekyle.

Faktisk er vekselvirkningen mellem Ia og syntetiske
peptider blevet pavist i adskillige modeller. En region,
som er involveret i Ia-binding, en agretop, er blevet postu-
leret (Katz et al., J. Mol. Cell Immunol. 1, 3, 1983). Senere
er plane membraner med Ia inkorporeret blevet anvendt til
at prasentere syntetiske peptider for T-celler (Watts et
al., PNAS 81, 7564, 1984). Senere studier har vist den direk-
te binding af syntetiske peptider til Ia-molekyler (Babbett
et al., Nature 317, 359, 1985; Buss PNAS 83, 3968, 1986)
som er blevet prasenteret pad en genetisk begraznset made
afhengigt af oprindelsen af Ia-molekylerne (Groillet et
al., Science 235, 865, 1987). I hej grad pa grund af disse
studier er det blevet postuleret, at en T-celleepitop vil
besta af en hydrofil region, som kan vekselvirke med T-celle-
receptorer, og en hydrofob agretop, som binder til Ia-moleky-
ler. Desuden antages det, at disse fragmenter, som reprasen-
terer kontinuerte determinanter, vil blive frembragt ved
proteolytisk behandling af det oprindelige protein.



10

15

20

25

30

35

DK 174416 B1

10

I et forseg pa at forudsige placeringerne af antistof-
binding eller T-celledeterminanter er der blevet anvendt
flere forskellige tilnzrmelser. For nogle ar siden har Hopp
og Woods (PNAS 78, 3824, 1981; EP offentliggerelsesskrift
nr. 0.056.249; ZA patentskrift nr. 823.952) tildelt et nume-
risk hydrofob/hydrofil-indeks til hver af aminosyrerne og
undersegt den primere sekvens af adskillige proteiner i
sammenheng med dette indeks. Ifslge deres analyse korrelerer
de kendte antistofbindingssteder i de undersegte proteiner
med hydrofile regioner. En lignende tilnzrmelse exr blevet
brugt af Kyte og Doclittle (J. Mol. Biol. 157, 105-132,
1982) ved anvendelse af et numerisk indeks med en lidt for-
skellig afstamning.

senere er der blevet gjort forseg pad at Kkorrelere
regioner i et protein med hej fleksibilitet eller segmentmo-
bilitet med regioner af antistofbinding (Tainer et al.,
Nature 315, 327, 1985; Ann. Rev. Immunol 3, 501, 1985,
Westhoff et al., Nature 311, 123, 1984). Ved denne tilnar-
melse tilvejebringer data stammende fra rentgenstrale- eller
neutrondiffraktionsmenstre en vurdering af den relative
konformationelle variabilitet af en rest, hvilket udtrykkes
som en atomtemperaturfaktor. En kurve ovexr atomtemperaturfak-
toren imod restnummeret angiver den relative mobilitetsgrad
langs polypeptidkaden for et givet protein. Det er blevet
antaget, at regioner med hoj mobilitet korrelerer med kendte
antistofbindingssteder (Tainer et al., supra).

Af nogle grupper er T-celledeterminanter blevet be-
tragtet som udvisende amfipatisk struktur, dvs. en deter-
minant antages at vaere sammensat af en hydrofil region, som
binder til T-cellereceptoren, og ligeledes en hydrofob region
til binding til Ia-molekyler. En T-celledeterminant i lysozym
pa 16 rester har vist sig at vere sammensat af korte, pa
hinanden felgende serier af hydrofile rester (Allen et al.,
PNAS 81, 2489, 1984). Andre har imidlertid antydet, at T-
celledeterminanter har en tilbesjelighed til at danne stabile

spiralstrukturer, hvori de hydrofile rester stiller sig pa
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rekke pa den ene overflade af spiralen, medens hydrofobe
rester stiller sig pa razkke pa den modsatte overflade (DeLisi
og Berzofsky, PNAS 82, 2489, 1985; Watts et al., PNAS 82,
7048, 1985). En algoritme til undersegelse af en given pro-
teinsekvens for regioner med en tilbejelighed til dannelse
af amfipatiske spiralstrukturer er blevet udviklet (DeLisi
og Berzofsky, supra) og anvendt p& adskillige proteinmodel-
ler. I mods®tning hertil fastholder nogle forskere, at T-
celledeterminanter er associeret med R-drejninger i proteinet
{Katz et al., J. Immunol. 135, 1386, 1985). Et klart billede
af de faktorer, som er vigtige for forudsigelsen af T-celle-
determinant, er endnu ikke dukket op.

Nogle grupper har erkendt betydningen af at medtage
en T-celledeterminant som en del af en syntetisk vaccine.
Ifelge US patentskrifter nr. 4.599.230 og 4.599.231 er der
syntetiseret en peptidvaccine sammensat af T-celle- og B-
celledeterminanter i overfladeantigenet fra hepatitis B-
virus. Tilsvarende har en malariavaccine konstrueret af en
T-hjzlperepitop fra circumsporozoitproteinet varet covalent
bundet til B-cellehoveddeterminanten i dette protein (Good
et al., Science 235, 1059, 1987). Det er interessant, at T-
hjezlperdeterminanten er blevet forudsagt ved hj®lp af algo-
ritmen ifelge DeLisi og Berzofsky, supra. Begge disse rap-
porter har anvendt T-celle- og B-celledeterminanter fra
samme protein til konstruktion af vaccinen. I wmodsatning
hertil har Leclerc et al., (Eur. J. Immunol. 17, 269, 1987)
konstrueret en vaccine ved copolymerisation af et streptococ-
peptid, S-34, som 1 sin sekvens indeholder bade T- og B-
celledeterminanter, med et wviruspeptid, som reprzsenterer
en B-celledeterminant fra hepatitis B-virus. T-celledetermi-
nanten, som 1 dette tilfalde svarede praktisk taget til et
nativt peptid, har givet viruspeptidet immogenicitet, hvorved
det har fungeret som et bazrestofmolekyle.

Infection and Immunity (Jolivet et al., 55:14%98-1502,
1587) beskriver en syntetisk vaccine sammensat af fire syn-

tetiske peptider, som er kemisk konjugeret til hinanden.
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Peptiderne er dannet ud fra en parasitisk, en viral og to
bakterielle komponenter (Streptococcus pyogenes M-protein
og aminosyrerne 186-201 af diphtheriatoxin). I artiklen
beskrives den mulighed, at to af peptiderne ved individuel
afprevning under visse betingelser (som ikke er beskrevet i
artiklen) kan fungere som en T-celleepitop. Imidlertid er
de to anferte peptider hverken toxiner, toxcider eller CRM.
Faktisk undersegte forfatterne et oligopeptid dannet ud fra
diphtheriatoxin, men observerede en neutraliserende antistof-
reaktion, som er karakteristisk for en B-celleepitop snarere
end en T-celleepitop. Diphtheriatoxin-peptidet blev ikke
tilskrevet nogen T-celleaktivitet. Jolivet et al. anferer
sdledes intet om identiteten af T-celleepitoper i diphtheria-
toxin, og det antydes heller ikke, at en T-celle-oligopeptid-
epitop af et toxin, toxoid eller CRM kan anvendes effektivt
som barer til et ijkke-relateret antigen.

EP patentansegning nr. 0245045 beskriver immunogene
konjugater bestdende af fragmenter af kapselpolymerer og
bakterielle toxiner eller toxoider. Imidlertid refererer
denne ansegning til hele toxiner eller toxoider, medens der
ifelge den foreliggende opfindelse er identificeret wmindre
T-celleepitoper i disse molekyler. Desuden er antistofreak-
tionen observeret ved immunisering med de omhandlede kon-
jugater rettet mod antigenet alene og ikke mod bade bzrepep-
tidet og antigenet. Det kan ikke ud fra EP 0245045 forudses,
at ethvert lille fragment eller del af et bakterielt toxin,
CRM eller toxoid kan fungere som bazrer. EP 0245045 antyder
hverken eonskeligheden af isolering af CRM-, toxin- eller
toxoid-T-celleepitop-oligopeptider eller midler, ved hjzlp
af hvilke disse oligopeptider kan identificeres.

3. Resumé af opfindelsen.

Den foreliggende opfindelse angar et oligopeptid,
som er ejendommeligt ved, at det i det vesentlige bestar af
en T-celleepitop af et bakterietoxin, -CRM eller -toxoid,
fortrinsvis diphtheriatoxin, tetanustoxin, pertussistoxin,
~CRM eller -toxoid, iszr diphtheriatoxinet CRMjg7. Sadanne
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epitoper er anvendelige ved fremstillingen af vaccineprapa-
rater, som i deres anvendelighed er analoge til tidligere
kendte vacciner, som har udnyttet barestofproteiner til
foregelse af antistofproduktionen. Blandt disse epitoper er
dem, som er isoleret fra bakterietoxiner, specifikt diphthe-
riatoxin eller krydsreaktivt materiale (CRM), og tetanus-
toxin. Som her og i patentkravene anvendt skal T-celleepito-
per ifelge opfindelsen referere til T-celleepitoper som
sidanne.

T-celleepitoperne kan anvendes i kombination med en
ubeslagtet B-celledeterminant til opndelse af signifikante
mangder af antistofproduktion imod B-celledeterminanten
uden produktion af antistoffer imod T-celleepitopen. Det
har nu overraskende vist sig, at en sidan kombination kan
tilvejebringe praktisk taget lige si effektivt et niveau af
antistofproduktion som den kombination af B-celledeterminant
og barestofprotein, som nu er gzngs anvendt. Tilgzngeligheden
og den paviste anvendelighed af en sAddan kombination ger
det nu muligt at undgd de potentielt uenskelige, immunologis-
ke konsekvenser, som kan vare forbundet med anvendelsen af
vacciner baseret pd berestof-protein. Endvidere tilvejebrin-
ger anvendelsen af T-celleepitopen som sddan, i modsztning
til et sterre peptid indeholdende epitopen, en ekonomisk
fordel, idet den let kan syntetiseres, samt en sikkerhedsfor-
del, idet anvendelsen af hele proteinet undgas.

Opfindelsen angdr ligeledes et immunogent konjugat,
som er ejendommeligt ved, at det i det vasentlige bestar af
et antigen bundet til et oligopeptid ifelge opfindelsen.
Konjugeringen af de to elementer i et vaccineprazparat mulig-
ger et mere effektivt niveau af antistofreaktion med anti-
genet. Disse vacciner er anvendelige ved produktionen af
antistoffer mod enhver type af antigen, herunder ikke alene
antigener med relation til patogene organismer (bakterier,
vira, parasitter), men ogsa mod f.eks. allergener og cancer-
relaterede antigener. Konjugaterne er imidlertid iszr anven-
delige ved formuleringen af vaccinepraparater under anven-



10

15

20

25

30

35

DK 174416 B1

14

delse af antigener, som kun er svagt immunogene, dvs. de
antigener, som traditionelt har mattet konjugeres til beare-
stofproteiner til opnaelse af et tilfredsstillende niveau
af antistofproduktion.

Tilgezngeligheden af disse konjugater muligger lige-
ledes en metode til stimulering af en immunreaktion hos
varmblodede dyr, ved hvilken metode dyret far indgivet en
immunogent effektiv mengde af et antigen, som har interesse,
konjugeret til en T-celleepitop fra et bakterieprodukt.
Metoden omfatter beskyttende immunisering i den traditionelle
forstand, dvs. podning imod et specielt mikroorganismepato-
gen, men den skal ogsa forstas som omfattende enhver anden
type behandling, hvor foregelse 1 antistofproduktion vil
vere enskeligt, og den her omhandlede metode Kkan f.eks.
anvendes ved stimulering af antistoffer imod tumorspecifikke
eller tumorassocierede antigener eller ved produktionen af
antistoffer imod gengs allergen. Metoden er ogsd serlig
anvendelig ved immuniseringen af menneskebern, hvis immunsy-
stem ikke er fuldt udviklet. Denne metode kan anvendes 1
bade terapeutisk og prophylaktisk sammenhzng.

opfindelsen angar desuden en vaccine, som er ejendom-
melig ved, at den omfattexr et immunogent konjugat omfattende
mindst ét antigen bundet til et oligopeptid, som svarer til
mindst én T-celleepitop af et bakterietoxin, -CRM eller
-toxoid i en farmaceutisk acceptabel grundmasse og eventuelt
hjelpestof.

Opfindelsen angar endelig ogsa et immunogent konjugat,
som er ejendommeligt ved, at det i det vasentlige bestar af
et oligopeptid ifelge opfindelsen konjugeret til en B-cel-
leepitop fra et andet molekyle.

4. Beskrivelse af tegningen.

Fig. 1 viser den primzre sekvens af CRM i standardko-
den med et enkelt bogstav. De regioner, som har en tilbeje-
lighed til dannelse af amfipatiske spiralstrukturer, er
betegnet med tallet 1, og de sekvenser, som har potentiel

T-celleepitopaktivitet, er understreget.
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Fig. 2 viser HPLC-analyse af peptid 6. Fig. 2a viser
et chromatogram af rat peptid 6. Stregen angiver regioner i
pulje. Fig. 2b viser fornyet chromatografi af peptid 6 (frak-
tioner i pulje opndet ovenfor). Det syntetiske peptid er
blevet eleueret som beskrevet i teksten.

Fig. 3 viser udvalgte chromatogrammer af PTH-derivater
af syntetisk peptid 6. Peptidet er blevet sekvenseret som
beskrevet i teksten. Tallene angiver Edman-cyklusser. Spid-
serne a og b, som tjener som interne merkestoffer, reprasen-
terer hhv. N',N-dimethyl-N'-phenylthiourinstof og N', N-diphe-
nylthiourinstof. Cyklus 2 viser tilstedevarelsen af tyrosin,
cyklus 5 valin, cyklus 9 isoleucin, cyklus 17 asparagin,
cyklus 22 prolin og cyklus 28 glycin.

Fig. 4 viser Western pletanalyse af udvalgte peptid-
konjugater, som er blevet pdvist med monoklonalt antistof
mod PRP. Fra venstre til hejre indeholder kolonnerne mole-
vegtstandarden (LMW), PRP (peptid 357-380), PRP (peptid 306-
334), PRP-CRM, PRP og PRP kort (peptid 366-383).

Fig. 5 viser i diagramform virkningerne af forudgiende
udszttelse for berestof, DT, pad immunreaktionen mod PRP-
(306-334) .

Fig. 6 viser i diagramform en gengivelse af antistof-
reaktionen mod F-proteinkonjugater fra respiratorisk syncy-
tialt virus (RSV).

5. Detaljeret begkrivelse af cpfindelsen.

5.1. Bakterie-T-celleepitoper.
De forskellige udferelsesform for den foreliggende

opfindelse er centreret om den erkendelse, at isolerede
eller syntetiske T-celleepitoper fra bakterieprodukter kan
tjene lige s& effektivt som barestofproteiner for antigener
til immuniseringsformdl. Det er ikke tidligere blevet vist,
at T-celledeterminanten fra et bakterieprodukt, nadr den er
bundet til et antigen, kan fungere pad samme made som det
native helprotein konjugeret til samme antigen. Den viden,
at en T-celleepitop fra et bakterieprodukt kan fungere lige
sd effektivt som et bazrestofprotein ved fremme af en anti-
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stofreaktion, har abnet deren for en helt ny klasse vacciner
baseret pa anvendelsen af de isolerede T-celleepitoper i
kombination med en B-celledeterminant eller et helantigen.

Den efterfelgende dikussion tilvejebringer en detal-
jeret beskrivelse af midler til identifikation og isolering
af hensigtsmassige T-celleepitoper til anvendelse ifelge
opfindelsen. Ud over at have tilsvarende immunogene egenska-
ber kan anvendelsen af epitoperne (i modsztning til anvendel-
sen af et intakt, nativt protein) undgd de potentielle pro-
blemer med hypersensitivitet, autoimmunitet og ekstensiv
rensning, uden at det gar ud over effektiviteten.

5.1.1. Teknik til identifikation af T-celleepitoper.

Selv om T-celleepitoper fra bakterieprodukter ikke
tidligere er blevet identificeret, er der i litteraturen
peskrevet flere metoder, som kan anvendes til identifikatio-
nen af én eller flere T-celleepitoper i et bakterieprodukt,
som har interesse. F.eks. har DeLisi et al (PNAS 82, 7048,
1985; se ogsd Margalite et al, J. Immunol. 138, 2213, 1987)
antydet, at potentielt epitopiske regioner kan lokaliseres
ved identifikation af potentielle, amfipatiske o-spiral-
regioner i molekylet. Rothbard et al. (Modern Trends in
Human Leukemia VII, 1986) beskriver ligeledes en empirisk
tilnermelse til identifikation af T-celleepitoper ved under-
segelse af proteinets primare sekvens med hensyn til hydro-
fobicitet, ladning, polaritet og tilstedevarelsen af glycin-
eller prolinrester. En sekvens, hvori en ladet rest eller
en glycinrest efterfelges af to hydrofobe rester, antyder
en potentiel T-celleepitop. Bixler et al. (Immmunol. Comm.
12, 593, 1983; J. Immunogenet. 11, 245, 1984; J. Immunoge-
net. 11, 339, 1984) beskriver en strategi med syntese af
overlappende, syntetiske peptider, som omfatter et helt
proteinmolekyle, til afbildning af T-celleepitoper. En ny
syntesemetode beskrevet af Gysen (Ciba Foundation Symposium
119, 130, 1986) muligger syntese af en bred mangfoldighed
af peptider i smd mengder, hvilket tillader efterligningen
af en mangfoldighed af potentielle bindingssteder, hvilket
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pad sin side tillader hurtig skandering af et molekyle. Mere
traditionelle metoder, sasom enzymatisk eller kemisk digere-
ring af proteiner, tilvejebringer peptidfragmenter, som let
kan afpreves for T-celleaktivitet. F.eks. giver enzymer,
sdsom chymotrypsin, elastase, ficin, papain, pepsin eller
trypsin, begrznsede og forudsigelige fragmenter ved spaltning
af specificerede aminosyrebindinger. P4 samme made frembrin-
ger kemiske forbindelser, sdsom N-chlorsuccinimid, BPNS-
skatol, cyanogenbromid, myresyre eller hydroxylamin, ogsa
definerbare fragmenter ved deres indvirkning pd proteiner.
Tilstedevaerelsen af den enskede, T-cellestimulerende ak-
tivitet 1 et givet fragment kan let fastslas, ved at rensede
fragmenter underkastes en standard-T-celleformeringsproeve
eller ved analyse af urensede fragmenter med en Western T-
celleafprevning (Young et al., Immunol. 59, 167, 1986).
5.1.2. Kilder til T-celleepitoper,

Der er en rakke bakterieprodukter, som tilvejebringer
hensigtsmessige kilder til potentielt anvendelige T-celleepi-
toper som felge af anvendeligheden af det native stammolekyle
som et bzrestofprotein. F.eks. kan proteiner fra ydermembra-
nen fra forskellige gramnegative bakterier anvendes, s&som
OMP fra Haemophilus influenzae. HArene (fimbriae), de fila-
mentese, ikke-flagellzre vedhang, som findes pad mange gram-
negative bakterier, samt flagellin, proteinkomponenten i
bakterieflageller, reprasenterer en potentiel kilde til T-
celledeterminanter. Filamentese hamagglutininer (FHA) fra
visse bakterier, f.eks. Pertussis, betragtes ogsa som T-
celledeterminantkilder.

Blandt de mest vardifulde bakterieproteiner til de
her omhandlede formal er de velkendte bakterietoxiner, som
med godt resultat er blevet anvendt som barestofproteiner i
traditionelle vaccinepraparater. Selv om de ovenfor omtalte
bakterietoxiner og -toxoider er blevet anvendt i &revis til
immunisering af mennesker, vides der meget lidt om deres
erkendelse af immunsystemet. Den smule, som er blevet be-
skrevet i litteraturen, har ikke draget konklusioner. Triebel
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et al. (Eur. J. Immunol. 16, 47, 1986) har undersegt humane,
perifere leukocyter for T-cellereaktivitet p& fragmenter af
diphtheriatoxin frembragt ved cyanogenbromidspaltning. Kun
et begraznset szt af store fragmenter er imidlertid blevet
betragtet, og en pracis afbildning af T-celledeterminanter
har ikke veret mulig. Derfor er en pracis T-celledeterminant
i et bakterietoxin ikke tidligere blevet identificeret.

Den her omhandlede fremstilling af bakterietoxin-T-
celledeterminant -konjugater kan baseres pa et vilkarligt af
de kendte toxiner, som er alment anvendelige i deres native
form som bzrestoffer for antigenforbindelser, som kun er
svagt immunogene. Blandt de kendte bakterietoxiner, -CRM'er
eller toxoider er dem fra Pseudomonas, Staphylococcus, Strep-
tococcus, Pertussis og enterotoxigene bakterier, herunder
E.coli. De i sterst udstrzkning accepterede barestofproteiner
er imidlertid tetanus- og diphtheriatoxoid, som har en eta-
bleret sikkerhedshistorie. En isar foretrukket T-celleepitop
isoleres fra CRM;jg7, en ikke-toxisk mutant af diphtheria-
toxin.

5.1.3. CMR;g7-epitoper.

"Krydsreagerende materialer" eller CRM er genetisk
#ndrede proteiner, som antigenisk er mage til det native
proteintoxin, men som alligevel er ikke toxiske. CRM fra
diphtheriatoxin har allerede vist sig at vare effektivt ved
foregelse af antistofreaktionen pa bakteriekapselpolymere
(Anderson et al., J. Pediatr. 107, 346, 1985). Det krydsrea-
gerende materiale, som er kendt som CRM;g7, er bemzrkelses-
verdigt derved, at det har en enkelt aminosyreandring og
immunologisk ikke kan skelnes fra det native diphtheriatoxin.
En kultur af Corynebacterium diphtheriae, stamme C7 ({3-197),
som producerer CRM;g7-protein, er blevet deponeret hos Ame-
rican Type Culture Collection, Rockville, Maryland, og er
blevet tildelt accessicnsnummer ATCC 53281.

Til lokalisering af potentielle T-celledeterminanter
i CRM, er opmerksomheden blevet fokuseret pa amfipatiske

spiralregioner af proteinet i overensstemmelse med teorien
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(DeLisi og Berzofsky, PNAS 82, 2489, 1985). Placeringen
bestemmes ved hjzlp af en algoritme p& en personlig computer
og vurderes ved sammenligning af de resultater, som er opndet
for analysen af hvalspermamyoglobin, som beskrevet i Delisi
og Berzofsky, supra. Derefter anvendes programmet p& den
kendte sekvens af CRM;gy (Collier, Bacteriol. Rev. 39, 54,
1975; Drazin et al., J. Biol. Chem. 254, 5832, 1979). Seks
regioner af CRM udvalges til et detaljeret studium. Disse
regioner syntetiseres ved en trinvis Merrifield-standardsyn-
tese i fast fase.

Nar ferst en given region i CRM er blevet verificeret
eksperimentelt som indeholdende en T-celledeterminant eller
en del deraf, har de przcise graznser for determinanten kunnet
kortlagges. Dette er sket ved anvendelse af flere forskellige
set af syntetiske peptider, som systematisk dissekerer den
region, som har interesse. I det forste sat peptider er
peptidets N-terminal blevet varieret ved successive additio-
ner af 3-5 naturlige sekvensrester p& én gang, medens der
opretholdes en fast C-terminal. Dette muligger en rd ap-
proximering af N-terminalgraznsen. For yderligere at forfine
placeringen af gransen er der blevet syntetiseret en anden
rakke peptider, som dissekerer denne region ved enkelttrins-
additioner af den naturlige sekvensrest til N-terminalen. I
det tredie szt peptider er C-terminalresterne blevet succes-
sivt udeladt i trin pad 1-3 rester, medens der opretholdes
en fast N-terminalgrense. Da dette resulterer i progressivt
kortere peptider, som kunne pdvirke deres erkendelse pa
uheldig made, har det varet nedvendigt at kompensere for
den faldende sterrelse ved til N-terminalen at addere yder-
ligere rester, som ikke har nogen relation til proteinets
naturlige sekvens. Med badde N- og C-terminalerne af deter-
minanten kortlagt er et peptid svarende til den afbillede
region blevet syntetiseret og verificeret som en T-cellede-
terminant.

Af de regioner, som er vist i fig. 1 som mulige T-
celleepitoper, har peptidet i region 357-383 vist en vasent-
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lig reaktion ved stimulering af diphtheriaprimede (DT) lymfe-
kirtelceller. Yderligere studier har lokaliseret epitopen
til 359-383 i CRM;g97. Sekvensen reprasenterer en T-celle-
epitop af CRMjg7 ©9 diphtheriatoxin. Det er blevet wvist,
at peptidet, nar det kobles covalent til kapselpolymeren
PRP, er effektivt til fremkaldelse af den enskede antistof-
reaktion med PRP in vivo, og at det heller ikke frembringer
antistoffer, som krydsreagerer med hele CRM eller DT-toxin.
Dette peptid har derfor de karakteristika, som er onskelige
i et bakterietoxinkonjugat. En anden T-celleepitop er blevet
lokaliseret til 306-334 i CRM.

5.1.4. Fremstilling af CRM-T-celleepitopen.

Som det vil ses under henvisning til nedenstdende
eksempler, kan der foretages en rakke variationer 1 peptidets
lengde, uden at aktiviteten af T-cellereaktionen pavirkes,
og det ma forstas, at den foreliggende opfindelse omfatter
ethvert af de fragmenter af peptidet, som bibeholder stimula-
torisk aktivitet, men som ikke forarsager de uheldige immu-
logiske reaktioner, som kan frembringes af de native protei-
ner. Det ma& ogsd forstds, at den foreliggende opfindelse
omfatter variationer i det aktive peptid, hvor der i den
primere sekvens er foretaget aminosyreombytninger uden at
pavirke peptidets aktivitet. Sadanne ombytninger er velkendte
for en fagmand pa omrddet. F.eks. kan der foretages ombyt-
ninger pa basis af ligheder i polaritet, ladning, opleselig-
hed, hydrofobicitet, hydrofilicitet cg/eller den amfipatiske
natur af de involverede rester. Negativt ladede aminosyrer
omfatter asparaginsyre og glutaminsyre, positivt ladede
aminosyrer omfatter lysin og arginin, aminosyrer med uladede,
polare hovedgrupper eller ikke-polare hovedgrupper med til-
svarende hydrofilicitetstal omfatter felgende: leucin, iso-
leucin, glutamin, sering, threonin, phenylalanin og tyrosin.

Fremstillingsmetoden kan udvaelges blandt vilkarlige
af dem, som er kendt pa& omradet peptidsyntese. Blandt de
mere gengs anvendte teknikformer er kobling via Merrifield-
syntesen i fast fase (J. Am. Chem. Soc. 36, 2986-2983, 1964),
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hvor en beskyttet aminosyre er bundet til en harpikspartikel.
Aminosyrexr med funktionelle grupper, f.eks. tyrosin, er
almindeligvis beskyttet med en letfjernelig blokeringsgruppe.
Enhver af disse teknikformer er lige velegnet til det her
omhandlede formal.

5.1.5. Tetanustoxinepitoper.

Ud over identifikationen af CRM;g-T-celleepitoper
er ogsa tetanustoxinmolekylet blevet undersegt for tilstede-
varelsen af T-celleepitoper. Til lokalisering af sAdanne
epitoper er tetanustoxinmolekylet blevet spaltet i ret store
fragmenter ved anvendelse af en mangfoldighed af proteaser.
Fragmenter frembragt pa denne midde afpreves indledningsvis
fra deres evne til stimulering af muse-T-celleformering. Et
sat af overlappende peptider, som omfatter de aktive frag-
menter, er blevet syntetiseret og afprevet for T-celleakti-
vitet. Foretrukne epitoper er peptiderne 961-980 og 1021-
1040 1 tetanustoxin.

5.2. Antigen-T-celleepitop-konjugater.

T-celleepitoperne ifelge opfindelsen kan kombineres
verdifuldt med praktisk taget ethvert antigen, antigendeter-
minant eller hapten af medicinsk eller veterinzr interesse,
for hvilke en stigning i immugenicitet ville vare onskelig.
Disse antigener kan f.eks. associeres med smitstoffer af
bakterie-, virus-, parasit- eller svampeoprindelse, og ek-
sempler omfatter pneumococpolysaccharider, proteiner fra
gonococydermembranen, adhasionsproteiner fra Mycoplasma
pneumoniae eller overfladesaccharider associeret med lipopo-
lysaccharid i gramnegative bakterier. Yderligere antigener
af denne type erkendes let af en fagmand pa omradet.

En anden gruppe antigenmaterialer, som kan anvendes
som B-celledelen i immunogenkonjugaterne er et vilkarligt
af de kendte allergener. Eksempler pad de typer af allergener,
som ville vise sig anvendelige ved den foreliggende opfin-
delse, er B-celledeterminanter i ambrosie (Atassi et al.,
FEBS Letters 188, 96, 1985), rughejre (Standring et al.,
Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 83, 96, 1987); midtprotei-
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ner Der pI og Der f£f (Chapman et al., J. Immunol. 139, 1479,
1987); carbonhydratepitop af honningbigiftphospholysat Aj
(Webexr et al., Allergy 42, 464, 1987); penicilloyldeter-
minanter (Ahlstedt et al., Int. Arch. Allergy App. Immunol.
61, 91, 1980); carbonhydratepitoper fra sepunge (Oka et
al., J. Allergy Clin. Immunol. 80, 57, 13987) og Ascarisanti-
gener (Darden et al., Immunol. Comm. 7, 393, 1978).

Inden for rammerne af den foreliggende opfindelse
falder ogsa tumorassocierede antigener. Blandt de Dbedre
karakteriserede antigener er det carcinoembryoniske antigen
(Kuroki et al., Cancer Res. 46, 300, 1986; Laferti & Krantz,
Mol. Immunol. 20, 421, 1983), det adenocarcinomaassocierede
antigen DU-DAN-2 (Lan et al., Cancer Res. 45, 305, 1985) og
det gastrointestinale/pancreasassocierede antigen (Magnani
et al., Cancer Res. 43, 5489, 1983).

Af potentiel interesse er ligeledes forskellige anti-
gener associeret med autoimmunsygdomme, sasom rheumatoid
arthritis og lupuserythematoser.

Det m& forstas ud fra ovenstaende diskussion, at
anvendelsen af udtrykket antigen skal forstas saledes, at
det omfatter enten hele antigenet eller én af dets determi-
nanter, og det skal ligeledes forstads som omfattende hapten-
molekyler, som kunne gavne ved en foregelse i den immunreak-
tion, som sker med konjugation til en bakterie-T-celleepitop.
Ovenstaende liste over antigener har kun til formal at ek-
semplificere, og yderligere, anvendelige antigener vil let
erkendes af en fagmand pa omradet.

5.2.1. Kapselpolymere.

Som det er navnt ovenfor, er bakteriekapselpolymere
blandt de grupper af antigener, som har potentiale til at
blive effektivt anvendt i en vaccine, men som kun er svagt
immunogene hos unge mennesker. Som anvendt 1 nerverende
peskrivelse refererer udtrykket "kapselpolymere" til sukker-
holdige polymere, sasom polymere af sukkerarter, sukkersyrer,
aminosukkerarter, polyvalente alkoholer og sukkerphosphater,
og det refererer ikke til aminosyreholdige polymere. I den
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medicinske litteratur betegnes disse "kapselpolymere" hyppigt
som "kapselpolysaccharider", selv om de kan indeholde andre
bindinger end glycosidbindinger og andre bestanddele end
sukkerarter, sasom de ovenfor anferte.

Kapselpolymerene (CP) kan stamme fra mange forskellige
typer af bakterier. Disse typer omfatter Haemophilus influ-
enzae, Streptococcus-arter, herunder pneumoniae (is®r sero-
typer 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19F og 23F), pyogenes
0g aglactiae, Neisseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa og Staphylococcus aureus.

CP fra forskellige bakterier varierer i stor udstrzk-
ning i immogenicitet i et menneskes ferste levedr. Nogle er
moderat aktive, sasom Streptococcus pneumoniae, serotype 3,
og Neisseria meningitidis, serogruppe A. Modtageligheden
for systemisk infektion af indkapslede bakterier er storre
i det ferste levedr. Immunogenreaktionen pa mange bakterie-
kapselpolymere hos bern er aldersafhangig, dvs. immunokom-
petencen mod CP vokser til voksenniveauer ved en alder pa
ca. 6 ar.

Blandt de inaktive CP'er er dem fra Haemophilus in-
fluenzae, type b, Streptccoccus pneumoniae, serotyper 6 og
12, samt Neisseria meningitidis, serogruppe C. Eksempler pa
CP, som stimulerer en mellemliggende reaktion hos bern, er
Streptococcus pneumoniae, serotyper 19 og 51. Der findes
ogsad i organismer, s&som Neisseria meningitidis, serogruppe
B, polysaccharider, som ikke er immunogene hos nogen alders-
gruppe.

Ikke-bakteriepolymere kan stamme fra gar og svampe,
f.eks. Crytococcus neoformans, eller saccharidenheder, som
se#regent findes pa cancerceller, eller dem, som findes as-
socieret med allergener.

5.2.2. Andre antigener.

Andre antigener, som kan anvendes ved fremstillingen
af en immunogenkonstruktion, omfatter antigener udvalgt fra
den gruppe, som bestar af mikroorganismeantigener, virusan-

tigener, tumorantigener, allergener og autoimmunrelaterede
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antigener. Eksempler p& mikroorganismeantigener omfatter
ydermembranproteinerne (f.eks. fra Haemophilus influenzae
eller Branhamella catarrhalis) og overfladeproteinerne
(f.eks. M-proteinet fra Streptococcus pyogenes). Eksempler
pa virusproteiner omfatter F- og G-proteinerne i respirato-
risk syncytialt virus (RSV).

5.2.3. Fremstilling af antigen-epitop-konjugater.

Antigen-epitop-konjugaterne ifelge opfindelsen kan
fremstilles ved en vilkarlig af de biologisk acceptable
metoder, som er kendt pa omradet til kobling af antigener
til barestoffer. For at sikre den mest effektive udnyttelse
af de her omhandlede konjugater er koblingsmetoden fortrins-
vis covalent kobling. Mange sidanne metoder er for tiden
£il radighed til kobling af poly- og oligosaccharider, pro-
teiner og peptider til peptidbzrestoffer. De fleste metoder
skaber enten amin- eller amidbindinger eller i visse tilfazlde
thioestere.

Koblingskemien kan til en vis udstrzkning &ndres via
syntesen af modificerede analoge af en T-celleepitop. Sadanne
modifikationer kan f.eks. omfatte additionen af lysin eller
cystein til N-terminalen i peptidet med eller uden et af-
standsgivende element. Kapaciteten hos sadanne analoge til
stimulering af T-celler er blevet sammenlignet med kapacite-
ten af det ikke modificerede peptid.

{a) Polysaccharider eller oligosaccharider til peptider.

En anvendelig metode til saccharidkobling er reduktiv
aminering. Poly- og oligosaccharider har frie, reducerende
endegrupper, som kan reduktivt amineres til nitrogenet i
den N-terminale aminosyre eller e¢-aminogrupper i 1lysin i
peptidet. Den dannede binding er en sekundzr amin. Alter-
nativt kan poly- eller oligosaccharidet oxideres, f.eks.
ved hjzlp af periodation, til opnéelse af interne og/eller
terminale aldehydfunktioner. Aldehydgrupperne kan ogsa reduk-
tivt amineres til den N-terminale aminosyre eller til e-
aminogrupperne i lysin i peptiderne.

Korte, bifunktionelle, afstandsgivende grupper med
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en aminogruppe i den ene ende og en aktiv gruppe, sasom
amino, maskeret aldehyd, carboxylsyre eller aktiv ester
eller en thiogruppe, i den anden ende kan reduktivt amineres
til saccharidet og derefter kobles til peptidet gennem den
anden endegruppe i afstandsgiveren. a-Aminocapronsyre og 4-
aminobutyldimethylacetal er eksempler pd en sidan afstands-
givende gruppe.

Omsztning af terminale, reducerende sukkerarter med
O-phenylendiamin og nitrophenylhydraziner giver substituerede
l-phenylflavazoler. Kobling af de funktionaliserede sac-
charider til peptider sker ved omdannelsen af nitrogruppen
til en diazofunktion.

Aktivering af saccharidhydroxylgrupper er en alterna-
tiv metode. Hydroxylgrupper i saccharider kan aktiveres ved
anvendelse af enten cyanogenhalogenid (normalt cyanogenbro-
mid) eller carbonyldiimidazol til opndelse af en derivatise-
ret hydroxylgruppe, som kan koble til den N-terminale amino-
gruppe eller ¢-aminogrupper i peptidet. Den dannede binding
exr enten et isourinstof eller et carbamat.

Som en yderligere metode kan saccharider med funktio-
nelle carboxylsyregrupper, sdsom uronsyregrupper eller aldon-
syrefunktioner, kobles til N-terminale aminogrupper og e€-
aminogrupper i lysin i peptider ved aktivering af carboxyl-
grupperne ved dannelsen af aktive estere ved anvendelse af
carbodiimider eller isobutylchlorcarbonater. Den resulterende
binding er en amidbinding.

Ligeledes kan polysachharider eller oligosaccharider
med frie aminogrupper kobles til peptider enten gennem car-
boxyterminalen eller den N-terminale aminosyre. Kobling til
carboxylterminalenden eller til aminosyrer, sisom glutamin-
syre, sker ved aktivering af carboxylsyrefunktionen med
carbodiimider som ovenfor beskrevet. Kobling til N-terminalt
nitrogen eller lysin sker ved anvendelse af en bifunktionel,
afstandsgivende gruppe, s&som et disuccinimidylsubstrat,
som reagerexr i begge ender med aminofunktioner.
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{b) Proteiner eller peptider til peptider.

Carboxylsyrefunktioner kan aktiveres ved hjalp af
carbodiimider eller chlorcarbeonater til opnaelse af aktive
estere, som kan omsazttes med aminogrupper pa peptidet. Den
resulterende, dannede binding er en amidbinding.

Den mere almene metode til kobling af proteiner eller
peptider til peptider er ved anvendelse af bifunktionelle,
tverbindende reagenser. Disse er smd, afstandsgivende mole-
kyler med aktive grupper i begge ender. De afstandsgivende
molekyler kan have identiske eller forskellige aktive grupper
ved de to ender. De mest gangse, aktive funktionaliteter,
koblingsgrupper og dannede bindinger er:

Aldehyd - amino - sekundar amin.
Maleimido - sulfhydryl - thioether.
Succinimido - amino - amid.

Imidatestere - aminc - amid.

Phenylazider - amino - phenylamin.
Acylhalogenid - sulfhydryl - thioether.
Pyridyldisulfider - sulfhydryl - disulfid.

Isothiocyant - amino - isothiourinstof.

W N3 0 N

5.3. Formulering oq indgivelse af vacciner.

De her omhandlede konjugater er anvendelige ved frem-
stillingen af vaccinepraparater til behandling af en vilkar-
lig type af mikroorganismeinfektion. Konjugaterne kan kom-
bineres med ethvert af de gengs anvendte, farmaceutisk accep-
table barestoffer, sasom vand, fysiologisk saltoplesning,
ethanol, polyoler (glycerol eller propylenglycol) eller vege-
tabilske olier, samt ethvert af de vaccinehjalpestoffer,
som er kendt pa omrddet. De kan ogsd inkorporeres i liposo-
mer. Som her anvendt omfatter "farmaceutisk acceptable bare-
stoffer" ethvert og alle oplesningsmidler, dispergeringsme-
dier, antibakterielle og antifungale midler, isotoniske og
absorptionsforsinkende midler og lignende. Supplerende,
aktive ingredienser kan ogsa anvendes.

Indgivelsesmaden er typisk parenteral, dvs. intrave-
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nes, intramuskular, intraperitoneal eller subcutan. Oral
indgivelse er ogsa mulig. Den mezngde konjugat, som anvendes
i en sddan vaccine, vil variere afhengigt af identiteten af
det anvendte antigen. Justering og manipulering af etablerede
dosisintervaller, som anvendes sammen med traditionelle
barestofkonjugater, til tilpasning til de her omhandlede
konjugatvacciner, falder inden for en fagmands viden. F.eks.
er den typiske dosering af de kendte barestofkonjugater
omfattende PRP og CRM ca. 1-25 ug peptid. De her omhandlede
vacciner og metoder er ligeledes sarligt anvendelige, fordi
de fleste beorn allerede er blevet "primet" ved indgivelse
af diphtheria- og tetanusvacciner kort tid efter fedslen.
Konjugaterne ifelge den foreliggende opfindelse tilsigtes
anvendt ved behandlingen af bade umodne og voksne, varmblo-
dede dyr, isar mennesker. De sygdomme, for hvilke der kan
opnas effektiv pravention ved den her omhandlede fremgangs-
made, vil vare indlysende for en fagmand pad omradet ved
lesning af narvarende beskrivelse. Ligeledes er anvendelsen
af de her omhandlede metoder og konjugater ikke begranset
til prophylaktisk anvendelse; men terapeutisk anvendelse er
ogsa omfattet.

Ved en foretrukket udferelsesform omfatter konjugatet
et bakteriekapselantigen eller et antigenfragment deraf
konjugeret til T-celleepitopen fra et diphtheriatoxin. Denne
kombination er anvendelig ved behandlingen af meningitis.
Denne tilstand, som almindeligvis foradrsages af H. influenzae
b, forekommer hos bern, som er mindre end 6 Ar gamle, idet
ca. 60% af tilfmzldene forekommer i bern p& under 2 &r. Be-
skyttelse imod denne sygdom har veret vanskelig at opnd hos
born pa under 18 mdneder med traditionelle vaccinepraparater.
De her omhandlede przparater frembringer imidlertid et va-
sentligt niveau af antistofproduktion pa grund af T-cellere-
kruttering.

De efterfelgende, ikke-begrznsende eksempler til-
vejebringer en pavisning af fremstillingen og effektiviteten
af de her omhandlede T-celleepitopkonjugater.
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6. Eksempler.
6.1. Fremgangsmdde til peptidsyntese i fast fase.

Syntetiske peptider er blevet konstrueret ved anven-
delse af den trinvise tilnzrmelse i fast fase ifelge
Merrifield (1963) pd en peptidsyntetisator Applied Biosystems
Model 430A. Alle syntetiske peptider er blevet samlet pa en
uopleselig copolymerharpiks bestdende af styren og divinyl-
benzen. Alle aminosyrer, som er anvendt ved samlingen af
disse peptider, er blevet tilfert med a-aminogruppen begkyt-
tet ved hjalp af en t-BOC-gruppe (t-butyloxycarbonyl) . Pep-
tidkzderne knyttes til harpiksen gennem en "PAM" -linker
(phenylacetamido) .

Princippet ved fastfasesyntese kan kortfattet be-
skrives som felger. Et zkvivalent af den t-BOC-beskyttede
aminosyre opbevaret som et text pulver i et individuelt
hetteglas opleses med dichlormethan (DCM) og overferes til
aktivatorbeholderen, hvor det aktiveres med et halvt akivi-
valent dicyclohexylcarbodiimid (DCC) til opnaelse af det
(¢-aminobeskyttede, t-BOC) aminosyresymmetriske anhydrid,
gom anvendes som acyleringsmidlet. Det symmetriske anhydrid-
derivat overferes i koncentratorbeholderen, medens det uop-
leselige biprodukt, dicyclohexylurinstof, opleses med metha-
nol-DCM og skylles ud af aktivatorbeholderen. I koncentrator-
beholderen fjernes DCM og erstattes med N,N-dimethylformamid
(DMF) , som er det oplesningsmiddel, som anvendes til foregel -
se af effektiviteten af koblingsreaktionen mellem det symme-
triske anhydrid og de peptider, som samles pa belastede
PAM-harpikser. Efter oplesningsmiddelombytningen sattes det
symmetriske anhydrid derefter til reaktionsbeholderen. Fer
tilferslen af det symmetriske anhydrid i DMF er peptidharpik-
sen i reaktionsbeholderen blevet N-(a)-afbeskyttet med en
TFA/DMC-blanding, vasket med DCM og neutraliseret med en
N,N-diisopropylethylamin/DMF-oplesning. Efter tilsatningen
af symmetrisk anhydrid til reaktionsbeholderen gennemfores
koblingsreaktionen, hvilket resulterer i den covalente £il-

knytning af det aktiverede carboxyl i t-BOC-aminosyren til
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den afbeskyttede a-aminogruppe i det harpiksbundne peptid.
Nar syntesen er afsluttet, temmes reaktionsbeholderen efter-
fulgt af vask med DMC, hvorved peptid-harpiksen prazpareres
til en anden syntesecyklus.

De symmetriske anhydridderivater er blevet anvendt
som acyleringsmidlerne for de fleste aminosyrer med undtagel-
se af asparagin, glutamin og arginin. Disse tre aminosyrer
er blevet koblet som l-hydroxybenzotriazolestere. De reaktive
sidek®der i aminosyrer er blevet beskyttet under syntesen
af peptidkaderne. De anvendte beskyttelsesgrupper har varet
O-benzyl for Asp og Glu, benzyl for Ser og Thr, 4-methylben-
2yl for Cys, tosyl for Arg og His, 2-Cl-carbobenzoylcarbonyl
for Lys, O-(p-brombenzyloxycarbonyl) for Tyr og formyl for
Trp. Fuldstandigheden af koblingen pa& hvert enkelt trin er
blevet overvaget ved hjzlp af en kvantitativ ninhydrinpreve
(V.K. Sarin et al., 1981), som midler tilbagevzrende, frie
a-aminogrupper pa& peptid-harpiksen. Typisk er der opnaet
koblingseffektiviteter p&d over 99,5%. Hvis koblingseffek-
tiviteten er uacceptabel, gentages syntesen med en "dob-
beltkoblings"-cyklus af den vanskelige rest.

Efter syntese spaltes hvert peptid individuelt péa
harpiksen med 10 ml vandfrit, flydende HF, hvortil der er
sat 1 ml dimethylsulfid, og 1 ml af en 1:0,2 molar blanding
af anisol og p-thiocresol. Disse spaltningsreaktioner gen-
nemfores ved -8°C 1 50 minutter. NAr harpiksen forst er
fraspaltet, vaskes den med portioner p& 3-25 ml vandfri
diethylether til fjernelse af eventuelle, organiske uren-
heder, som kunne vare tilbage. Til sidst ekstraheres det ra
peptidmateriale fra harpiksen med vaskninger p& 3-10 ml af
en fortyndet (30% vol/vol) oplesning af iseddikesyre i vand.
Ekstrakterne kombineres i en 100 ml pazreformet kolbe, og
eddikesyre/vand-oplesningen fjernes ved rotationsfordampning.
Den nedterrede rest, som bliver tilbage, optages i et mini-
malt volumen af 0,1% TFA/H,0, overferes til en 150 ml fryse-
terringskolbe, fryses hurtigt i flydende nitrogen og fryse-

terres natten over.
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6.2. Kemisk karakterisering af syntetiske peptider.

Renheden af det syntetiske peptid fastsléas ferst ved
HPLC med omvendt fase, fortrinsvis ved anvendelse af to
forskellige gradientbetingelser. Et peptid, som i HPLC-chro-
matogrammet eluerer som en enkelt, homogen spids med mere
end 95% af det totale areal, underkastes direkte aminosyrese-
kvensering til yderligere analyse.
A. HPLC-analyse. Det fraspaltede, ri peptidmateriale
analyseres ved HPLC pa en analytisk "Vydac Cq"-kolonne (4,6
mm x 250 mm) ved anvendelse af en gradient af 0-60% acetoni-
tril over 30 minutter. Hvis gradienten er utilstrazkkelig,
sndres den tilsvarende til optimering af spidsoplesningen i
den r& blanding. Ligeledes tages andre chromatografiske
faktorer, sasom kolonnesterrelser, pakningseffektivitet,
partikelsterrelser, bindingskemi af pakningsmaterialer og
opleselighedskarakteristika af peptidblandingerne, i betragt-
ning gennem hele HPLC-rensningsprocessen. Nar ferst en hen-
sigtsmessig adskillelsesprotokol er opnadet for hvert enkelt
peptid, overszttes disse gennemlebsbetingelser til en halv-
preparativ metode ved anvendelse af en "Vydac Cyq"-kolonne
(10 mm x 250 mm) til opnidelse af mg til gram mengder af et
renset produkt. Renset materiale rechromatograferes derefter
under analytiske gennemlebsbetingelser til bestemmelse af
slutrenheden af produktet, idet et acceptabelt niveau er
over 95%.
B. Aminosyresekvensanalyse. For sekvensering opleses
det lyofiliserede peptid i 0,1% TFA/vand. Ca. 500 picomol
anbringes som en plet pa et polyprenovertrukket glasfiber-
papir fer starten af en automatiseret Edman-senderdeling,
som gentager sig selv, med en Applied Biosystems 477A prote-
in/peptid-sekvensator med pulseret vaske forsynet med en
on-line PTH-analysator model 120A. Efter hver Edman-sonder-
deling omdannes det ud fra hver enkelt aminosyre dannede
phenylthiazolinonderivat til det mere stabile phenylthiohy-
dantoinderivat (PTH) ved behandling med 25%'s TFA ved 64°C

i 20 minutter.
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PTH-derivaterne adskilles ved HPLC med omvendt fase
over en "Brownlee C-18"-koclonne (220 mm x 2,1 mm) ved anven-
delse af et gradientsystem med to oplesningsmidler bestaende
af oplesningsmiddel A (pr. liter): 5%'s tetrahydrofuran
indeholdende 3M natriumacetatpuffer (27,0 ml med pH 3,8 og
6,2 ml med pH 4,6), og oplesningsmiddel B (pr. liter): aceto-
nitril indeholdende 500 nanomol oxidationsmiddelfjernende
middel, N,N-dimethyl-N-phenylthiourinstof (DMPTU). Til for-
bedring af formen af chromatografiske spidser og oplesning
af PTH-histidin og PTH-arginin sattes 0,5 ml 12,5%'s trime-
thylamin til oplesningsmiddel A. De nominelle HPLC-parametre
er som felger: stremningshastighed 200 pliter/minut, detek-
torbelgel&ngde 254 nm, kolonnetemperatur 55°C. Optimal ad-
skillelse af PTH-derivater opnads med felgende linezre gradi-
ent: 12% B pa tidspunktet 0 minutter, 38% B pa tidspunktet
18 minutter, 38% B pd tidspunktet 25 minutter, 90% B pa
tidspunktet 25,1 minutter, 90% B p& tidpunktet 29 minutter.
PTH af hver cyklus identificeres ved sammenligning med et
standardchromatogram af en blanding af PTH-aminosyrer (Ap-
plied Biosystems) .

6.3. T-celleaktivering.

A. Muse-T-celleformering.
Lymfekirtler fra lyske og periaorta hestes aseptisk

fra mus, som i forvejen er immuniseret med en optimal dosis
af antigen emulgeret (1:1 vol:vol) i Freund's komplette
adjuvans. En enkelt cellesuspension fremstilles i RPMI inde-
holdende 10% oksefosterserum. Efter en enkelt vask resuspen-
deres cellerne i RPMI uden serum og tzlles ved trypanblatude-
lukkelse med et fasekontrastmikroskop. Celletallet indstilles
til en koncentration pa 3 x 106 celler/ml i RPMI indeholdende
2% normalt museserum. Forskellige koncentrationer af antige-
ner, mitogener eller andre kontrolmaterialer fremstilles i
RPMI uden serum, og 0,1 ml portioner anbringes in triplo i
fladbundede, vavskulturbehandlede plader med 96 huller. Et
bredt interval af doser anvendes rutinemzssigt for alle
antigener. Til disse plader sattes 0,1 ml cellesuspension.
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Derved er den opndede slutcellekoncentration 3 x 105 celler/-
hul i medier indeholdende 1% museserum. Efter tilsatning
af cellerne anbringes kulturerne i en befugtet inkubator
med 5% CO, ved 37°C. Efter 3 degns inkubering pulseres kul-
turerne i 18 timer med 1 gCi/hul [3H]-thymidin og hestes
til telling ved veskescintillation. Thymidininkorporering
udtrykkes som gennemsnittet af gentagne forsegsverdier minus
gennemsnittet af gentagne, ikke-stimulerede vardier (bag-
grund) .

B. Human-T-celleforxmering.

Blod indsamles fra frivillige i heparinbehandlede
glas og fortyndes derefter (1:1) med varmt (37°C) RPMI uden
serum. Leukocyter fra perifert blod iscleres ved at 25 ml
af det fortyndede blod lagges som et lag over 15 ml "Ficoll®r
histopaque (Sigma). Efter centrifugering (1500 opm., 5 minut-
ter) ved stuetemperatur opsuges cellerne ved "Picoll®n-blod-
-skillefladen og vaskes (3 gange) med RPMI indeholdende 10%
oksefosterserum. Efter den sidste vask resuspenderes cellerne
i RPMI uden serum og tzlles ved trypanblatudelukkelse ved
anvendelse af fasekontrastmikroskopi. Celletallet indstilles
pa 0,75 x 106 celler/ml i RPMI indeholdende 20% humane sera
i pulje. Forskellige koncentraticner af antigener, mitcgener
eller andre kontrolmaterialer fremstilles i RPMI uden serum,
og 0,1 ml portioner anbringes in triplo i rundbundede, vavs-
kulturbehandlede plader med 96 huller. Et bredt interval af
doser anvendes rutinemassigt for alle antigener. Til disse
plader szttes 0,1 ml cellesuspension. Derved er den opnaede
slutcellekoncentration 0,75 x 10° celler/hul i medier inde-
holdende 10% humant serum. Efter tilsatning af cellerne
anbringes kulturerne i en befugtet inkubator med 5% COj ved
37°C. Efter 6 degns inkubering pulseres kulturerne i 6-8
timer med 1 uCi/hul [3KE]-thymidin og hestes til talling
ved vaskescintillation. Thymidininkorporering udtrykkes som
gennemsnittet af gentagne forsegsvardier minus gennemsnittet

af gentagne, ikke-stimulerede vardier {baggrund).
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6.4. Fremstilling af HbO-peptid-konjugater.

A. Fremstilling af oligosaccharid af Haemophilus influen-

zae type b (HbO) .

Polysaccharidet af Hib (PRP) opleses i vand, og der

tilsattes en tilstrzkkelig mangde natriumphosphatpuffer
(2M, pH 7,0) til at bringe slutoplesningen pa 0,2 M phosphat.
Natriummetaperiodat (0,2X mol PRP) tilszttes pad én gang
under hurtig omrering. Oplesningen henstldr i merke ved 4°C
natten over. Det ra oligosaccharid ultrafiltreres p& ferst
en membran med afskaring ved en molekylvaegt pa 30.000 til
fjernelse af de storre oligosaccharider, og filtratet ultra-
centrifugeres pa en membran med en afskaring ved en molekyl-
vagt pa 10.000 til fjernelse af oligosacchariderne med lavere
molekylvagt under bibeholdelse af retentatet. Retentatet
chromatograferes pa en "Biogel® P-100"-kolonne i saltoples-
ning, og fraktionerne analyseres for ribosegrupper og redu-
cerende grupper ved hhv. Orcinol- og Park-Johnson-preverne.
Typisk har oligosacchariderne en gennemsnitlig Dp pa 20.
Det rensede oligosaccharid fryseterres derefter og opbevares
ved -20°C,

B. Syntese af HbO-peptid-konijugater.

Peptidet opleses i vandfrit DMSO ved en koncentration
pd 5 mg/ml. Derefter sattes oplesningen til en 2X molmengde
fryseterret HbO. Den me@ngde HbO, som anvendes ved reaktionen,
kan varieres fra 1X til 2X afhangigt af den type peptidkon-
jugat, som skal syntetiseres, dobbelt- eller enkeltendet.
Reaktionsblandingen inkuberes ved 37°C i 24 timer, hvorefter
der tilsattes 10X mol (baseret pa& HbO) natriumborhydrid
oplest i et lille volumen DMSO. Oplesningen inkuberes i
yderligere 24 timer, og derefter tilsazttes der et volumen
vand lig med volumen af DMSO. Overskydende natriumborhydrid
omszttes med en lille mzngde eddikesyre, og produktet opleses
i vand eller saltoplesning. Uomsat peptid kan fjernes ved
sterrelsesudelukkelseschromatografi eller dialyse ved anven-
delse af en membran med en afskering ved en molekylvegt pa
6000-8000. Konjugering af HbO til peptidet verificeres ved
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Western pletanalyse.
6.4.1. Polvacrylamidgelelektroforese (PAGE).

PRP-peptid-konjugater opleses i 100 uliter af en
prevepuffer (0,2M Tris-puffer indeholdende 5% SDS, 0,025%
bromphenolblat, 10-1M 2-ME og 20% glycerol) og opvarmes i 5
minutter til 100°C. De fleste rutineanalyser er gennemfert
ved anvendelse af Bio-Rad miniproteingelsystemet (Redmond,
CA) . Gelerne er 1,5 mm tykke, og adskillelsesgelen indeholder
15% acrylamid med et forhold mellem acrylamid og bis pa
30:0,8, 0,375M Tris-HCl, pH 8,8, og 0,1% SDS. Stablingsgelen
indeholder 4,8% acrylamid med samme forhold mellem acrylamid
og bis, 125 mM Tris-HCl, pH 7,0, og 0,1% SDS.

10-15 pliter indeholdende 1-10 pg prever paferes
hver enkelt kolonne., Efter elektroforese farves gelerne i
mindst én time med 0,125%'s ncoomassie® blue" i ethanol:ed-
dikesyre:vand (5:1:5) og affarves derefter i samme oples-
ningsmiddelsystem uden farvestoffet. I forvejen farvede
molekylvagtstandarder (phosphorylase b, 92.500; okseserumal-
bumin, 69.000; ovalbumin, 43.000; carbonanhydrase, 30.000)
anvendes som assistance ved bestemmelsen af de relative
molekylvaegte af proteinerne. En duplikerende gel uden faxrv-
ning anvendes til Western-analyse.

6.4.2. Western pletanalyse.

Prover adskilt p& PAGE overferes elektroforetisk pa
nitrocellulosemembraner i et Hoeffer "Transphor"-apparat
ved 0,45 mA i 90 minutter i 25 mM Tris, 383 mM glycin, pH
8,8, ved stuetemperatur. Nar ferst proteinoverferingen er
afsluttet, gennemvades nitrocellulosemembranerne i "BLOTTO"
(5%'s fedtfri termzlk i phosphatpufret saltoplesning) ved
370C i 1 time. Membranerne sonderes med en forudbestemt
koncentration af antistoffer imod PRP eller CRMpg7 i 1 time
ved 37°C og vaskes med "BLOTTO" i 20 minutter ved 37°C.
Bundne antistoffer pavises med peberrodperoxidasekonjugeret
gede-anti-mus (Kirkegaard og Perry, M.D.) ved en fortynding
pa 1:250 "BLOTTO" i 1 time ved 37°C. Pletterne vaskes 3
gange med PBS og fremkaldes med PBS indeholdende 0,01% hydro-
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genperoxid og 0,06% 4-chlor-i-naphthol (Sigma Chemical Co.,
MO} 1 methanol i 20 minutter ved stuetemperatur. Reaktionen
standses, ved at filtrene overferes til destilleret vand,
og filtrene terres ved dupning.

6.4.3, Immunisering.

Til priming af muse-T-celler opleses diphtheriatox-
oid, CRM eller CRM-peptider i phosphatpufret saltoplesning
og emulgeres 1 samme volumen Freund's komplette adjuvans.
Mus far 0,1 ml af emulsionen indeholdende en optimal kon-
centration af antigen subcutant ved haleroden. Maksimal T-
cellereaktionsevne iagttages rutinemassigt 1 uge senere.

Til immunisering for antistofreaktioner f&r mus ruti-
nemessigt 2,5 pg PRP-CRM-konjugat eller 5 ug PRP-peptid-
konjugater suspenderet i phosphatpufret saltoplesning. Kon-
jugaterne indgives i et volumen p& 0,1 ml intramuskulart
uden anvendelse af adjuvans. Eventuelle efterfelgende im-
muniseringer indgives med 2 ugers mellemrum under anvendelse
af samme dosis og indgivelsesvej.

6.4.4, Farr-afprevning,.

Antistof mod PRP bestemmes ved standardiseret Farr-
-radioimmunoafprevning. Forskellige fortyndinger af sera,
serumstandarder og prevekontroller fremstilles i oksefoster-
sera, og portioner pa 25 pliter overferes, to af hver, til
1,5 ml Eppendorf-glas. [3H]-PRP (50 pliter) med [36Cl]-spor-
stof sattes til alle glas. Preverne omhvirvles og inkuberes
natten over ved 4°C. 75 uliter mettet ammoniumsulfat szttes
til alle prever, hvorefter preverne omhvirvles og inkuberes
ved 4°C i 40 minutter. Den ovenstdende vaske frasuges forsig-
tigt, og 400 uliter destilleret vand sattes til alle perler.
Efter omhvirvling anbringes hele indholdet i hatteglasset
cg selve hatteglasset i et scintillationshatteglas indehol-
dende 10 ml scintillationsfluidum. Efter kraftig omrering
tzlles hatteglassene pad en vaskescintillationstzller. Kon-
centrationen af antistof bundet til PRP beregnes, ved sammen-
ligning med en kendt standard, ud fra den linezre del af en
afbildning af CPM og serumfortyndinger.
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6.4.5. ELISA-afprevning.
Antistof mod CRM bestemmes ved en standard-ELISA-

afprevning. Til gennemforelse af afprevningen overtrazkkes
polystyrenplader med 96 huller natten over ved 37°C 1 en
befugtet inkubator med en 100 pliter/hul CRM;g7 (1 pg/ml 1
0,1M carbonateret puffer, pH 9,6). Hullerne vaskes (3 gange)
med phosphatpufret saltoplesning (PBS) indeholdende 0,05%
»Tween®-20" og blokeres med 200 pliter/hul PBS indeholdende
0,1% gelatine i 45 minutter ved stuetemperatur. Efter vask
(2 gange) med PRS- "Tween®" tilsattes 100 pliter/hul af sera
fortyndet med fortyndingsmiddel (PBS indeholdende 0,05%
nTween®-20" og 0,1% gelatine). Pladerne inkuberes i 90 minut-
ter ved stuetemperatur og vaskes derefter (3 gange) med
PBS-"Tween®". Et sekundert antistof (100 pliter/hul af en
fortynding 1:1000 af gede-muse-alkalisk phosphatase-konjugat)
i fortyndingsmiddel tilsattes og inkuberes i 60 minutter
ved stuetemperatur og vaskes (3 gange) med PBS- "Tween®r .
Substrat (100 pliter/hul p-nitrophenylphosphat, 1 mg/ml, 1
diethanolamin indeholdende MgCl, x 6H,0 ved pH 9,8) tilsattes
og inkuberes i 60 minutter ved stuetemperatur, hvorefter
reaktionen bringes til standsning ved tilsaztning af 150
pliter/hul 2M natriumhydroxid. Den optiske tathed ved 410
og 690 nm aflases ved anvendelse af en "Bio-Tec 310" -autoaf-
laser.

6.4.6. Bestemmelse af immunoglobulinklasse og -underklasse.

Klassen og underklassen af de antistoffer, som er
specifikke for PRP, bestemmes ved en ELISA-afprevning. Poly-
styrenplader med 96 huller overtrazkkes med en fortynding
1/2000 af PRP-tyramin i PBS. Antigenet (100 gliter/hul)
inkuberes i 90 minutter ved 37°C, hvorefter pladerne vaskes
(2 gange) med PBS og blokeres ved inkubering i 60 minutter
ved stuetemperatur med 200 pliter/hul PBS indeholdende 0, 1%
gelatine. Efter vask (2 gange) med PBS tilsazttes 50 pliter
forsegssera fortyndet i fortyndingsmiddel (PBS indeholdende
0,05% "Tween®-20" og 0,1% gelatine), og pladerne inkuberes

i 2 timer ved stuetemperatur og vaskes derefter automatisk
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med PBS indeholdende 0,1% "Tween®-20". Til hullerne sattes
100 pliter/hul af en hensigtsmessig fortynding af gede-
eller kanin-anti-museimmunoglobulin-alkalisk phosphatase-
konjugat (klasse- eller underklassespecifikt) i 2 timer ved
stuetemperatur. Pladerne vaskes automatisk som ovenfor. Til
hullerne szttes 200 pliter substrat (p-nitrophenylphosphat,
1 mg/ml, i diethanolamin indeholdende MgCl, x 6H,0 ved pH
9,8} og inkuberes i 60 minutter ved stuetemperatur. Afhzngigt
af tilgzngeligheden af anti-sera-enzym-konjugater kan der
imidlertid anvendes andre enzym-substrat-kombinationer.
Reaktionen bringes til standsning ved tilsztning af 50 pli-
ter/hul 2M natriumhydroxid. Den optigke tazthed ved 410 og
690 nm aflzses ved anvendelse af en "Bio-Tec 310"-autoaf-
leser.

€.5. Frembringelse af tetranustoxinfragmenter.

Tetanusexotoxin geres opleseligt ved opvarmning til
100°C i 5 minutter i prevepuffer indeholdende 0,1 M DTT og
2% SDS og underkastes derefter SDS-PAGE. To prominente band
af proteiner, som reprazsenterer H- og L-kaderne i tetanus-
toxinet, udskazres fra SDS-gelen og ekstraheres ved elektro-
eluering i 3 timer ved 25 V i 50 mM NH4CO3, 0,2% SDS og 1
mM DTT ved pH 8,2. Efter elektroeluering lyofiliseres mate-
rialet og rekonstitueres derefter umiddelbart fer T-celle-
formeringsafprevningen. C-fragment fds kommercielt fra Cal-
biochem, CA.

Proteinfragmenter, som viser sig at vare sarligt
aktive til tilskyndelse af muse-T-celler, underkastes proteo-
lytisk digerering i et forseg pad yderligere definition af
T-celleepitoper. Ved anvendelse af et digereringssystem
sammensat af 0,125 M Tris-HCl, 0,05 M DTT, 0,5% SDS og 10%
glycerol ved pH 7,0 inkuberes proteinfragmenter ved 37°C i
30 minutter med enten 67 ug/ml chymotrypsin, S5 pg/ml pronase,
3 ug/ml ficin, 0,4 pg/ml subtilisin eller 62,5 ug/ml v8
protease. Peptider frembragt pa denne made kan adskilles
ved HPLC med omvendt fase ved anvendelse af en "Vydac C4'"-
-kolonne. Derefter kan de isolerede fragmenter afpreves for
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evnen til stimulering af T-celler.
6.6. Regsultater.

6.6.1. Forudsagte T-celleepitoper i CRM,

Algoritmen ifelge DeLisi og Berzofsky (DeLisi og
Berzofsky, PNAS 82, 2489, 1985) for projektion af poten-
tielle, amfipatiske regioner anvendes pa den primzre sekvens
af CRM som en ferste tilnzrmelse. Computeranalyse af moleky-
let afslerer 6 regioner i proteinet, som vist i fig. 1, som
opfylder kriterierne for en mulig T-celleepitop. Disse regi-
oner identificeres som resterne 1-17, 112-135, 229-256,
306-334, 350-380 og 386-408. Hver af disse regioner er sam-
mensat af et minimum pd 7 efter hver andre felgende rester,
som, nar de underseges 1 sammenhang med proteinets primazre
sekvens, har en tilbejelighed til dannelse af en a-spiral-
struktur. Desuden er ogsd regionen 158-173 blevet udvalgt
arbitrert til at tjene som et negativt kontrolmateriale, da
det ud fra computerprojektion ikke forventes at danne en a-
-spiralstruktur. Disse peptider har derfor varet i fokus
for indledende studier til afbildning af T-celleepitoperne
i CRM.

6.6.2. Analyse af syntetiske peptider.

De syntetiske CRM-peptider er sammen med deres amino-
syresekvenser anfert i tabel I. Som ovenfor beskrevet er de
forskellige sat af overlappende peptider Dblevet frembragt
ved additioner til de N-terminale ender af ekstra aminosyre-

rester ved en fastfasetilnzrmelse.
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Tabel I viser ogsd den gennemsnitlige, trinvise kob-
lingseffektivitet for hvert syntetisk peptid. I alle tilfazlde
overstiger den gennemsnitlige effektivitet 99%. Baseret pa
den trinvise koblingseffektivitet er de kumulative, teoreti-
ske udbytter af syntesen ogsd blevet beregnet, og denne
teoretiske verdi angiver det procentvise udbytte af de pep-
tider, som har den korrekte aminosyresekvens efter afslutning
af syntesen. Sidste kolonne i tabel I viser renheden af
rapeptidblandingen som bestemt ved HPLC-analyse med omvendt
fase. En typisk HPLC-analyse af et rit syntesemateriale
(peptid 6) er vist i fig. 2a. Peptidet eluerer som en hoved-
spids ved 25,8 minutter og beleber sig til 66% af det totale
areal. Fraktioner af dette peptidmateriale er blevet opsam-
let, koncentreret og rechromatograferet som vist i fig. 2b.
Det resulterende chromatogram angiver en renhed pa 95% eller
derover. I alle tilfalde er ra peptidmaterialer med en renhed
pa under 95% (tabel I) blevet underkastet ét eller flere
yderligere HPLC-gennemleb til opnaelse af et homogent slut-
produkt.

Den korrekte sekvens af de syntetiske peptider, som
vist i tabel I, er blevet verificeret ved direkte aminosyre-
sekvensering. Som et illustrativt eksempel viser fig. 3
udvalgte chromatogrammer af PTH-derivater, med forkortelser
i enkeltbogstaver, ud fra 0,5 nanomol HPLC-renset peptid 6
pletteret pd TFA-behandlede glasfiberskiver. Numrene svarer
til Edman-cyklusen, spidserne a og b er hhv. N' N-dimethyl-
N'-phenylthiourinstof og N', N-diphenylthiourinstof, som er
biprodukter som et resultat af Edman-reaktionen. Hver af
PTH-chromatogrammerne er afbilledet i en mdlestok efter den
sterste, identificerede aminosyrespids. Som forventet vokser
niveavet af "baggrundsstej" med hejere cyklusnummer, men
ikke desto mindre er aminosyrespidshenferelsen for de angivne
cyklusser i overensstemmelse med den kendte sekvens (tabel
I). Inspektion af de "forudgaende" rester (Kent et al.,
1982) for hver cyklus antyder ogsd fravarelsen af udeladel-
sespeptider, og dette understetter yderligere homogeniteten
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af slutproduktet.
6.6.3. Western pletanalyse af PRP-peptid-konijugater.

Den covalente kobling af PRP til de forskellige pep-
tider er blevet verificeret kvalitativt ved Western pletana-

lyse med monoklonale antistoffer, som er specifikke for
PRP. Som vist i fig. 4 har alle de undersegte peptidkon-
jugater (PRP, peptid 357-380; PRP, peptid 306-334; og PRP
kort, peptid 366-383) vist sig at besti af et bredt, kon-
tinuerligt interval af tilsyneladende molekylvagt. Noget
materiale er blevet tilbageholdt i stablingsgelen. Menstret
af peptidkonjugaterne er meget lig menstret af PRP-CRM. I
modsatning hertil har PRP alene, som ikke ville forventes
at adhazrere til nitrocellulose ved overfering, ikke kunnet
pavises. Dette antyder derfor, at de paviste band reprasen-
terer PRP covalent koblet til proteiner eller peptider bundet
til nitrocellulosen. Det brede band af disse konjugater kan
skyldes glycosylering af peptider med flere forskellige
oligosaccharidtyper.

6.6.4. Immugenicitetspeptidprofil for muse-T-celle.

For at verificere eksperimentelt, om de forudsagte
regioner af CRM faktisk er i stand til at tilskynde en T-
celleformeringsreaktion eller ej, er reaktionen af DT-primede
lymfekirtelceller p& disse peptider blevet undersegt. Som
vist i tabel II har lymfeknudeceller opndet ud fra DT-immune
mus som forventet reageret specifikt pd DT og CRM, men ikke
TT. Desuden har disse celler ogsd frembragt en vasentlig
reaktion pa ansporing in vitro med én af de formodede T-
celleepitoper, specifikt region 357-380. Der er ogsd iagtta-
get marginale reaktioner p& regionerne 306-334 og 386-408.
Der er ikke iagttaget nogen reaktion pAd region 158-173, det
negative kontrolpeptid, eller et ubeslzgtet RSV-peptid.
Desuden har cellerne reageret hensigtsmessigt pa& bade T-
cellemitogenet, Con A, og B-cellemitogenet, lipopolysaccharid
(LPS) . Af de seks potentielle T-celleepitoper, som er iden-
tificeret ved computeranalyse har derfor kun region 357-380
veret 1 stand til at stimulere en T-cellereaktion ved den
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muse-T-celler pa de

computerprojicerede, amfipatiske regiocner i CRM.

Grupper {3H] -Thymidininkorporering Ansporings-
dosis in wvi-
som ACPM + SD tro som pg/ml

Proteiner

DT 64.055 + 4.572 10

CRM 51.258 + 1.262 100

TT 675 + 6 1
Peptider

CRM(1-17) 274 + 28 50

CRM(112-125) 0 5

CRM (158-173) 47 + 6 100

CRM(229-256) 833 + 113 100

CRM (306-334) 1.000 + 197 1

CRM(357-380) 12.232 + 231 100

CRM (386-408) 2.478 + 33 1

RSV-peptid 0 1
Mitogener

Con A 59.092 + 2.344 1

LPS 60.529 + 5.135 100
Baggrund (som cpm) 1.319 + 269 -

a8 Mus er blevet immuniseret med en optimal koncentration

af 50 pg DT emulgeret i Freund's komplette adjuvans.

b kulturerne er blevet ansporet med et bredt interval

(0,05-100 pg/ml) af proteiner eller peptider. Kun den maksi-

malt iagttagne reaktion er vist.
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6.6.5. Peptidanalogimmunogenicitetsprofil for muse-T-celle.

Til undersegelse af muligheden for alternativ kob-
lingskemi er der blevet fremstillet modificerede analoge af
CRM-T-celleepitopen 366-383. Modifikaticnerne har omfattet
additionen af lysin eller cystein til peptidets N-terminal
med eller uden et afstandsgivende element. Derefter er kapa-
citeten af de analoge til stimulering af muse-T-celler blevet
sammenlignet med kapaciteten hos det ikke-modificerede pep-
tid.

Resultaterne af T-cellestimuleringsprever er vist i
tabel III. Studiet viser, at de analoge af CRM-peptidet
366-383, ved sammenligning med selve 366-383, bibeholder
det meste af kapaciteten til stimulering af DT- eller CRM;g9-
-primede T-celler. Der kan derfor foretages signifikante
&#ndringer i T-celleepitopen uden at forringe dens kapacitet
til stimulering af T-celleaktivitet. Som vist kan disse
modifikationer have det formal at forbedre koblingen (det
viste eksempel tilvejebringer ¢-aminogruppen til mere effek-
tiv kobling), at tilvejebringe adgang til forskellige kob-
lingsteknologier (det viste eksempel tilvejebringer en cyste-
inrest) eller at forbedre T-cellereaktiviteten (ikke vist).
Disse modifikationer udstrazkker anvendeligheden af peptid-
bzrestoffer ved at muliggere konjugeringen af et bredt omrade
af B-celleepitoper.
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Tabel IIX

DK 174416 B1

Virkninger af medifikation af CRM-peptid 366-383 pa T-celle-

erkendelse.

[3H] -Thymidininkorporering som Acpm

Ansporing DT-primet CRM-primet
Proteiner
DT 81.825 31.348
CRM 63.348 88.009
T 804 0
CRM-peptider
157-173 1.835 1.147
357-383 23.047 16.009
366-383 43.263 22.722
369-383 40.489 28.198
Modificerede CRM-peptider
L- (366-383) 35.202 26.705
LG- (366-383) 33.354 22.852
CG-(366-383) 46.141 26.337
RSV-peptid 1.726 0
Mitogener
Con A 42.017 34.117
LPS 57.143 40.520
Baggrunds-
medier (som cpm) 1.537 1.210
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6.6.6. Immunogenicitetspeptidprofil for human T-celle.

Ud over at undersege muse-T-cellereaktionen pa de
formodede T-celleepitoper er peptidreaktionsprofilen eller
leukocyter fra perifert blod fra flere frivillige mennesker
blevet undersegt. Individerne er blevet udvalgt tilfaldigt
og er ikke blevet immuniseret med overlag med DT fer afprev-
ning. Derfor er det blevet forventet, at reaktionen p& DT
varierer som et resultat af individuelle historier og af
deres saregne genetiske sammensatning. To af de fire indi-
vider har frembragt meget lave reaktioner pa& DT eller CRM
og har ligeledes varet ikke-reagerende pad et vilkarligt
peptid (data ikke vist), hvilket viser, at peptiderne har
manglet enhver mitogen, ikke-antigenspecifik aktivitet. Som
vist i tabel IV har de resterende individer reageret i va-
sentlig grad p&d DT, CRM og TT og har frembragt varierende
grad af reaktion pd ansporing in vitro med hvert af CRM-
peptiderne. Overensstemmende og positive reaktioner i begge
individer er blevet noteret med peptiderne 306-334, 353-383
©g 386-408. En positiv reaktion pd phytohamagglutinin (PHA),
et humant T-cellemitogen, er ogsa blevet iagttaget.
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Tabel IV
Reaktion af humane leukocyter fra perifert blod pa de com-

puterprojicerede, amfipatiske regioner af CRM

Grupper (3H] -Thymidininkorporering som Acpm %SA
(Ansporingsdosis in vitro som ug/ml)@

SP M

Proteiner

DT 244.776 + 2.889 (10) 88.595 + 8.635 (10
CRM 186.076 + 21.208 (5) 100.938 + 12.805 (5)
TT 38.217 + 6.911 (s) 143.955 + 13.502 (20)
Peptider

CRM(1-17) 18.329 =+ 403 (100) 6.932 + 278 (10)
CRM(112-135) 10.990 + 1.895 (100) 8.505 =+ 214 (10
CRM(158-173) 1.324 1 83 (100) 5.346 + 2.052 (5)
CRM(229-256) 6.803 ¢+ 1.753 (50) 6.111 + 379 (10)
CRM(306-334) 7.974 + 1.194 (100) 18.023 + 733 (0
CRM(357-380) 10.351 + 1.077 (100) 13.004 + 881 (M
CRM(386-408) 14.160 # 653 (100) 23.337 + 3.531 (10
RSV peptid 0 (5) 5.201 + 1.079 (5)
Mitogener

PHA 161.956 + 9.267 (5) 37.881 + 3.293 (5)
Baggrund 2.024 % 79 1.694 + 1.778

(som cpm)

a Kulturerne er blevet ansporet med et bredt interval (0,05-
100 pg/ml) af proteiner eller peptider. Kun den maksimalt

iagttagne reaktion er vist.
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6.6.7. Anti-peptid-T-cellereaktioner.
Efter at det er vist, at regionen 357-380 i CRM erken-

des af DT-primede T-celler som en T-celleepitop, har det
varet nedvendigt at bestemme, om peptidet selv er et effek-
tivt immuncgen eller ej. Derfor er SJL-mus blevet immuniseret
med 100 pug CRM (357-380) eller 50 pg DT eller CRM. En yder-
ligere gruppe mus har fdet 100 ug CRM (306-334) som et alter-
nativt peptid for at pdvise specificitet af reaktionen. Som
vist i tabel V har T-celler fra mus immuniseret med DT rea-
geret som forventet p& DT, CRM og peptidet CRM (357-380).
Et lignende reaktivitetsmenster er blevet iagttaget med
celler fra mus immuniseret med CRM, selv om reaktionerne pa
CRM og peptidet har varet vasentlig hejere. Det er interes-
sant, at celler primet med CRM (357-380) har reageret speci-
fikt pad ansporing med CRM (357-380) samt krydsreageret pa
CRM-proteinet. I modsztning hertil har celler primet med
CRM (306-334) ikke frembragt en signifikant reaktion pa
ansporing in vitro med noget af de undersegte proteiner, og
det har kun varet svagt reagerende pa ansporing med selve
det immuniserende peptid 306-334. Alle cellerne har imidler-
tid reageret hensigtsmezssigt p& bade Con A og LPS. Det er
tydeligt, at region 357-380 ikke alene er en T-celledeter-
minant i CRM, da den erkendes af celler primet med det native
protein, men den er ogsa i stand til at inducere anti-peptid-
-T-celler, som kan erkende det native protein.
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6.6.8. Forfinelse af T-cellegrenser.

Til afgrznsning af den minimale sekvens i region
357-380, som er nedvendig til fremkaldelse af en T-cellereak-
tion, er der blevet syntetiseret et szt peptider, som varie-
rer ved N-terminalen. Desuden er C-terminalen for at sikre,
at den fulde T-celleepitop ville vare inden for dette sat
peptider, blevet etableret ved rest 384, som er fire rester
ud over grznsen for det aktive peptid, 357-380. Derfor er
folgende peptider blevet fremstillet og afprevet for T-celle-
reaktivitet: 357-383, 362-383, 366-383, 372-383 og 373-383.
Som vist i tabel VI har mus primet med enten DT eller CRM
reageret pa samme made pa enten peptidet 357-380 eller pep-
tidet 357-383, selv om reaktionen pa 357-383 har varet en
smule hejere. Det kortere peptid 362-383 har varet akvivalent
med 357-383 til stimulering af DT-primede T-celler, men har
vearet mere effektivt end det langere peptid til stimulering
af CRM-primede T-celler. Det er interessant, at fjernelse
af fire yderligere rester, peptid 366-383, har haft en dra-
matisk virkning pa T-celleerkendelse. Med bade de DT- og
CRM-primede T-celler er der blevet iagttaget en starkt for-
eget reaktion efter ansporing in vitro med dette peptid.
Fjernelse af yderligere rester, som vist med peptiderne
372-383 og 373-383, har resulteret i nedsatte T-cellereak-
tioner i bade de DT- cg CRM-primede celler. Desuden har
begge grupper af celler reageret hensigtsmezssigt pa DT, CRM

og mitogenerne.
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Til yderligere afgransning af epitopen i denne region
er der Dblevet syntetiseret to szt peptider. Det ene sat
peptider bestdr af en razkke peptider med en C-terminal fast
ved resten 383, medens N-terminalen varieres trinvis fra
resten 357 til resten 373. Det andet sat peptider har bibe-
holdt N-terminalen ved resten 366, medens C-terminalen har
varieret trinvis fra resten 375 til 383. Begge sat peptider
er blevet afprevet ved T-celleformering.

Der er gennemfort tre individuelle forseg med tilsva-
rende resultater. Et reprasentativt forseg er vist i tabel
VII. Ved kortlagning af N-terminalen er der i bade de DT-
og CRM-primede grupper iagttaget sammenlignelig T-celleak-
tivitet med peptidundersattet 353-383 til 370-383 inklusive.
Udeladelse af N-terminalresterne 371, 372 eller 373 har
resulteret i udtalte nedgange 1 T-celleaktivitet. Denne
iagttagelse antyder kraftigt, at N-terminalgransen for T-
celleepitopen er rest 369 eller 370. Ved forseget for oples-
ning af C-terminalen har resultaterne vist, at maksimal T-
celleaktivitet er opnaet med peptidet 366-383. Alle udeladel-
ser af C-terminalresterne har resulteret i nedsat T-celleak-
tivitet. Dette resultat antyder, at C-terminalen af epitopen
er ved resten 383 eller derudover. Som kortlagt ved disse
studier vil T-celleepitopen vere lokaliseret til 369 (370)-
-383 i CRMjg7.
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Tabel VITI

DK 174416 B1

Kortlagning af N- og C-terminalgranser for C-celledeterminan-
ten i region 357-383 i CRM ved anvendelse af lymfeknudeceller

fra diphtheriatoxoid eller CRM-primede SJL-mus.

Ansporing

in vitro

[34] -Thymidininkorporering

som ACPM in vitro

DT-primet

CRM-primet

Proteiner anvendt som kontroller:

Diphtheriatoxoid
CRM
Tetanustoxoid

109.
97.

CRM-peptider anvendt til N-terminal

CRM(357-383)
CRM(362-383)
CRM(366-383)
CRM(367-383)
CRM(368-383)
CRM(369-383)
CRM(370-383)
CRM(371-383)
CRM(372-383)
CRM(373-383)

43.
35.
57
55.
50.
54.
73
30.
17.

4,

CRM-peptider anvendt til C-terminal

CRM(366-381) -Gly
CRM(366-379) -Gly
CRM(366-377) -Gly
CRM(366-375) -Gly

CRM-peptider anvendt som kontrollexr:

CRM(158-173)
CRM(306-334)

43
31.

15.

6.

534 51.632
002 159.663
0 1.347
kortlagning:

577 41.641
785 46.637
.081 44,403
624 48.589
543 63.718
354 61.941
.461 64.320
980 47 .411
460 24.343
178 2.598
kortlagning:

.429 39.983
265 36.370
073 20.023
333 6.326
590 733
.435 1.151
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Tabel VII (fortsat)
Kortlagning af N- og C-terminalgraznser for C-celledeterminan-
ten i region 357-383 i CRM ved anvendelse af lymfeknudeceller
fra diphtheriatoxoid eller CRM-primede SJL-mus.

Ansporing [3H] -Thymidininkorporering
in vitro som ACPM in vitro
DT-primet CRM-primet

Ubeslagtet peptid anvendt som kontrol:

RSV 0 1.409
Mitogener:

Con A 32.952 45,771
LPS 65.765 67.100

Baggrund (som cpm) 2.501 2.007
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6.7. Anti-PRP- og anti-CRM-reaktion fremkaldt af peptidkoniju-

gater.
Efter at der forud er lokaliseret en determinant for

T-celleerkendelse i CRM, har det varet nedvendigt at bestem-
me, om den afgrznsede region har kunne virke som et effektivt
barestofmolekyle for PRP eller ej. Desuden har det ogsa
varet af interesse at bestemme, om udszttelse i forvejen
for barestofproteinet, DT, har @ndret erkendelsen af PRP-
konjugaterne. I overensstemmelse hermed er mus blevet
immuniseret med DT, TT eller saltoplesning emulgeret i
Freund's komplette adjuvans. En uge senere er grupperne af
dyr blevet immuniseret med et PRP-konjugat. En anden konju-
gatimmunisering er blevet indgivet efter et tidsrum pa 2
uger. Antistofreaktionen mod PRP fremkaldt i disse dyr er
vist i tabel VIII. Primzre (vist ved dag 21) antistofreak-
tioner pd PRP er blevet pavist efter immuniseringer med
bade PRP-CRM og, signifikant, PRP-(357-380) af de dyr, som
i forvejen er blevet behandlet med DT eller saltoplesning.
Da antistof mod PRP har varet tydeligt i begge disse grupper,
ser det ud til, at udsazttelse i forvejen for DT ikke har
indflydelse pa frembringelsen af en antistofreaktion. Snarere
har PRP-(357-380) i sig selv varet tilstrazkkeligt til frem-
bringelse af en primer reaktion mod PRP, hvis sterrelse har
veret meget lig med den reaktion, som er frembragt af PRP-
-CRM. Sekund®re reaktioner mod PRP er ogs& blevet pavist
efter immuniseringer med PRP-CRM og PRP-(357-380). Disse
resultater viser tydeligt, at en konjugatvaccine sammensat
af PRP og syntetisk peptid er i stand til at frembringe
antistoffer mod PRP.
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En sekunder reaktion pa PRP er ogsd blevet i iagttaget
efter immunisering med PRP-(306-334). Det m& erindres, at
denne region ved computeranalyse er blevet afbildet som
indeholdende en T-celleepitop, men den har dog udvist minimal
kapacitet til stimulering af T-celler opnaet fra dyr primet
med diphtheriatoxoid eller CRM;gy. Desuden har dette peptid
ikke varet effektivt ved priming for en anti-peptid-reaktion.
Det er interessant, sdledes som det er vist i fig. 5, at
reaktionen efter immunisering med PRP-(306-334) er fremkaldt
i de dyr, som i forvejen har varet udsat for toxoidet, DT.
sammenfattende er det blevet vist, at CRM-peptid 306-344 er
anvendeligt som et barestofmolekyle for PRP. Selv om stan-
dardformeringsprever ikke overbevisende har vist, at denne

egion er en T-celleepitop, understetter disse forseg, som
viser den positive indflydelse af forudgiende udsattelse
for det intakte protein, den konklussion, at denne region
faktisk er en T-celleepitop.

Det er ogsd af betydning at fastsld, om peptidkonju-
gaterne frembringer antistoffer, som krydsreagerer med hele
CRM-proteinet. Derfor er disse sera ogsa blevet screenet
ved ELISA for anti-CRM-antistoffer. Som vist i tabel IX er
bindingsaktivitet til CRM kun blevet pavist hos de dyr, som
er immuniseret med PRP-CRM eller forbehandlet med DT. Ingen
af peptidkonjugaterne frembringer, nar de injiceres i de
TT- eller saltoplesningsbehandlede grupper, antistoffer
imod CRM.
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Efter de ovenfor skitserede metoder til PRP-CRM-pod-
ning er mus ogsa blevet immuniseret med konjugater af for-
skellige, typespecifikke pneumococpolysaccharider og CRM.
Resultaterne af disse podninger vist i tabel X. Ogsa her
viser disse data, at en B-celledeterminant indeholdende
antigen konjugeret til en bakterie-T-celleepitop effektivt

kan frembringe en immunreaktion hos det podede indivigd.

Tabel X

Antistofreaktioner pa typespecifikke pnemococpolysaccharider
indgivet pa et barestofmoclekyle af et syntetisk peptid.

Immunisexring Typespecifikt antistof som
pg/ml i uge

Oligosacc. Barestof Adjuvans 0 2 4 6

Type 14 Peptid - <0,10 0,19 2,67 NA
Peptid + <0,10 0,41 3,74 NA
CRM - <0,10 0,39 0,55 NA

Type 19 Peptid - <0,10 <0,10 0,20 NA
Peptid + <0,10 <0,10 0,73 NA
CRM - <0,10 <0,10 NA NA

Mus immuniseres med typespecifikt pneumococoligosaccharid
koblet til CRMjg7 eller til CRM-peptidet 357-380. Konjugatet
indgives i uge nul og to med eller uden 100 ug alun som
adjuvans. Antistofverdier er blevet bestemt ved en standard-
-Farr-afprevning.

Uafhangig bekrzftelse af anvendeligheden af PRP-pep-
tid-konjugatet som den vaccine ex opnaet ved funktionsanalyse
af det frembragte antistof. PRP kobles ved reduktiv amine-
ring til CRM-peptidet 369-383, som forventes snavert at nzrme
sig den minimale sekvens, som er nedvendig til stimulering
af T-celler. PRP-peptid eller PRP-CRM anvendes uden adjuvans
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til immunisering af SJL-mus i ugerne nul og to. Sera indsam-
les som vist i tabel XI og afpreves for baktericid aktivitet
in vitro imod to stammer af H. influenzae, Eagan eller det
kliniske isolat Hst54. En stigning i titer pa fire gange

betragtes som immunologisk signifikant.

Tabel XI
Baktericid aktivitet af antistof frembragt ved immunisering

med PRP-peptid eller PRP-CRM-konjugat.

Immunogen Baktericid aktivitet i uge
efter immunisering

0 2 4
Aktivitet imod Eagan
PRP-CRM <1/5 1/20 1/20
PRP-CRM(369-383) <1/5 1/10 1/20
Aktivitet imod HstS54
PRP-CRM 1/% 1/80 1/10
PRP-CRM(369-383) <1/5 1/40 1/10

Som vist i tabel XI har det antistof, som er frembragt
efter immunisering med enten PRP-CRM eller PRP-peptid sig-
nifikant baktericid aktivitet imod begge stammer, som det
fremgar af stigningen i titer pa fire gange mellem uge nul
og uge to. Desuden er den forskel i maksimum, som opnéas
mellem PRP-peptid- og PRP-CRM-immuniserede dyr, ikke signi-
fikant forskellig. Antistof frembragt af peptidkonjugatet
er funktiocnelt akvivalent med det antistof, som fas efter
immunisering med det native protein.

6.8. Anti-PRP- og anti-CRM-reaktion frembragt af konjugater

omfattende en modificeret peptidanalog.

Efter at det er fastslaet, at en modificeret analog
af CRM-T-celleepitopen 366-383 har kapacitet til stimulering
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af muse-T-celleformering, har det vere nedvendigt at fastsla,
om en sadan analog kan fungere som et effektivt barestof-
molekyle. PRP er ved reduktiv aminering blevet koblet til
lysinanalogen af CRM-peptidet 366-383 via e-aminogruppen.
Efter konjugering er forskellige doser af PRP- [Lys]-CRM(366-
383) blevet anvendt til immunisering af SJL-mus uden ad-
juvans. Dyrene far injektioner i ugerne nul og fire. Sera
indsamles med de i tabel XII viste mellemrum og afpreves
for antistof, som er specifikt for PRP.

Tabel XII

Indledende antistofstudium, som underseger additionen af N-
~-terminalt lysin til CRM-barestofpeptidet 366-383, hos SJL-
-mus .

Antistof {(ug/ml) mod PRP i
uge efter immunisering

Immunogen Dosis 0 2 4 8
PRP- [Lys] -

CRM(366-383) 10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
5 <0,10 0,16 0,77 2,43
2,5 0,28 0,31 0,34 1,10
1,0 <0,10 0,20 1,71 1,85
0,5 <0,10 0,10 0,98 1,30
0,1 <0,10 0,75 2,22 2,64
PRP 2,5 <0,10 <0,10 <0,10 0,34
PRP-CRM 2,5 <0,10 1,06 2,37 9,60

Som vist i tabel XII frembringer adskillige doser af
peptidkonjugatet PRP- [Lys]-CRM(366-383) antistof specifikt
for PRP, som overstiger koncentraticnen 1 ug/ml. Dette stu-
dium viser derfor, at lysinanalogen af CRM-peptidet 366-383
har anvendelighed som bzrestofmolekyle.

6.9. Tetanustoxinepitoper.

Tetanustoxinfragmenterne H, L og C er blevet afprevet

for deres evne til stimulering af muse-T-celleformering.

Alle tre fragmenter har frembragt en vaesentlig T-celleakti-
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vitet, men som vist i tabel XIII har C-fragmentet imidlertid

varet tydeligt overlegent.

Stimulerende aktivitet er ogsi

blevet afprevet ved den mononucleare celleafprevning med
humant, perifert blod. Som vist i tabel XIV har T-cellehoved-

aktiviteten hos dette individ veret forbundet med den tunge

kede i1 tetanustoxinet.

Tabel XITI

T-cellereaktioner i tetranustoxoidprimede SJL-mus pd tetanus-

toxinfragmenter.

[3H]~Inkorporering (cpm)

Ansporing Forseg nr. 1 Forseg nr. 2
Tetanustoxoid 50.8290 45.284
Diphtheria 0 0
C-Fragment 22.180 44,328
H-Kzde 18.629 29.870
L-Kede 26.655 12.543
Con A 23.354 40.588
LPS 39.946 42.578
Baggrunds-

medier (som cpm) 655 1.082



10

15

20

25

30

DK 174416 B1

62

Tabel XIV

Humane formeringsreaktioner pa tetranustoxoid- og tetranus-
toxinfragmenter.

Antigen [3H] -Thymidininkorporering Dosis

som Acpm som ug/ml
Con A 14.539 -
PHA 17.110 -
PHA + pufferkontrol 25.621 -
LPS 5.053 -
Tetanustoxin 90.271 10
Tung kade 78.830 1
Let kade 64.290 100
C-Fragment 41.306 50
Diphtheriatoxoid 7.973 100

Fragment C, som har vist sig at vare meget aktivt

til stimulering af formeringen af muse-T-celler, er blevet
underkastet proteclytisk digerering ved hj=zlp af pronase,
ficin, subtilisin eller V8. SDS-PAGE af de ra, enzymatiske
digereringer af tetanustoxinfragment C har ikke vist noget
paviseligt, intakt fragment C efter digerering med de fire
ovenfor angivne enzymer. Derefter er digereringerne blevet
afprevet for deres evne til stimulering af muse-T-
-celler. Tre af proteasedigereringsblandingerne (pronase,
subtilisin og V8) har bibeholdt vasentlig T-celleaktivitet
som vist i tabel XV. De data, som er vist i tabel XV, an-
tyder, at enten pronase- eller V8-proteasedigerering vil
give peptidfragmenter, som er szrligt anvendelige ved kort-
lazgning af T-celleepitoper.
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Tabel XV

Enzymatisk digerering af tetranustoxin C-fragment - T-cel-
leformeringsstudier?.

Enzym Dosis som [3H]-Thymidininkorporering
(/,Lg/ml)b som Acpm
Reaktion pa C-fragment Enzym
alene
Behandling: Ingen Enzym Puffer
Pronase 1 45.254 27.681 702 0
Ficin 0,1 4.357 4.179 2.243 332
Subtilisin 1 45,254 19.884 702 0
V8 0,5 21.903 30.264 8.187 0

@ Kontrolreaktioner som Acpm (dosis ved maksimal reaktion) :
TT 102.730 (5); C-fragment 120.126 (100); DT 397 (0,5); Con
A 31.343 (1) og LPS 39.750 (50). Baggrundsreaktionen er
1334 cpm.

b posis af fragment C i enzymatisk digerering. "Ingen" refe-
rerer til reaktionen pa fragment C alene ved den dosis,

hvor der er opndet en maksimal reaktion i digereringen.

Til yderligere afgrznsning af potentielle T-celle-
epitoper i fragmenter frembragt ved V8-digerering, er disse
fragmenter blevet adskilt ved HPLC med omvendt fase. Fem
fraktioner er opsamlet og analyseret ved SDS-PAGE. Fire af
de fem fraktioner har vist sig at indeholde hovedpeptider,
og de er alle blevet afprevet ved muse-T-celleformeringsaf-
prevningen. Som vist i tabel XVI har fraktionerne 3, 4 og 5
frembragt en signifikant T-cellereaktion. Fraktion 3 inde-
holder et hovedband med en molekylvagt p& 10K, og fraktioner-
ne 4 og 5 indeholder hovedband p& hhv. ca. 22K og 17K.
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Tabel XVI

Formeringsreaktion af tetanustoxoidprimede T-celler pa frag-
ment C og peptider fra fragment C.

Max. CPM+SA (Dosis som ug/ml)

Medium 945 + 234

CA 1,0 pg/ml 37.758 + 687
LPS 50,0 pg/ml 61.390 + 2.662
Tet.toxoid 149.578 + 10.581
Diphth.toxoid 879 + 26
C-Fragment 140.025 + 10.156
Proteasefrak. 1 1.270 + 8
Proteasefrak. 2 1.828 + 240
Proteasefrak. 3 5.158 + 372
Proteasefrak. 4 14.772 + 1.308
Proteasefrak. 5 23.065 + 1.181

Til yderligere analyse af VB8-digereringsfragmenterne
er fraktionerne 1-5 blevet adskilt ved SDS-PAGE, overfert
£til v"Immobilon®"-papir (Millipore) og sekvenseret direkte.
Partielle sekvenser af de to fragmenter, bandet pa 22K fra
fraktion 4 og bandet pa 17K fra fraktion 5, er blevet bestemt
og sammenlignet med den kendte sekvens i tetanustoxin (Eisel
et al., EMBO J. 5, 2495-2502, 1986). Baseret pa molekylvagt-
bedemmelser ud fra SDS-PAGE og sekvenseringsdata har man
draget den slutning, at fragmentet pa 22K svarer til tetanus-
toxinresterne 1128-1309, og fragmentet pa 17K svarer til
resterne 974-1116.

Til tydeligere lokalisering af T-celleepitoperne i
C-fragmentet er strategien med anvendelse af overlappende,
syntetiske peptider blevet anvendt. Denne strategi har krzvet
syntesen af 37 peptider med en langde pa 19-20 rester og
med en overlapning pa 7 rester til undexrsegelse af den pri-

mere sekvens af C-fragmentet. Da proteasedigereringsstudierne
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har antydet, at T-celleaktiviteten potentielt er associeret
med fragmenterne pd 17K og 22K, har de indledende anstrengel-
ser varet fokuseret pd den kraftigste af disse to regioner.
Som vist i tabel XVII er overlappende syntetiske peptider,
som begynder ved resten 973, og som spa&nder over en del af
regionen 974-1116, blevet undersegt for T-celleaktivitet.
Af de undersegte peptider har tetanustoxinpeptid 961-980
og 1021-1040, som falder inden for C-fragmentet, fremkaldt
signifikante T-celleformeringsreaktioner ved hjalp af teta-
nustoxoidprimede muselymfocyter. Der er sidledes ved anven-
delsen af denne teknik blevet lokaliseret to potentielle T-
-celleepitoper i tetanustoxinfragment C.
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T-cellereaktioner af tetanustoxoidprimede lymfekirtelceller
pa overlappende, syntetiske peptider omfattende en udvalgt

region af tetanusfragment C.

Ansporing (3H] -Thymidininkor- Dosis som
in vitro porering som Acpm (ug/ml)
Proteiner
Tetanustoxoid 242.421 S
Tetanusfragment C 296.801 100
Diphtheriatoxoid 3.892 1
Tetanustoxinpeptider
961-980 32.276 100
973-992 10.457 100
997-1016 6.347 100
985-1004 3.600 50
1009-1028 5.130 100
1021-1040 100.332 50
1273-1292 11.230 50
Mitogener
Con A 44.077
LPS 86.740 50
Baggrunds-
medier (som cpm) 3.639

7.0. Antistofreaktion pad ikke-carbonhvydrat-hapten-konjugater.

B-celleepitopen fra protein F fra respiratorisk syn-
cytialt virus (RSV) er blevet koblet til CRM-T-celleepitopen
369-383 eller til det intakte,

blevet immuniseret i ugerne nul og to med 5 pg vagtakvivalent

native protein.

SJL-mus er

af peptiderne 369-383 blandet med alun. Sera er blevet ind-

samlet. Som vist i fig.

6 er der frembragt antistof mod
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RSV-F-proteinet efter immunisering med B-celleepitopen i
RSV (283-315) koblet til enten helt CRM eller til CRM-pep-
tidet 369-383. Dette forseg viser anvendeligheden af CRM-
-peptidet 369-383 til at tjene som et barestofmolekyle for
andre materialer end carbonhydrater. I dette tilfzlde er
det specifikke eksempel et peptid, som reprasenterer en B-
celleepitop i et virusprotein.
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Patentkrawv.

1. Oligopeptid, k endet egnet ved, at det
i det vasentlige bestar af en T-celleepitop af et bakterie-
toxin, -CRM eller -toxoid, fortrinsvis diphtheriatoxin,
tetanustoxin, pertussistoxin, -CRM eller -toxoid, isar di-
phtheriatoxinet CRMjg7.

2. Oligopeptid ifelge krav 1, kend et egnet
ved, at det har en aminosyresekvens udvalgt fra den gruppe,
som bestdr af CRMjg7 peptid 357-383, CRMjgq peptid 366-383,
CRMjg7 peptid 369-383, CRMjg7 peptid 306-334 og antigenfrag-
ment, -homolog eller -analog til disse.

3. Oligopeptid ifelge krav 1, kende tegnet
ved, at toxinet eller toxoidet er tetanustoxin eller -toxoid,
som har en aminosyresekvens udvalgt fra den gruppe, som
bestdr af peptid 961-980 i tetanustoxin, peptid 1021-1040 1
tetanustoxin og antigenfragment, -homolog eller -analog til
disse.

4. Oligopeptid ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at det har aminosyresekvensen Q VV HN S Y NR P A Y-
S PG, NLFQVVHNSYNRPAYSPG, AYNFVE
(eller G) S I I NLFQVVHNSYNRPAYSPG, IL-
PGIGSVMGIADGAVHHNTEETIVAQSTIA,
VSASHLEQYGTNEYSIISSM eller DKFNA-
YLANKWVFITITNDR.

5. Oligopeptid ifelge krav 4, kende tegnet
ved, at en lysin- eller cysteinrest er koblet til aminoter-
minus, carboxyterminus eller dem begge, hvorhos lysin- eller
cysteinresten fortrinsvis er koblet til amino- eller carb-
oxyterminus gennem en glycinrest.

6. Immunogent konjugat, k ende t egnet ved,
at det i det vasentlige bestar af et antigen bundet til et
oligopeptid ifelge krav 1.

7. Konjugat ifelge krav 6, kendetegnet
ved, at bakterietoxinet, -CRM'et eller -toxoidet fortrinsvis
er diphtheriatoxin, tetanustoxin, pertussistoxin, -CRM eller

-toxoid, isar diphtheriatoxinet CRMpg7.
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8. Konjugat ifelge krav 7, kendetegnet
ved, at epitopen har en aminosyresekvens udvalgt fra den
gruppe, som bestar af CRM;gy peptid 357-383, CRMjgy peptid
366-383, CRM;g7 peptid 369-383, CRMjg7 peptid 306-334, peptid
961-980 i tetanustoxin, peptid 1021-1040 1 tetanustoxin og
antigenfragment, -homolog eller -analog til disse.

9. Konjugat ifelge krav 6, kendetegnet
ved, at antigenet er udvalgt fra den gruppe, som bestdr af
mikroorganismeantigener, virusantigener, parasitantigener,
tumorantigener, allergener og antigener med relation til
autoimmuniteten, hvorhos antigenet fortrinsvis er en kapsel-
polymer, en oligomer eller et fragment deraf, isar et bak-
terielt antigen.

10. Konjugat ifelge krav 9, kendetegnet
ved, at kapselpolymeren eller -oligomeren stammer fra Haemo-
philus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria menin-
gitidis ellexr Salmonella typhi.

11. Konjugat ifelge krav 10, kendetegnet
ved, at kapselpolymeren er polyribosylribitolphosphat fra
Haemophilus influenzae.

12. Konjugat ifelge krav 10, kendetegnet
ved, at kapselpolymeren er fra serotype 1, 4, 5, 6A, 6B,
9v, 14, 18C, 19F eller 23F fra Streptococcus pneumoniae.

13. Konjugat ifelge krav 9, kendetegnet
ved, at antigenet er et bakterieydermembranprotein, et bak-
terieoverfladeprotein, et bakterieoverfladesaccharid eller
et bakteriecellevagssaccharid, fortrinsvis et bakterieyder-
membranprotein fra Haemophilus influenzae, Neisseria meningi-
tidis, Branhamella catarrhalis, Neisseria gonorrheae eller
Escherichia coli eller et bakterieoverfladeprotein, som er
M-proteinet fra Streptococcus pyogenes eller et lipopolysac-
charid fra en gramnegativ bakterie.

14. Konjugat ifelge krav 9, kendetegnet
ved, at virusantigenet er F- eller G-proteinet fra respira-
torisk syncytialt virus, fortrinsvis peptidet 283-315 i pro-

tein F fra respiratorisk syncytialt virus.
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15. Immunogent konjugat, kende t egnet ved,
at det omfatter et antigen bundet til et oligopeptid, som
har en aminosyresekvens udvalgt fra den gruppe, som bestélr
af QVVEHNSYNRPAYSPG, NLFQVVHNSYN R-
PAYSPG, AYNTFVE(ellerG) SIINLFQVVHN-
SYNRPAYS PG, I LPGCGIGSVMGIADGAVHH-
NTEEIVAQSIA VSASHLEQYGTNEYSTI-
SSM og DKFNAYLANKWVFITIT N DR

16. Immunogent konjugat ifelge krav 15, k e n d e-
t egnet ved, at antigenet er bundet til oligopeptidet
gennem en lysin- eller cysteinrest koblet til en terminus i
oligopeptidet, hvorhos lysin- eller cysteinresten fortrinsvis
er koblet til oligopeptidterminus gennem en glycinrest.

17. Vaccine, k end e t e gn e t ved, at den omfat-
ter et immunogent konjugat omfattende mindst ét antigen
bundet til et oligopeptid, som svarer til mindst én T-celle-
epitop af et bakterietoxin, -CRM eller -toxoid i en farma-
ceutisk acceptabel grundmasse og eventuelt hjzlpestof.

18. Vaccine ifelge krav 17, kendetegnet
ved, at bakterietoxinet, -CRM'et eller -toxoidet fortrinsvis
er CRM;g7 eller tetanustoxin.

19. Vaccine ifelge krav 17, kendetegnet
ved, at epitopen har aminosyresekvensen i CRM;g7 peptid
369-383, peptid 961-980 i tetanustoxin, peptid 1021-1040 i
tetanustoxin og antigenfragment, -homolog eller -analog til
disse.

20. Vaccine, kende t e gnet ved, at den omfat-
ter et immunogent konjugat omfattende et saccharidantigen
pundet til et oligopeptid, som svarer til mindst én T-celle-
epitop af et bakterietoxin, -CRM eller -toxoid, i en farma-
ceutisk acceptabel grundmasse og eventuelt hjzlpestof, hvor-
hos saccharidantigenet fortrinsvis er polyribosylribitol-
phosphat fra Haemophilus influenzae.

21. Immunogent konjugat, k end e t egnet ved,
at det i det vasentlige bestar af et oligopeptid ifelge
krav 1 konjugeret til en B-celleepitop fra et andet molekyle.
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ANALYSE AF CRM-PROTEIN FOR
AMFIPATISKE SPIRALFORMEDE REGIONER.
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