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Immunologisk aktivt i'a1t vasentligt rent peptid, der er i
stand til i et menneske at fremkalde en immunreaktion, som er
krydsreantiv med og peskyttende mod infektion med en malaria-
parasit, hvorhos peptidet indeholder en sekvens med formlen
Thr-GIu-Trp~Z-Pro-Cys-Ser-Va1-Thr-Cys-Gly-Asn—G]y, hvori Z er
ger eller Thr eller formlen Lys-Pro-S-T-s—Lys-Leu-Lys-Gln—Pro~
y-v-Gly-W-Pro, hveri S er Lys eller Asn, T er His eller Glu, U
er Gly eller Asn, V er Asn eller Glu, og W er Asn eller Gln
samt DNA-sekvenser o9 forskellige andre genetiske materialer
som er nyttig ved fremstillingen af disse peptider via biolo-

giske metoder.
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Den foreliggende opfindelse angir et immunologisk aktivt i alt
vesentligt rent syntetisk peptid, der er i stand til hos et
menneske at fremkalde en immunreaktion, og som er krydsreaktiv
med og beskyttende mod dinfektioner af en malariaparasit, et
malariamodvirkende immunogent stimulerende middel, anvendelse
af peptidet til fremstilling af et middel til at fremkalde im-
munisering mod malaria, en i alt vasentlig ren DNA-sekvens,
der koder for peptidet, en rekombinant DNA-kloningsbarer, der
omfatter DNA-sekvensen samt en E. coli-organisme, der indehol-

der DNA-sekvensen.

Opfindelsen angdr sdledes immunologisk aktive midler, der er i
stand til at fremkalde immunreaktioner i mennesker og andre
dyr, hvilket resulterer i beskyttelse mod infektioner med ma-
1ariaparaéitter og narmere bestemt beskyttelsen af mennesker

mod human malariaparasitten Plasmodium falciparum.

Der er helt klart behov for vacciner til at afhjelipe den nuvar-
ende globale genopbiussen af malaria. Fordi immunitet mod malaria
er stadiumspecifik, er der blevet udviklet vacciner mod hvert
stadium i malarialivscykien: sporozoiter, myggestadiet, som
initierer dinfektion hos mennesker; asexuelle erythrocyt-para-
sitter, stadiet, som fremkalder sygdommen, samt gameter, sta-
diet, som overfgrer infektionerne til myg. Et omrade af inte-
resse er en sporozoitvaccine, som, hvis den er effektiv, ville
padvirke immunsystemet til at drazbe sporozoiter, der er innoku-
leret af myggen og saledes hindre de efterfgigende stadier,

der er ansvarlige for sygdommen, i overfersel af infektionen

til andre.

Dyr og mennesker er tidligere blevet beskyttet ved injektion
af bestralede sporozoiter. Vaccination med bestrélede sporo-
zoiter er 1imidlertid upraktisk pa grund af den begransede
tilfersel og instabilitet af sporozoiter. Anvendelsen af mono-
klone antistoffer fegrte til opdagelsen af det vigtigste over-
fladeprotein p& sporozoiter af Plasmodium berghei, en gnaver-

malaria (N. Yoshida, R. S. Nussenzweig, P. Potocnjak et al.,
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Science 207, 71 (1980)). Dette protein dakker overfladen af
sporozoiten og betegnes som' circumsporozoit (CS)-proteinet.
Injektion af monoklone antistoffer mod CS-proteinet af P.
berghei beskyttede mus fuldstendigt mod angreb af infice-
rede myg (P. Potocnjak, R. S. Nussenzweig, V. Nussenzweig, J.
Exp. Med. 151, 1504 (1980)).'Ana10ge CS-proteiner er blevet
identificeret til arter af abe- og human-malaria, herunder p.
falciparum, den vigtigste malaria hos mennesker (F. Santoro
et. al., J. Biol. Chem. 258, 3341 (1983); E. H. Nardin et al.,
J. Exp. Med. 156, 20 (1982)), selv om strukturen af P. falci-
parum-proteinet ikke kendtes forud for den foreliggende
opfindelse. Genet for CS-proteinet af abe-malarien, P.kleave,
blev klonet farst pa& grund af tilgangeligheden af store antal
af P. kleave sporozoiter i inficerede myg til fremstillingen
af et cDNA;bibliotek J. E1lis (L. S. Ozaki, R. W. Gwadz et al,
Nature 302, 536 (1983); G. N. Godson, J. E11is, P. Svee et
al., Nature 305, 29 (1983)). Dette gen kodede for et protein
med en gentagende aminosyresekvens (12 aminosyrer gentaget 12
gange), som indeholdt den epitop, som binder de beskyttende
monoklone antistoffer. Denne gentagende epitop var det vasent-
ligste immunogen p4& proteinet, da monoklone antistoffer bloke-
rede adgang for polyklone anti-sporozoit-sera til "Triton
X-100" opligseliggjort protein i den immunoradiometriske prove
(F. 2ava1a, A. H. Cochrane, E. H. Nardin et al., J. Exp. Med.
157, 1947 (1983)).

Der er imidlertid fortsat behov for et antigent stof, der er
beslagtet med CS-proteinet af en human-malariaparasit, da an-
tistoffer, der tidligere er blevet fremstillet mod denne gen-
tagende epitop fra abeparasitter, ikke kan reagere med human-

malariaparasitter.

Det er derfor formdlet med opfindelsen at tilvejebringe en
syntetisk peptidsekvens, der er i stand til at fremkalde en
mod malariainfektion beskyttende immunreaktion i mennesker.

Det er et andet formal med opfindeisen at tilvejebringe en
DNA-sekvens, der er i stand til at udtrykke antigent stof med
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saddanne egenskaber.

bisse og andre formdl med opfindelsen er, som det vil fremga
tydeligere af det felgende, blevet opfyldt ved tilvejebrin-
gelse af et immunologisk aktivt, i alt vasentligt rent, synte-
tisk peptid, som i et menneske er i stand til at fremkalde en
immunreaktion enten alene eller nar det er bundet til et bare-
molekyle, og som er krydsreaktiv med og beskyttende mod infek-
tioner med en malariaparasit, hvilket peptid er ejendommeligt
ved, at det indeholder en sekvens med formlen Thr-Glu-Trp-Z-
Pro-Cys-Ser-Val-Thr-Cys-Gly-Asn-Gly, hvori Z er Ser eller Thr,
eller formlen Lys—Pro-S-T-S—Lys-Leu-Lys-G]n—Pro-U-V-G]y-N-Pro,
hvori S er Lys eller Asn, T er His eller Glu, U er Gly eller

Asn, V er Asp eller Glu, og W er Asn eller Gin.

Opfindelsen angadr ogsa et malariamodvirkende immunogent stimu-
lerende middel, der er ejendommeligt ved, at det omfatter et

peptid ifslge opfindelsen bundet til en immunogen barer.

Opfindelsen angadr endvidere anvendelse af et peptid ifelge op-
findelsen til fremstilling af et middel til at fremkalde immu-

nisering mod malaria.

Opfindelsen angéar desuden en i alt vasentligt ren DNA-sekvens,

der koder for peptidet ifeglge opfindelsen.

Desuden ahgér opfindelsen en rekombinant DNA-kloningsbarer,
der er ejendommelig ved, at den omfatter navnte DNA-sekvens.

Endelig angar opfindelsen en E. coli-organisme, der indeholder
den navnte DNA-sekvens, og som er ejendommelig ved, at DNA-se-
kvensen er b]evef kunstigt indfert i organismen, og at orga-
nismen er i stand til at udtrykke et immunologisk aktivt pep-
tid, der er i stand til hos et menneske at fremkalde en immun-
reaktion, som er krydsreaktiv med og beskyttende mod en mala-

riaparasit.
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Nature bind 289 (1981), side 301 -303 beskriver antigener fra
Plasmodium falciparum, der kan pavises af monoklonale anti-
stoffer, som hindrer vakst af Plasmodium falciparum. Artiklen
anviser immunisering af mus med de naturligt forekommende P.
falciparum-antigener udvundet fra en patient med malaria. Che-
mical -Abstracts bind 99 (1983) nr. 51557p beskriver circumspo-
rozoit-proteiner af Plasmodium falciparum. Disse proteiner er
multivalente med hensyn til en enkelt epitop, idet monomerer
af proteinerne kan binde to eller flere molekyler af det sam-
me antistof. Referencen angiver imidlertid tydeligt, at ster-
stedelen af den immunogene aktivitet hos P. falciparum, P. vi-
vax og P. knowlesi ér placeret i CS-proteinet. Begge de navnte
referencer anviser imidlertid alene naturligt forekommende CS-
proteiner som antigener og beskaftiger sig saledes ikke med
syntetiské'proteiner. Det har nu vist sig, at hele CS-protein-
strukturen ikke er nedvendig til opnaelse af antigenisk akti-
vitet, idet der kan fremstilles specifikke sekvenser synte-
tisk, hvilke sekvenser er dem, der er af vigtig betydning til
at fremkalde immunisering mod malaria. Kendskabet til, hvorle-
des disse syntetiske peptider skal vare sammensat er af serlig
nytte, idet sadanne let kan fremstilles ved genteknologi. Det-
te giver mulighed for at fremstille store mangder af det immu-
nogene protein og ger det saledes let af fremstille store
mangder af malariavaccine. Da de navnte referencer ikke anvi-
ser hvilke sekvenser, der er betydningsfulde for immunreakti-
onen, kan man ikke pa samme lette made fremstille malariavac-
cine pa bais af de anvisninger, der fremgar af ovennavnte re-

ferencer fra Nature og Chemical Abstracts.

En nazrmere forstaelse af opfindelsen og mange af de heraf foig-
ende fordele vil let kunne forstas efter gennemgang af den
folgende detaljerede beskrivelse i forbindelse med tegninger-

ne, hvori

fig. 1 viser et skematisk restriktionskort og sekventerings-
strategi for klon AmPfl. Positionerne af restriktionsenzym-

kigvningsstederne, der er vist i figuren, blev bestemt ud fra
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sekvensen og bekrzftet ved digestion: A. AvalIl; Ac. Accl; B.
BstnIl; D. Dral; Dd. Ddel; F. FokI; N. Ndel; R. Rsal; S. Stul;
T. TthIII; Tq. Taql; X. XhoII. Pile viser udgangspunktet, ret-
ningen og omfanget af de bestemte sekvenser. Den CS-protein-

kodende region er vist ved en optrukket linie.

Fig. 2 wviser nucleotidsekvensen af CS-proteingenet fra P.
falciparum. Nucleotidsekvensen af CS-proteingenet i AmPfl er
vist. Det indsatte stykke EcoRl1 i AmPf1 blev subkionet i pucs
og derpd sekventeret. Sekvensen af begge DNA-strenge blev be-
stemt for 100% af den CS-proteinkodende region og over 70% af
de flankerende regioner. De indsatte stykker af kloner AmPf5,
8, 13 og 15 blev ogsd subklonet i pUC8 og enderne sekventeret.
Den forste base af hver klon 5' til den CS-proteinkodende re-
gion er aﬂdragt til1 hejre for pilene. EcoRl-koblerne (GGAATTCC),
der er ligeret i begge ender af de indsatte stykker, er ikke
vist som en del af sekvensen. Den udledte aminosyresekvens af
CS-proteinet er givet nedenfor nucleotidsekvensen. To re-
gioner af proteinet fra P. falciparum-homologe til P. Knowlesi
CS-proteinet er merket region I og region II. Gentagelsesenhe-
derne er understreget, og de afvigende aminosyrer i enhederne
er i kasser. Den gule terminatorkodon i sekvensen er angivet

med stjerner.

Fig. 3 viser i grafisk form data, som viser inhibering af
binding af monoklont anti-CS-proteinantistof, 2F1.1, ved
hjelp af syntetiske peptider af den dominerende gentagende
aminosyresekvens. Syntetiske peptider, der indeholder voksende
lengder af den dominerende gentagelsessekvens, blev fremstil-
let og anvendt til at dinhibere binding af 2F1.1 til et lysat
af AmPf1, der vokser i Y1089. Dataene er angivef som middel-
tallet + SE af tre replikationer. De syntetiske sekvenser, der
blev undersogt, var Asn-Pro-Asn-Ala (——— ),
Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala (0o—___ 0),
Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn~Ala-Asn-Pro-Asn-Ala (A A),
Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala~-Asn-Pro-Asn-Ala

(X———_X), og et ubeslagtet decapeptid (o),



10

15

20

25

30

35

DK 166155 B

Fig. 4 viser formler af homologiregioner mellem CS-proteinerne
P. falciparum og P. knowlesi. Region I ender to aminosyrer
fra gentagelsesdelen af proteinet i P. falciparum. I P. Know-
lesi er mindst 3 aminosyrer af denne region en del af protei-

nets gentagelsesdel.

Den foreliggende opfindelse opstod delvis ud fra opdagelsen af
egenskaberne og strukturen af de immunologisk aktive segmenter
af CS-proteinet fra P. falciparum. Opfinderne har bekraftet,
at monoklone antistoffer, der kan reagere med CS-proteinet af
P. falciparum, er rettet mod gentagelsesenheder, der findes i
proteinet. Nu hvor disse gentagelsesenheder (og andre regioner
af CS-proteinet, som viser sig at vare invariante regioner,
der findes i adskillige plasmodium-arter) er blevet identifi-
ceret, ef' det muligt ved hjalp af enten syntetisk-kemiske
midler eller ad biologisk vej at fremstille peptider, der
indeholder disse immunodominantregioner, som udger grundlaget

for vacciner.

Den foreliggende opfindelse omfatter felgelig et immunologisk
aktivt, i alt vesentligt rent, syntetisk peptid, der er i stand
til i et menneske at fremkalde en immunreaktion enten alene
eller bundet til et bazremolekyle, som er krydsreaktivt med og
beskyttende mod infektion med en malariaparasit, hvorhos pep-
tidet indeholder en sekvens med formlen Thr-Giu-Trp-Z-Pro-Cys-
Ser-Val-Thr-Cys-Gly-Asn-Gly, hvori Z er Ser eller Thr, eller
formlen Lys-Pro-S-T-S-Lys-lLeu-Lys-G1n-Pro-U-V-Gly-W-Pro, hvori
S er Lys eller Asn,‘T er His eller Glu, U er Gly eller Asn, V
er Asp eller Glu, og W er Asn eller Gln. En tilsvarende virk-
ning har et peptid, der indeholider mindst to p& hinanden fol-
gende gentagelser af en sekvens Asn-X-Y-Pro, hvor X er Ala
eller Vval, og Y er Asn eller Asp. Sidstnavnte peptid er be-
skrevet i DK patentanszgning nr. 2891/85. Der er fglgelig
mindst tre variationer af peptider, som har den enskede immu-
nologiske karakter: (1) et peptid, som indeholder gentagelses-
enhederne, men ikke de langere sekvenser; (2) et peptid, som

indeholder et eller begge de to langere sekvenser (heri ofte
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benavnt som region I og region II), og (3) et peptid, der in-
deholder bade gentagelsesenhederne og en af eller begge sek-

venserne, der er identificeret som region I og region II.

Udtrykket "syntetisk" anvendes heri til at betegne, at det
tidligere kendte CS-protein fra P. falciparum er specielt ude-
lukket fra peptider ifelge opfindelsen, nar det foreligger i
raturlig tilstand. Den foreliggende opfindelse bygger delvis
p* opdagelsen af strukturen af epitoperne af CS-proteinet og
p4d den evne, som antistofferne mod disse epitoper har til at
frembringe immunitet mod malaria. Da epitopens struktur blev
kendt, blev det muligt at konstruere syntetiske peptider, der
er nyttige som vacciner. Syntetisk udelukker imidlertid ikke
her produktionen ved hjelp af biologiske metoder, hvori men-

nesker haF”interveneret, f.eks. ved anvendelse af genteknik.

En afgerende egenskab hos alle peptider ifelge opfindelsen er,
at de er immunologisk aktive og i stand til at fremkalde en
human reaktion, som er krydsreaktiv overfor infektion med en
malariaparasit enten alene eller bundet til et baremolekyle.
Det er derfor ngsdvendigt at i det mindste en del af de opre-
gnede sekvenser findes p& en immunogent tilgengelig overflade
af et peptid, der indeholder en eller flere af disse sekven-
ser. Der findes flere metoder til opbygning af et peptid med

disse egenskaber.

For det forste er det muligt kemisk eller biokemisk at synte-
tisere et peptid, hvori peptiderne bestar i alt vasentligt af
de opregnede sekvenser. Sadanne peptider plejer at indeholde
mindst 10% af deres aminosyrer i de opregnede sekvenser, for-
trinsvis mindst 40%, og is®" mindst 60%, og sarligt fordelag-
tigt mindst 80%. Iszr foretrzkkes peptider, som bestar fuld-
standigt af de opregnede sekvenser (sammen med peptider, der
kan betragtes som bestdende af den opregnede gentagelsesse-
kvens, hvori 1 - 3 terminalaminosyrer af peptidet mangler fra

den ene eller begge ender af peptidet).
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Det er ogsad muligt at konstruere peptider, hvori de opregnede
sekvenser af aminosyrer findes pa overfladen af slutpeptidet.
Dette kan ske f.eks. ved at vedhafte en eller flere af de op-
regnede sekvenser til en overflade af et forud fremstillet

peptid ved hj2lp af en peptidbinding.

Selv i det tilfalde, hvor en eller flere af de opregnede sek-
venser er indeholdt i det indre af aminosyresekvensen af et
storre syntetisk peptid eller protein, kan fagfolk pa immuno-
logiomradet let bestemme, om peptidet falder inden for den fo-
religgende opfindelses omfang. Kun de peptider, som kan reage-
re med antistoffer, der er fremkaldt mod CS-proteiner, anta-
ges at falde indenfor den foreliggende opfindelses omfang.
Fagfolk pa omradet kan derfor let syntetisere et peptid som
indeho]de?ien af sekvenserne ifslge den foreliggende opfindel-
se og derpa rutinemassigt bestemme, hvorvidt det ferdige pro-
dukt falder indenfor den foreliggende opfindelses omfang eller
ej ved omsztning af proteinet med et antistof (fortrinsvis et
monoklont antistof) fremkaldt mod et CS-protein, fortrinsvis
et CS-protein af P. falciparum, eller mod et peptid, som be-
star i alt vaesentligt eller fuldstandigt af én af de sekvenser,
som specielt er éngivet i den foreliggende tekst. Hvis der
foregar en positiv immunologisk reaktion, falder proteinet in-
denfor den foreliggende opfindelses omfang. Antistoffer, der
kan reagere med CS-proteinet af P. falciparum, er offentligt
og let tilgzngelige, idet de f.eks. produceres ved hjaip af
deponeret hybridoma-cellelinie ATCC HB8583, som danner anti-

stoffet, der heri er identificeret som 49.2F1.1.

Der er ikke nogen sgvre granse for sterrelsen af molekyler
ifglge opfindelsen, bortset fra de granser, som udgeres af ev-
nen til at syntetisere store peptidmolekyler. Molekyler ifsige
opfindelsen kan vare enten opleselige eller uoplgselige i van-
dige oplasninger. I virkeligheden omfatter en foretrukket ud-
forelsesform for opfindelsen syntesen af hojmolekylare, uop-
1gselige peptider, der kan formales og injiceres som en vandig

suspension for at fremkalde immunologisk beskyttelse. Mindre
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molekyler er ikke desto mindre ogsa velegnede til gennemfer-
else af opfindelsen. Molekyler, der indeholder 100, 200, 400
eller endog 1.000 gentagelsesenheder er velegnede til udsvelse
af den foreliggende opfindelse. Der synes imidlertid ikke at
vare behov for syntetisering af peptider, der indeholder flere
end 50 gentagelsesenheder, da peptider, der dindeholder dindtil
50 gentagelsesenheder, vil vere tilstrakkelig til at fremkalde
den eonskede immunologiske effekt og er lettere at syntetisere.
Molekyler med 20 - 50 gentagelsesenheder foretrakkes isar.
Peptider, som indeholder 1indtil 50 gentagelsesenheder, hvori
gentagelsesenhederne udger mindst 40% og is®@r 80% af hele pep-
tidet, foretrakkes. Af de mulige gentagelsesenheder fortrakkes
isar Asn-Ala-Asn-Pro, medens gentagelsesenheden Asn-Val-Asp-
Pro er den dernast mest foretrukne sekvens. Peptider, hvori
mindst 86% af gentagelsesenhederne er Asn-Ala-Asn-Pro, idet

resten er Asn-Val-Asp-Pro, foretrazkkes isear.

En sarligt foretrukket peptidsekvens til peptider, der indehol-
der gentagelsesenhederne, er et peptid, som bestar i alt va-
sentligt af sekvensen A-B-A-B-A-B(A)15-B-(A)x, hvori A bete-
gner Asn-Ala-Asn-Pro, B betegner Asn-Val-Asp-Pro, og x er
0-30, fortrinsvis 15-25, og sarligt fordelagtigt 20.

Nar et peptid ifelge opfindelsen indeholder en af sekvenserne,
der ikke specielt er angivet som en kravet gentagelsesenhed
(selv om disse sekvenser naturligvis kan gentages om gnsket)
foretrakkes peptider, hvori Z er Ser, S er Lys, T er His, U er
Gly, V er Asp, og W er Asn. Af de to opregnede lzngere sekven-
ser foretrazkkes peptider, der indeholder sekvensen Thr-Glu-
Trp~Z-Pro-Cys-Ser-Val-Thr~Cys-Gly-Asn-Gly (dvs. region II).

N&r der syntetiseres et peptid ifeglge opfindelisen, som inde-
holder bide gentagelsessekvenserne og en eller flere af pep-
tidsekvenserne, der er identificeret som region I eller region
11, indeholder de peptider, som foretrazkkes, fra 2 til 50 af
gentagelsesenhederne efterfulgt af en peptidsekvens, der inde-

holder region II-sekvensen og har forud en peptidsekvens,
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10

der indeholder region I-sekvensen. Et sarligt foretrukket pep-
tid indeholder en sekvens med formlen Lys-Pro-Lys-His-Lys-Lys-
Leu-Lys-GIn-Pro-Gly-Asp-Gly-Asn-Pro-Asp-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-
Asn-Val-Asp-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Val-Asp-Pro-Asn-Ala-Asn-
Pro-Asn-Val-Asp-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-
Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-
Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-
Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-
Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Val-Asp-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-
Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala~-Asn-Pro-Asn-
Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-
Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn~Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-
Pro-Asn-A1a—Asn—Pro?Asn-Ala—Asn-Pro—Asn-A]a-Asn-Pro-Asn-A]a—
Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro-Asn-Lys~Asn-Asn-Gln-
G]y-Asn-Gii-G1n-G]y-His—Asn-Met-Pro-Asn—Asp-Pro-Asn-Arg—Asn-
Val-Asp-Glu-Asn-Ala~Asn-Ala-Asn-Asn-Ala-Val-Lys-Asn-Asn-Asn-
Asn-Glu-Glu-Pro-Ser-Asp-Lys-His-I1e-Glu-Gin-Tyr-Leu-Lys-Lys-
Ile-Lys-Asn-Ser-I1ejSer-Thr-G1u—Trp-Ser—Pro-Cys-Ser-Val-Thr-
Cys-Gly-Asn-Gly.

Den foretrukne fremgangsmade til syntetisering af peptider
ifslge opfindelsen, der indeholder gentagelsesenheder, er dan-
nelsen af en eller flere tetramerer med den gnskede struktur
efterfulgt af polymerisation af tetramererne til dannelse af
slutproduktet. Meget store peptider kan fremstilles pa denne
made. Sadan kemisk syntese foretrazkkes ogs&, nar en lang gen-
tagelsessekvens findes som en del af et storre molekyle. Gen-
tagelsessekvensen og de kortere variablie sekvenser kan synte-
tiseres uafhangigt og derpa sammenfgjes til dannelse af de
onskede slutprodukter. Sadanne teknikker er velkendte for fag-
folk med kendskab til peptidsyntese. I US-patentskrift nr.
4.132.746 beskrives f.eks. syntesen af peptidtetramerer og po-
lymerisationen af tetramererne'til dannelse af storre molekyler.
Den deri beskrevne fremgangsmade kan let tilpasses til den fo-
religgende opfindelse ved valg af de heri beskrevne aminosyrer

i stedet for de i patentskriftet anferte aminosyrer.
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Med fremkomsten af moderne peptidsyntetiseringsmidier (hvoraf
mange er kommercielt tilgazngelige) er det naturligvis i vok-
sende grad blevet lettere at syntetisere enten komplette store

peptidmolekyler eller at syntetisere store fragmenter, som

derpd kan sammenknyttes.

Foer en beskrivelse af de genetiske (biologiske) metoder til
syntetisering af peptider ifglge opfindelsen vil det vare nyt-
tigt at betragte en foretrukket udferelsesform for opfindel-
sen, hvori evnen af peptiderne ifglge opfindelsen til at frem-
kalde immunologisk reaktion forgges ved binding af et eller
flere af peptiderne ifglge opfindelsen til en immunogen barer.
Det resulterende produkt med forgget immunogenicitet betegnes

heri som et antimalaria-immunogent stimuleringsmiddel.

Anvendelsen af immunogene bazrere til at forgge immunogenicite-
ten af smi molekyler er velkendt. Bazrere deles principielt i to
klasser, nemlig opleselige molekyler og partikler. Typiske
eksempler pad opleoselige molekyler er proteiner og polysaccha-
rider. Typiske eksempler p& partikler er 1liposomer og bakte-
rieceller eller dele deraf, sasom membraner. Hele celler
drabes almindeligvis eller deres reproduktion hindres for at

undgad problemer i forbindelse med infektion.

1 alle tilfezide er den faktiske struktur af bareren uden be-
tydning, da det er barerens storrelse, der bevirker forggelse
af den immunogene reaktion. Nar opligselige makromolekyler, sa-
som proteiner og polysaccharider, anvendes som bzrere, fore-
trzkkes molekylvagte i intervallet fra 10.000 til 1.000.000.
Hvis sterrelsen er tilstrazkkelig stor, kan protein- eller
polysaccharidebazreren vare uopleselig og saledes betragtes

som et partikelformet stof.

Fremgangsmaden til vedhaftning af et peptid til bazreren er for-
holdsvis uinteressant, nar blot peptidets immunogene specifi-
citet bevares i det mindste delvis. En foretrukket metode til

opndelse af dette resultat er at hafte et peptid til bazreren
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ved hjalp af en amidbinding, dannet mellem en carboxylsyre el-
ler aminogruppe fra bareren og en amino- eller carboxylsy-
regruppe a peptidet, isar en fri carboxylsyre- eller aminoter-
minalgruppe af peptidet. En anden foretrukket bindingsmetode
er dannelsen af en esterbinding mellem en carboxylsyre- eller
hydroxygruppe fra bareren og en hydroxy- eller carboxylsyre-
gruppe fra peptidet, fortrinsvis en terminalcarboxylsyregruppe
fra peptidet. Bindingsgrupper, f.eks. terminaldiaminer med 1 -
10 methylencarbonatomer, som forbinder aminerne, kan anvendes

om gnsket.

Nar der anvendes en bazrer, Kkan immunreaktionen forgges ved at
binde flere peptider til bzrerens overflade. Der kan f.eks.
bindes fra 1 til 100.000 peptider til et protein eller et po-
1ysacchar%d, idet 100 - 10.000 foretrazkkes. N&r proteiner an-
vendes som barer, foretrakkes amfotere proteiner. Séadanne
proteiner har en lipofil del og en hydrofil del. I sadanne
proteiner foretrzkkes det at binde peptider ifgslige opfindeisen
ti1 den hydrofile del og derved udsaztte dem for det humorale
milje, nar den Tlipofile del bliver indlejret i forskellige

membraner.

Et foretrukket protéin ti1 anvendelse som barer er tetanus-
toxoid, en rutinemassigt anvendt vaccine, som er et stof som
tidliigere er blevet foreslaet til anvendelse som immunogen

barer.

Den foretrukne udferelsesform, som er angivet ovenfor til brug
med makromolekylebarere, egner sig ogsd til brug i forbindelse
med partikelformede bzrere bortset fra, at den gvre granse for
peptider pr. barer er ca. 1015, fortrinsvis 1010, Bakteriecel-
ler (drabte eller pa anden made hindret i at reproducere) er

de foretrukne partikelformede stoffer.

Nar peptider, som neje ligner det naturlige CS-protein fra P.
falciparum, gnskes, foretrazkkes det at syntetisere peptidet

biologisk under anvendelse af et gen, der er forbundet med el-



10

15

20

25

30

35

DK 166155 B

13

ler afledt af CS-proteingenet af P. falciparum. De resulte-
rende genprodukter kan derpd modificeres, f.eks. ved klavning

af terminalaminosyrer,

Fremkomsten af rekombinant DNA-teknologien har i den senere
tid fort til en hurtig foreggelse af antallet af teknikker, som
er tilgengelige til fremstilling af klonede genprodukter. Ek-~
sempler pa nyere amerikanske patentskrifter, hvori der er bes-
krevet metoder, som er velegnede til produktion af klonede ge-
ner, der er velegnede til anvendelse i forbindelse med den fo-
religgende opfindelse omfatter US-patentskrifterne nr.
4.419.450, 4.418.194, 4.414.150, 4.399.216, 4.394.443,
4.356.270, 4.351.901 og 4.237.224., Det er naturligvis ogsa mu-
ligt at modificere de deri beskrevne teknikker ved syntetise-
ring af bNA-sekvenser, som er i stand til at udtrykke det
gnskede peptidprodukt og indfore dem i egnede kloningsvekto-
rer, som beskrevet i US-patentskrifterne nr. 4.273.875,
4.304.863, 4.332;901, 4,403,036, 4.363.877 og 4.349.629. I det
folgende beskrives generelt metoder, der dinvolverer genetisk
manipulation og som er veleghet til anvendelse i forbindelse

med den foreliggende opfindelse.

Genetisk information indkodes p& dobbelt-strenget deoxyribo-
nucleinsyre ("DNA" eller "gener"™) i form af den rzkkefolge,
hvori den DNA-kodende streng praesenterer de karakteristiske
baser i dens genfagende nucleotidkomponenter. "Ekspression"” af
den indkodede information til dannelse af polypeptider omfat-

ter en totrinsproces.

I overensstemmelse med visse kontrolregioners (fregu]oner"),
diktater i genet, kan RNA-polymerase bringes til at bevage sig
langs den kodende streng under dannelse af messenger-RNA (ri-
bonucleinsyre) i en proces, der kaldes "transcription". I et
efterfoglgende translationstrin omdanner cellens ribosonmer
sammen med transfer-RNA mRNA-"meddelelsen” til polypepti-
der. I den information, mRNA transcriberer fra DNA, er signaler

for starten og termineringen af ribosomal translation séavel
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som identiteten og sekvensen af de aminosyrer, som udger poly-
peptidet. Den DNA-kodende streng omfatter lange sekvenser af
nucleotid-tripletter, kaldet “codoner", fordi de Kkarakte-
ristiske baser af nucleotiderne i hver triplet-codon indkoder
specifikke informationsstykker. Tre nucleotider, der lases som
ATG (adenin-thymin-guanin), resulterer f.eks. i et mRNA-
signal, der fortolkes som "start translation” -, medens termi-
neringscodoner TAG, TAA og TGA fortolkes som "stop transla-
tion". Mellem start- og stop-codonerne 1ligger det sakaldte
strukturelle gen, hvis codoner definerer aminosyresekvensen,
der translateres i sidste instans. Denne definition forlgber i
overensstemmelse med den veletablerede "genetiske kode"
(f.eks. J. D. Watson, Molecular Biology of the Gene, W. A.
Benjamin Inc., N.Y., 3. udgave (1976)) som beskriver codonerne
for de fo}ékellige aminosyrer. Den genetiske kode er degenere-
ret i den forstand, at forskellige codoner kan give den samme
aminosyre, men nojagtig ved, at der for hver aminosyre er én
eller flere codoner for denne og ingen anden. F.eks koder alle
codonerne TTT, TTC, TTA og TTG nadr de lases som sadanne,
sadledes for serin og ingen anden aminosyre. Under translation
skal den passende lazsefase eller laseramme opretholdes. Over-
vej f.eks. hvad der sker, nar ribosomet laser forskellige baser

som begyndelsen af en codon (understreget) i sekvensen

. . . GCTGGTTGTAAG...:

...GCT GGT TGT AAG ...---...Ala-Gly-Cys-Lys... G CIG

TT GTA AG ...---...Leu-Val-Leu...

...GC TGG TTG6 TAA A ...---...Trp-Leu-(STOP).

Det til sidst dannede polypeptid afhanger sdledes vitalt af den
rumlige sammenhzng af det strukturelle gen med hensyn til

regulonen.
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En bedre forstaelse af fremgangsmaden til genetisk ekspression
kommer, na&r man definerer visse komponenter af gener:

Operon: Et gen, der omfatter et eller flere strukturelle gener
til polypeptidekspression og kontrolregionen ("regulon"), som

regulerer denne ekspression.

Promotor: Et gen i regulonen, hvortil RNA-polymerase skal bin-

de til transcriptionsinitiering.

Operator: Et gen, hvortil repressorprotein kan binde, hvorved

hindres RNA-polymerasebinding pd den nazrliggende promotor.

Inducer: Et stof, som deaktiverer repressorprotein, friger
operatoren*og lader RNA-polymerase binde til promotoren og be-

gynde transcription.

Katabolit-aktivator-protein ("CAP") bindingssted: Et gen, som
binder c¢yklisk adenosinmonophosphat ("cAMP)-formidlet CAP,
ogsa almindeligt kravet til transcriptionsinitiering. CAP-
bindingsstedet kan i sarlige tilfalde vare unedvendigt. En
promotormutation i lactose-operonen af phagenA plak UV5 elimi-
nerer f.eks. kravet for cAMP- og CAP-ekspression. J. Beckwith
et al., J. Mol. Biol. 69, ISS160 (1972).

Promotor-operator-system: Betyder heri en operabel kontrolre-
gion af et operon, med eller uden hensyn til dets inklusion af

et CAP-bindingssted eller evne til at kode for repressor-pro-

tein-ekspression.

Til definition og anvendelse ved den fglgende diskussion af

rekombinant-DNA defineres desuden fglgende:

Kloningsbarer: Ikke-kromosomal, dobbeltstrenget DNA, der omfat-
ter et intakt "replikon", siledes at bazreren replikeres, nar
den anbringes i en encellet organisme ("mikrobe") ved hja2lip af
en "transfofmations"—proces. En s&ledes transformeret organis-

me kaldes en "transformant"®.
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Plasmid: I det foreliggende tilfelde en kloningsbarer afledt
af vira eller bakterier, idet sidstnavnte er "“bakterielle

plasmider®.

Komplementaritet: En egenskab, der overfores af basesekvenser-
ne af enkeltstrenget DNA, som tillader dannelisen af dobbelt-
strenget DNA gennem hydrogenbinding mellem kompliementare baser
pd de respektive strenge. Adenin (A) komplementerer thymin

(T), medens guanin (G) komplementerer cytosin (C).

Fremskridt pad det biokemiske omrdde i de seneste &r har fort
til konstruktionen af “rekombinant"-kloningsbzrere, hvori
f.eks. plasmider laves til et bestemt eksogent DNA. I sarlige
tilfelde kan rekombfnanten omfatte "heterologt™ DNA, hvormed
menes DNA, som koder for polypeptider, som ikke normait dannes
af den organisme, som er modtagelig for transformation af den re-
kombinante barer. Plasmider klgves saledes til dannelse af
linear DNA med ender, der kan ligeres. Disse bindes til et ek-
sogent gen med ligerbare ender til dannelse af en biologisk
funktionel del med et intakt replikon og en gnsket phenotypee-
genskab. Rekombinantdelen indszttes i en mikroorganisme ved
transformation, og transformanter isoleres og klones med hen-
blik p& opnaelse af store populationer, der er i stand til at
udtrykke den nye genetiske information. Metoder og midler til
dannelse af rekombinantkloningsbarere og transformering af or-
ganismer herﬁed er beskrevet 1indgaende i litteraturen. Se
f.eks. H.L. Heynecker et al., Nature 263, T748-752 (1976); Co-
hen et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69, 2110 (1972); ibid.,
70, 1293 (1973), ibid, 70, 3240 (1973), ibid, 71, 1030 (1974);
Morrow et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 71, 1743 (1974) og
Jackson et al., ibid, 69, 2904 (1972). En almen diskussion af
emnet findes i S. Cohen, Scientific American 233,24 (1975).
Disse og andre publikationer som omtales heri skal anses for

inkorporeret i den foreliggende tekst ved henvisningen dertil.

Der er en rakke teknikker til raddighed for DNA-rekombination,
ved hjelp af hvilke tilstedende ender af sarskilte DNA-frag-
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menter skraddersys p& den ene madde eller den anden for at let-
te ligering. Sidstnavnte udtryk refererer til dannelsen af
phosphodiesterbindinger mellem tilstedende nucleotider, oftes
ved hjelp af enzymet T4 DNA-ligase. Stumpe ender Kkan siledes
ligeres direkte. Fragmenter, som indeholder komplementare en-
keltstrenge ved deres tilstedende ender, fremmes alternativt
ved hydrogenbinding, der bringer de respektive ender i stil-
ling til efterfoligende 1ligering. Sadanne enkeltstrenge, der
betegnes som cohasive termini, kan dannes ved addition af nuc-
leotider til stumpe ender under anvendelse af terminal trans-
ferase og under tiden simpelt hen ved at tilbagetygge en
streng af en stump ende med et enzym, sdsom A-exonuclease.
Igen kan man, mest almindeligt, gribe til restriktionsendonuc-
leaser, som kilgver phosphodiesterbindinger i og omkring un-
nikke sekvenser af nucleotider med en lengde pd ca. 4 - 6 ba-
separ. Mange restriktionsendonucleaser og deres genkendelses-
steder kendes, idetrden sadkaldte Eco RI-endonuclease anvendes
i sterst omfang. Restriktionsendonucleaser, som klgver dob-
beltstrenget DNA ved rotationssymmetriske "palindromer" efte-
rlader cohasive termini. Et plasmid eller anden kloningsbarer
kan saledes kleves og efteriader termini, der hver omfatter
halvdelen af restriktionsendonucleasegenkendelsesstedet. Et
ktevningsprodukt af eksogent DNA vil have ender, der er kom-
plementare med enderne af plasmidtermini. Som beskrevet neden-
for kan alternativt termini i def syntetiske DNA, der omfatter
cohasive termini, baseret pd indfsjelse af eksogent DNA, blive
digesteret med alkalisk phosphatase under tilvejebringelse af
molekylar selektion til lukninger, der inkorporerer det ekso-
gene fragment. Inkorporering af et fragment med passende orie-
ntering i forhold til andre trzk ved bzreren kan forgges, nar
fragmentet erstatterAbarer~DNA, udskaret af to forskellige re-
striktionsendonucleaser og selv omfatter termini henholdsvis
udger halvdelen af genkendelsessekvensen af de forskellige en-

donucleaser.

En fremgangsmdde til dannelse af hele CS~proteinet er beskre-

vet 1 den folgende almene metode. Denne metode byg-
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ger pa anvendelsen af havebgnnenuclease under regulerede for-
mamidkoncentrationsbetingelser og temperaturbetingelser til
fortrinsvis klevning af 5'- og 3'-enden af gener. DNA-frag-
menter, der er opndet pd denne made, kan klones i forskellige
ekspressionsvektorer, sasom vektoren Agtll. Kloner, der er
dannet f.eks. ved transformation med en kloningsbarer, screenes
for ekspression med antistof mod CS-proteinet. Den foreliggen-
de opfindelse omfatter fglgelig en i alt vesentligt ren DNA-
sekvens, der koder for et peptid, som tidligere er blevet bes-
krevet. S&danne DNA-sekvenser kan let syntetiseres under an-
vendelse af et automatiseret udstyr som nu er pa markede. Den
aktuelle DNA-sekvens kan let beregnes ud fra de tidliigere giv-
ne aminosyresekvenser. Sazrligt foretrukne DNA-sekvenser omfat-
ter fragmenter, der er afledt af den DNA-sekvens, der er an-
givet 1 ffg. 2. De DNA-sekvenser, som 1 overensstemmelse med
sammenh®ngen, der er vist i fig. 2, svarer til aminosyresek-
venserne, som tidligere er blevet beskrevet heri som fore-

trukne, foretrazkkes isar.

En rekombinant kloningsbarer, som indeholder en af disse DNA-
sekvenser, falder ogsd inden for den foreliggende opfindelses
omfang. Denne kloningsbzrer kan vare et mikrobielt plasmid el-
ler gzrplasmid eller en bakteriophag. En sarligt foretrukket
klonings-barer er Agtil. En &ncellet organisme, der indeholder
en DNA-sekvens, som beskrevet ovenfor, der er i stand til at
udtrykke et immunologisk aktivt peptid, der er i stand til i
et menneske at fremkalde en immunreaktion, som krydsreageres
med og er beskyttende mod en malariaparasit, falder fgligelig
indenfor den foreliggende opfindelises omfang, n&r DNA-sekven
sen er blevet kunstigt indfert i den encellede organisme. E.

coli er den foretrukne vart.

Opfindelsen eksemplificeres ved hjzlp af adskillige deponerin-
ger, som er sket ved the American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland. Mikroorganismerne, der er identificeret
som A- mPf1, 3, 5, é, 11 og 13 er henholdsvis identificeret
ved hjalp af felgende ATCC-deponeringsnumre 39738, 39739,
39740, 39741, 39742, 39743 og 39744.
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Selv om genetisk materiale til brug ved udgvelse af opfindel-
sen kan fremstilles syntetisk som beskrevet ovenfor, er det
ogsad muligt at opna egnet genetisk materiale direkte fra P.
falciparum protozoer under anvendelse af kendte teknikker.
Blandt de offentligt tilgengelige P. falciparum protozoer er
der én, der er identificeret som 7G8, som er deponeret ved the
American Type Culture Collection under deponeringsmummer ATCC

40123.

Med opfindelsen muliggeres en fremgangsmade til fremkaldelse
af immunisering mod malaria, ved hvilken fremgangsmade en im-
munologisk effektiv mangde af et peptid ifolge opfindelsen gi-
ves til et menneske. Den passende, terapeutisk effektive dosis
kan let bestemmes af fagfolk pad omradet og vil sadvanligvis
ligge 1 ihferva11et fra ca. 0,01 pg/kg til ca. 100 pg/kg le-
gemsvagt. Dosen er sarligt fordelagtigt i intervallet fra ca.
0,1 til ca. 1,0 pg/kg.

Madden til indgift af peptider ifolge opfindelsen kan vare en
hvilken som helst egnet vej, som leverer peptidet til det immu-
nologiske system. Peptidet kan indgives intramuskulazrt, inter-
vengst, eller ved hjzlp af en hvilken som helst anden metode,
som ger det muligt at den aktive bestanddel nar lymfocytter og

fremkalder en immunreaktion.

Peptider ifelge opfindelsen kan formuleres til farmaceutiske
midlier, der indeholder den aktive bestanddel i en form, som er
velegnet til fremkaldelse af en immunreaktion. Vandige suspen-
sioner eller oplesninger, der indeholder det aktive stof i en
form, som er klar til injektion, foretrazkkes. Hjalpestoffer

kan anvendes til at foregge immunreaktionen om gnsket.

Det foretrakkes, at peptiderne ifslge opfindelsen, nar de ind-
gar 1 farmaceutiske praparater, foreligger i enhedsdosisfor-
mer. Til anvendelse til mennesker kan disse mangder let bereg-
nes ud fra de dosism®ngder, som tidligere er angivet, ved

forudsatning af en legemsvagt p& 70 kg. En foretrukket enheds-
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dosis, der indeholder det farmaceutiske praparat, vil derfor
indeholde fra ca. 7 til ca. 70 pg aktiv bestanddel. Det ma
imidlertid forstds, at den specifikke dosismengde til en be-
stemt patient vil afhange af en rakke faktorer, herunder akti-
viteten af den specifikke forbindelse, der anvendes, alderen,
den almene helbredelsestilstand, kennet og patientens kost,
indgif¥stidspunktet, indgiftsvejen, wudskillelseshastigheden,
mulige synergistiske virkninger med andre lazgemidler, der ind-
gives, og den tilstrabte beskyttelsesgrad. '

I den foreliggende tekst anvendes standardnomenklatur og bio-
kemiforkortelser for peptid- og DNA-sekvenser. Et eksempel pa
en publikation, som indeholder den anvendte standardnomenkla-
tur vedrorende peptid- og DNA-sekvenser, er Lehninger, Bioche-
mistry, w&bth publishers, New York (1970), kapitlerne 4 og 5
(peptider) og 12 (DNA). '

Opfindelsen, som nu er beskrevet generelt, vil kunne forstas

bedre ved henvisning til visse specifikke eksempler, som ude-

lukkende er medtaget til belysning af opfindelsen.

Eksempe]l.

Kloner fra det genome DNA-ekspressionsbibliotek.

P. falciparum genom-DNA-biblioteket 1 ekspressionsvektoren
Agtll (R.A. Young og R.W. Davis, Proc. Natl. Acad, Sci. USA
80, 1194 (1983)) blev fremstillet p& foslgende made. Ekspres-
sionsbiblioteket blev 1lavet ud fra DNA fra den offentligt
tilg=ngelige 7G8-klon af IMTM22-isolatet af P. falciparum fra

Brasilien.

To 10 pg preover af genomt DNA fra Plasmodium falciparum klon
768 blev digesteret med 20 enheder havebgnnenuclease (P-L Bio-
chemicals) i 30 minutter ved 50°C i 100 pl puffer (0,2M NaCl,
1 mM ZnS04, 30 mM natriumacetat, pH 4,6) indeholdende enten 35
eller 40% formamid. Oplgsningen blev derpad fortyndet 4 gange
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med 0,01M EDTA, ekstraheret med phenol og ethanol udfaldet
for efterfslgende behandling. DNA fra reaktionerne blev kombi-
neret og anvendt som kilde for fragmenter til 1ligering i
Agtll. DNA blev behandlet med Klenow-fragment (BRL) under be-
skrevne reaktionsbetingelser (T. Maniatis, E.F. Fritsch og J.
Sambrook, Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, N.Y., 1982, side 394) og EcoRl-koblere
(BRL) blev stump-endeligeret til de behandlede fragmenter. DNA
blev digesteret to gange med et overskud af EcoRl og blev se-
pareret fra fire koblere efter hver digestion pa en 1,5 cm x 20
cm “Sepharose 4B"-kolonne. Agtll blev selv-ligeret og digeste-
ret med EcoRl. 230 ng af P. falciparum DNA-fragmenterne blev
ligeret til 500 ng af det fremstillede Agtl1-DNA natten over
ved 4°C med T4 DNA-ligase (IBI) under de af leveranderen anbe-
falede bef%nge]ser. Halvdelen af ligeringsreaktionsprodukterne
blev emballeret i 1infektigs phag in vitro (Promega Biotec).
400.000 emballeringstilfelde blev malt ved paviselig afbrydel-
se af B-alactosidasegenet af Agtll pd RY1090, der gror pa LB-
agar, der er suppleret med Xgal og IPTG.

Bibliotektet blev udpladet ved en densitet pa 25.000 plak pr.
150 mm plade pa 27 plader. Nitrocelluloseplak-1ifts blev frem-
stillet som beskrevet tidligere (R.A. Young og R.W. Davis
Science 222, T78, 1983). En samling af 5 monoklone antistof-
fer, der er rettet mod P. falciparum 7G8 CS-protein (tabel 1),
blev anvendt ved en fortynding p& 1/10.000 til screening.
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Tabel 1. Reaktion af monoklone anti-CS-protein-antistoffer
med lysater af bakterier, der udtrykker klonet CS-
proteingen.

Anticen . Monoklonal antistof

2E6.4 2F 1.1 4D 9.1 4D 1ll.6 5G 5.3

xPEL (2.3 kg)F 1,2+ 1,3‘ 1,7 1,5 1,9
MPE3 (2.3 kg) 1,3 1,1 1,9 1,4 1,8
MPES (1.3 ko) 1,1 0,9 1,5 1,2 1,4
WPE8 (1.3 ko) 1,2 0,9 1,6 1,2 1,4
XPE1L (2.3 Xo) 1,1 0,9 1,6 1,3 1,4
MP£13 (1.3 ko) 0,6 0,5 0,5 0,7 0,6
XPELS (1.35 Xo) 1,1 1,1 >2,0 1,7 >2,0
)gtll, IPTG induceret 0,5 0,5 0,4 0,6 0,4
)gtll, ikke induceret 0,5 0,4 0,4 0,6 0,4
Y1089 0,4 0,5 0,3 0,6 0,3

+ AmPf, P. falciparum CS-proteingener i Agtll. Storrelsen .af
det indsatte stykke P. falciparum DNA i Agtll er i parenteser.
Alle bakterier blev induceret med IPTG.

++ Dataene er udtrykt som middel-absorbans ved 414 nm for tre
uafhangige bestemmelser af ELISA.

Bakterier, der er angivet i tabel 1, blev identificeret- ved
hjelp af den foslgende screeningsmetode. En bilanding af asci-
tesvasker fra fem hybridomaer blev fortyndet 1/10.000 i 0,15 m
NaCl, 0,05M Tris, pH 7,5 (TBS), der indeholder 0,05% Tween 20
og 3% BSA, og blev absorberet flere gange med et koncentreret
lysat af Agtil-inficerede RY1080-celler, luftterret pa nitro-
cellulose-filtre til fjernelse af antistoffer til E. coli og
lambda. Nitrocelluloseplak-1ifts fra P. falciparum-biblioteket

blev vasket i 500 ml1 TBS indeholdende 0,3% Tween 20, 3% bovin

serumalbumin, 5 mM MgClz og 5 pu/m1 DNAse I ved stuetemperatur
i 30 minutter. Nitrocelluloseplak-1ifts blev inkuberet med den
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absorberede blanding af monoklone antistoffer natten over ved
4°C. Alle yderligere manipulationer skete ved stuetemperatur.
Efter dette og hvert af de efterfglgende to trin blev plak-
liftene vasket successivt i TBS + 0,05% Tween-20, i TBS + 1%
Tritron X-100 og 1n TBS + 0,5% Tween i 30 minutter i hver
oplesning. Signalet for de monoklone museantistoffer blev
forstarket ved inkubering af filtrene i 1 time i kanin-anti-
muse-IgG (Cappel), som var blevet fortyndet 500 gange i TBS,
der indeholder 0,05% Tween og 3% BSA, og forud absorberet som
beskrevet ovenfori forbindelse med ascitesvasken. Antistof-
fer, der er bundet til plak-liftene, blev pavist ved inkube-
ring af indtil 5 filtre i 30 m1 TBS, der indeholder 0,05%
Tween-20 og 1 pCi af 1251-market protein A (Ameraham), efter-

fulgt af vask og autoradiografi.

35 positive kloner blev opnaet ved den forste screening efter
48 timers autoradiografi. 17 blev screenet igen ved en densi-
tet pa 100-800 plak pr. 85 mm plade. 11 af klonerne gav posi-
tive plak i den anden screening. Disse blev klonet uden immu-
noscreening fra 85 mm plader, der indeholdt ferre end 50 plak.
10 af de 11 kloner var immunoreaktive, da de blev screenet.

Indsatte stykker i de ti Kloner faldt inden for de folgende
storrelsesklasser: 3 (AmPfi1, 3,11) var 2,3 kb, 3 (AmPfS5, 8,13)
var 2,3 kb, AmPf15 var 1,35 kb, AmPf6 var 1,0 kb og AmPf9 var
0,5 kb. Klon AmPf18 indeholdt to indsatte stykker og blev ikke
studeret nzrmere. De indsatte stykker af kloner amPf1, 3, 5,
8, 11, 13 og 15 kryds-hybridiserede. AmPf6 og 9 kryds-hybri-
diserede ikke, hvilket tyder p& at de to mindre indsatte styk-
ker, selv om de er va]gt‘fra blandingen af 5 monoklone anti-

stoffer, kom fra en del af genomet uden for 2,3 kb-fragmentet.

Klon AmPf5 blev nick-translateret og anvendt som sonde til at
undersgge en Southern-plet (E.M. Southern, J. Mol. Biol. 98,
503 (1975)) af HindIII-digestioner af humant og P. falciparum
genomt DNA. Et enkelt hybridiseringsband fandtes ved 14 kb 1
p. falciparum-banen (data ikke vist). Sonden hybridiserede ik-

ke til humant DNA.
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Ekspression af CS-proteinet i E. coli.

Klonerne i Agtll blev indfort som 1lysogener i E. coli-stamme
Y1089. Til dannelse af 1lysogener blev 10 ul bakteriophag
(1010/m1) blandet med 100 pl E. coli Y1089 (108/m1) dyrket, i
medier, der indeholder 50 pg/ml ampicillin og 0,2% maltose,
pelleteret og suspenderet igen i 10 mM MgSO4. Efter 20 minut-
ter ved stuetemperatur blev cellerne fortyndet og fordelt pa
plader, der indeholdt 50 pg/ml ampicillin og dyrket ved 32°C.
Individuelle kolonier blev undersggt for 1lysogeni ved deres
evne til at vokse ved 42°C. Lysogener blev dyrket i medier,
der indeholdt 50 pg/ml1 ampicillin ved 32°C, indtil absorbansen
ved 550 nm var 0,4-0,8. Kulturerne blev derpa rystet forsig-
tigt ved 44°C i 20 minutter. IPTG blev derpd tilsat til en
slutkoncentration pa 2 mM, og kulturen blev rystet i yderligere
1 time ved 37°C. Phagen blev indfert ved 44°C, og isopropyl-
thiogalactosid (IPTG) blev derpd sat til medierne for at for-
sde ekspressionen af g-galactosidase og eventuellet fusions-
proteiner. Lysater af de inducerede bakterier blev analyserét
for reaktivitet over for hvert af de 5 monoklone antistoffer
ved hjalp af den enzymbundne immunosorbentpreve (ELISA). Cel-
ler fra 50 kulturer, som blev dyrket og induceret som beskrevet
ovenfor, blev suspenderet dgen i 1,0 ml 150 mM NaCl, 50 mM
Tris-HC1, pH 8,0, 0,2 mM pheny1methylsu1fony1f1uorid pr. 0,6
absorbans ved 550 nm. Suspensioner blev hurtigt frosset i ét
teris/ethanol-bad og teet 2 gange fgr fortynding med PBS. Ly-
sater af kloner blev fortyndet 1/100 med phosphatpufret salt-
vand (PBS, 10 mM natriumphosphat, 150 mM NaCl). 50 pl preover
blev pipetteret i brende i en polyvinylchloridmikrotitre-
ringsplade (Dynatech Laboratories, Inc., Alexandria, VA) og
holdt ved stuetemperatur. Ca. 18 timer senere blev brgndene
vasket 4 gange med 0,1% (vegt/volumen) bovin serumalbumin 1
PBS (PBS-BSA). Brgndene blev derpd flydt med 1% PBS-BSA og
hoidt i 1 time ved stuetemperatur. 50 pul ascitesvaske fra &n
af fem sarskilte monoklone antistoffer blev fortyndet 1/500
med PBS, sat til den passende brend og holdt i 1 time ved
stuetemperatur. Ascitesvasker fra disse fenm monoklone anti-
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stoffer var positive i immunofluorescent antistof (IFA) og
circumsporozoitudfeldnings-(CSP) reaktioner for P. falciparum
sporozoiter. Brende blev igen vasket som ovenfor, og 50 pl
peroxidase-konjugeret gedeanti-muse-antistof (Kirkegard & Per-
ry Laboratories, Inc., Gaithersburg, MD) fortyndet 1/200 med
PBS, blev sat til hver brend og holdt ved stuetemperatur il
time. Bronde blev vasket med PBS-BSA, og 150 pl substrat blev
sat til hverbrend. Substratet bestod af 1 mg 2,2'~-azino~-di- (3~
ethylbenzthiazolinsulfonsyre) pr. ml af 0,1M citrat-phosphat-
puffer, pH 4,0, med 0,003% hydrogenperoxid, tilsat umiddelbart
for brug. Absorbans ved 414 nm blev bestemt ved 1 time med en
“"Titertek Multiskan"-pladelaser (Flow Laboratories, Inc., Mc-
Lean, VA). Seks kloner bandt alle fem monoklone antistoffer
(tabel 1). Absorbansvardierne for klon AmPf13 var ikke signi-
fikant over kontrollerne. Klon AmPf9 bandt kun &t af de fem
monoklone antistoffer, 4D11.6 (data ikke vist). Da kilon AmPfS
ikke hybridiserede med AmPfl, som indeholder genet for CS-
proteinet (se nedenfor), har dette monoklone antistof identi-
ficeret et gen, som ikke er beslagtet med genet for CS-prote-
inet. Proteinet, der er udtrykt ved AmPf9, har en epitop, der
krydsreagerer med dette ene monoklone antistof. Hope et al.
identificerede et monoklont antistof til et asexuelt, erythro-
cytisk antigen af P. falciparum som kryds-reagerede med et
antigen pa overfladen af P. falciparum sporozoiter. I.A. Hope,
R. Hall, D.Z. Simmons, et al., Nature, 308, 191 (1984). Hvor-
vidt AmPf9 indeholder et gen, der koder for proteinet, der er
beskrevet af Hope et al, eller et andet kryds-reaktivt prote-

in, mangler endnu at blive bestemt.

Lysaterne, der blev anvendt til ELISA, blev ogsd underkastet
elektroforese pa SDS-polyacrylamidgel SDS-PAGE) og elek-
troblottet pa nitrocellulose. Pelleterede celler fra 1 ml af
hver 1lysogen kultur (se note 14) blev oplgst i 200 ul SDS
gel-prevepuffer (3% SDS, 10% glycerol, 10 mM dithiothrei tol,
62 mM tris-HC1, pH 6,8) og opvarmet til 95°C i 5 minutter.
Plasmodium fa1ciparﬁm sporozoiter blev isoleret fra spytkirt-

lerne af An. freeborni myg og Kkonserveret som pellets ved
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.80°C i PBS, der indeholdt 0,2% ovalbumin. Til antigenekstrak-
tion blev 450 pnl1 frisk fremstillet ekstraktionspuffer (0,5%
NP40, 2 mM PMSF, 33 pg/ml leupeptin, 33 pug/ml1 antipain og 2
mg/ml bovin serumalbumin i PBS) sat til en pellet af 4,5 x 105
sporozoiter. Stoffet blev inkuberet ved stuetemperatur i 1 ti-
me med kraftig omhvirvling i 15-30 sekunder hvert 10 minut.
De ekstraherede sporozoiter blev pelleteret ved centrifugering
ved 13.000 g i 2 minutter. Supernatanten blev anbragt i SDS-

prevepuffer til elektroforese.

Western plet-analyse blev gennemfert under anvendelse af en
modifikation af metoden ifslge Towbin et al., (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 79, 4350, (1878)). Proteiner blev separeret
ved SDS-polyacrylamidgeleliektroforese (SDS-PAGE) 1 overens-
stemmelse med metoden ifolge Laemmli (Nature, 277, 680, (1870))
under anvendelse af en 4,5% stabelgel og en 8-12% gradientgel.
Gelerne blev vasket to gange med 200 ml Towbin's puffer i 30
minutter pr. vask. Proteinerne, der blev adskilt pi SDS-PAGE,
blev som pletter afsat pad et 0,22 pm nitrocellulosefilter ved
en feltstyrke pd 8 volt pr cm i 14-16 timer ved 4°C. Uomsatte
bindingssteder pa nitrocellulosen blev blokeret ved behandling
af filteret med 5% BSA i PBS, der indeholder 0,05% Tween 20.
Pletten blev derpa vasket 4 gange med 100 m1 PBS, der indehol-
der 0,05% Tween, 20 minutter pr. vask. Filteret blev omsat med
en blanding af S'monoklone antistoffer (2E6,4, 2F1,1, 4D9,1,
4D11,6 og 5G5,3) 1 90 minutter. Blandingen af monoklone anti-
stoffer blev fremstillet ved at fortynde ascitesvasker for
hvert antistof 1:100.000 med PBS, der indeholder 0,05% Tween
20 og 20% fotal kalveserum (fortynding af samlet mangde
ascitesvaske, 1:20.000). Pletterne blev vasket 4 gange som for
og derpi behandlet med 125I-mazrket féareantiserum, fremstillet
mod helt museantistof. Antiserummet, der var behandlet med ra-
dioaktivt jod, blev fortyndet til 2 x 105 CPM/m1 med PBS, der
indeholder 0,05% Tween 20 og 20% fotal kalveserum. Filtrene
blev derpd vasket 4 gange som for og terret. Autoradiografi
blev gennemfert under anvendelse af Kodak XAR-2 film ved
~-80°C.
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Proteinerne pa nitrocellulosepapiret blev identificeret ved
hjaip af monoklone anti-sporozoit-antistoffer. De monoklone
anti-sporozoit-antistoffer mod proteinpletterne af AmPfl,
3, 5, 8, 11 og 13, bandt til to dubletter af M. 60.000/57.000
og 53.000/51.000 (ikke vist) selv om intensiteten for AmPf13
blev reduceret kraftigt. Der optradte ingen binding til Agtll-
vektoren uden et indsat stykke. Monoklone antistoffer, bandt
til proteiner fra sporozoiter ved M 60.000, 53.000 og 51.000.
Alle sporozoitgenerne for CS-proteinet i Agtll dannede saledes
et protein af lignende mobilitet som det ubehandlede CS-prote-
in, der blev syntetiseret ved hj®zlp af sporozoiten selv (Mp

60.000).

Ved +induktion med IPTG blev der konstateret en udpraget for-
ggelse i ekspression af p-galactosidase M p& 116.000 for
Agt1l, og et fusionsprotein ved MI 131.000 med B-galactosidase
blev konstateret for AmPf9 (data ikke vist). Klonerne med CS-
proteingenet gav kun svage B-galactosidaseband ved indfering.
Der sas ingen fusionsproteiner (data ikke vist). Desuden bandt
anti-g-galactosidase ikke til M, 60.000 CA-proteinet, hvilket
antyder, at dette protein ikke indeholder B-galactosidasefrag-

menter {(data ikke vist).

Agtll-vektoren er konstrueret til at udtrykke indsatte stykker
som p-galactosidasefusionsproteiner ved induktion med IPTG.
Det var s3ledes uventet, at ihgen af klonerne, der udtrykker
CS-proteinet, viste sig at vare fusionsproteiner. Dette er
forklaret for AmPfl, 5, 8 og 15 pa& grund af, at de indsatte
stykker er sadledes orienterede, at deres transcriptionsretning
er modsat ﬁ-galacfosidases. Restriktionskortlagning af phag-
DNA'et under anvendelse af Stul, KpnI og Stul + Kpnl viser at
det asymmetriske Stul-sted i det dindsatte stykke (fig. 1) 1
hvert tilfalde er anbragt ~1,1 kb fra KpnI-stedet i Agtll ved
18,58 kb fra den venstre ende. Det vides ikke, hvorvidt P.
falciparum DNA 5' til den kodende sekvens i kloner AmPfl og
15 indeholder sekvenser, der kan anvendes som promotorer af E.

coli RNA-polymerasen, men der eksisterer ingen indlysende
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bindingssteder for bakterielle ribosomer (fig. 2). Kloner
AmPf5 og 8 begynder kun 11 bp'far dgenet. Det er saledes sand-
synligt, at ekspression af CS-proteinet i disse kloner er fra
en sen lambdapromotor. Et lignende fznomen blev observeret i
Agtll-systemet med et indsat stykke ger-DNA. T. Goro og J.C.
Wang, Cell, 36, 1073 (1984).

Restriktionskortlagning viser, at det indsatte stykke i AmPf13
er orienteret korrekt med B~galactosidasegenet. Det er imid-
lertid 1 base ud af ramme til dannelse af et fusionsprotein
med B-galactosidase (fig. 2). De lave mangder CS-protein, der
dannes ved hja1p af denne klon, hvilket pavises ved Western-
pletning, og dets manglende evne til at give signifikante data
i ELISA (tabel 1) kan forstas, nar henses til denne konstruk-
tion. Skrasnittet (eng.: bias) blandt klonerne for enten om-
vendt orientering eller indsatte stykker uden for rammen anty-
der, at der er selektion mod de forventede fusionsproteiner
(f.eks. AmPf5 og 8 i den korrekte orientering), maske pa grund
af en toksisk virkning af CS-proteinet pa E. coli.

Struktur af P. falciparumgenet for circumsporozoitproteinet.

Nucleotidsekvensen af 2,3 kb DNA-fragmentet, der er klonet i
BmPfl, som indeholder genet, der koder for CS-proteinet af P.
falciparum, er angivet i fig. 2. Den paviste aminosyresekvens
for proteinet er vist nedenfor nucleotidsekvensen. Et restrik-
tionskort over AmPfl-klonen og sekventeringsstrategien er bes-
krevet i fig. 1. Denne sekvens indeholder en stor dben laseram-
me, som begynder med en ATG-initeringscodon i stilling 78 og
slutter med en TAG-codon i stilling 1316. Multiple terminator-
codoner blev set i de andre 5 Taserammer. Den &abne Teseramme,
der er vist i fig. 1, kan kode for et polypeptid af 412 amino-
syrer med en omtrentlig molekylmasse p& 44.000 daltons. Som
observeret for CS-proteinet af P. knowlesi afviger molekyl-
vagten for CS-proteinet af P.falciparum ved SDS-PAGE ( 60.000)
fra den beregnede molekylvagt (44.000).
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Et vigtigt strukturelt trak ved dette protein er narvarelsen
af 41 tandem-gentagelser af tetrapeptider. Den primare genta-
gelsesenhed er Asn-Ala-Asn-Pro, som optrader 37 gange. En an-
den form er Asn-Val-Asp-Pro, som optrader ved enhederne 2, 4,
6 og 22. Andringen fra Ala-Asn til Val-Asp skyldes punktmuta-
tioner, hvor C er erstattet med T i den anden stilling af ala-
nincodonen, og hvor A er erstattet med G i den forste stilling

af aspargincodonen.

Nucleinsyresekvensen, der koder for gentagelserne, er ikke sa
velkonserverede som aminosyresekvensen. Den gentagne region,
som har 41 enheder, er sammensat af 11 forskellige nucleotid-
sekvenskombinationer. 18 af enhederne er én type (AATGCAAACCCA).
7 af gentagelserne afviger Kkun fra denne sekvens i én stil-
ling, 12 afviger i to stillinger, to afviger i tre stillinger,
1 afviger i fire stillinger, og 1 afviger i fem stillinger.
£ndringen i sekvensen kan stabilisere gentagelsen i det genome
DNA fra at blive elimineret eller ommgbleret igen ved rekombi-

nation.

Ved proteinets aminoterminalende udger en strazkning pa 16 ami-
nosyrer en mulig signalsekvens (fig. 2). Mellem denne signal-
sekvens og den gentagende region optrader en kraftigt ladet
region, som er karakteriseret ved narvarelsen af bade basiske
og sure aminosyrer. 27 af 53 aminosyrer fra aminosyre 66 til

aminosyre 118 er siledes ladede aminosyrer.

Efter gentagelsesregionen indeholder to andre segmenter af
proteinet en stor mangde ladede aminosyrer. Disse regioner
findes mellem aminosyre 324 og 339 og mellenm aminosyre 360
og 388. De indeholder henholdsvis 50% og 48% ladede aminosyrer.
ved carboxylterminalenden har proteinet en sekvens pa 21 hy-
drofobe aminosyrer, som reprasenterer en ankersekvens for et

integralt membranprotein.
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Immunoreaktivitet af syntetiske peptider med antistoffer til

gentagelsessekvensen.

For afgerende at bevise at den beslzgtede nucleotidenhed af P.
falciparum sporozoitgenet var korrekt, blev der syntetiseret
peptider. Peptiderne blev fremstillet ved hjalp af peptidsyn-
tese-fastfasemetoden (R.B. Merrifield og A. Marglin (1970))
Annu. Rey. Biochem., 38, 841-866) under anvendelse af et Beck-
man 990 peptidsyntetiseringsapparat. De syntetiske peptider
blev klgvet fra den faste bzrer med flydende HF (J.P. Tanm,
W.F. Heath og R. B. Merrifield, J. Am.Chem.Soc., 105, 6442
(1983)). De klpvede peptider blev afsaltet ved gelfiltrering
pd Bio Gel P-2 eller P-4. De isolerede peptiders renhed blev
godtgjort ved omvendt fase HPLC, aminosyreanalyse og for 15

restpeptidet, aminosyresekvensanalyse.

Disse peptider blev s& anvendt i en modificeret version af
ELISA-proven, der er beskrevet ovenfor, til bestemmelse af,
hvorvidt de ville inhibere binding af det monoklone antistof
2F1,1 til AmPfl. Syntesepeptiderne blev afprovet pa fglgende
made. 50 pl prever af AmPfl-lysatet (14) fortyndet 1/100 med
0,01M phosphat i 0,15M NaCl, pH 7,4 (PBS), blev pipetteret i
brende i en polyvinylchloridmikrotitreringsplade (Dynatech La-
boratories, Inc., Alexandria, VA) og holdt natten over ved
stuetemperatur. . Ca. 18 timer senere blev brondene vasket 4
gange med PBS-0,05% Tween-20 (PBS-TW), fyldt med 1,0% bovinse-
rumalbumin (BSA) i PBS-TW og holdt i 1 time ved stuetempera-
tur. Lageroplgsninger af syntetiske peptider, oplost i de-
stilleret vand (5 x 10-2M), blev fortyndet 1/10 med 1% BSA i
PBS og 100 pl prever, blandet med 30 pl1 monoklont antistof
2F1,1 konjugeret til radiseperoxidase i 1,5 ml mikrocentri-
fugeror og holdt i i time ved stuetemperatur. Brgnde fra mi-
krotitreringspladen blev tomt og 30 pul af blandingen af peptid
og monoklont antistof blev anbragt i hver brend og holdt i 1
time ved stuetemperatur. Brondene blev vasket igen som beskre-~
vet ovenfor og 150 ul substrat tilsat som tidligere beskrevet
(P.K. Nakane og A. Kawzaoi, J. Hist. Cytochem., 11, 1084,
(1974)).
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Resultaterne, der er vist i fig. 3 viser, at 7, 11 og 15 rest-
peptiderne signifikant inhiberer binding af 2F1,1 til AmPfl.
Inhibering af binding var helt klar ved 5 X 10~ med 15
rest-peptidet. 7 rest-peptidet inhibrede ogsd binding af mono-
klont antistof 2F1,1 til sporozoitantigenet, der anvendes i
stedet for AmP1,1 (data ikke vist). Desuden inhiberede det sy-
ntetiske peptid binding af de andre fire monoklone antistoffer
ti1 AmPfl. Disse data indicerer, at sekvensen af gentagelse-
senheden er korrekt. Den forggede inhibering af bindingen, der
ses med 11 og 15 rest-peptiderne, Kkan afspejle sekundare
konformationsandringer. Dataene antyder ikke, at de indeholder
to epitoper, da ingen kunne pavises i en dobbeltsidet prove

med 2F1,1 (data ikke vist).

Homologiregioner mellem CS-proteiner af P. falciparum oq P.

knowlesi.

cS-proteinet af P. falciparum og cs-proteinet af abemalaria,
P. knowlesi, har en lignende samlet struktur, men har kun to
korte homologiregioner. Begge proteiner viser sig at indeholde
de samme hovedtrazk ved at de har en gentagelisesregion midt i
proteinet, flere regioner med en hoj tethed af ladede aminosy-
rer, en signalsekvens ved aminoterminalenden, og en hydrofob
ankersekvens ved carboxylterminalenden. EDB-analyser for ami-
nosyresekvenshomologien (25, K tuplestorrelse pa 1. vinduester-
relse pa 20, gap penalty p& 1) viste begranset sekvenshomologi
over sterstedelen af proteinet. Den gennemsnitlige homologi
mellem de to proteiner i segmentet for gentagelsen er 37%; 317
af mulige 102 aminosyrer passer sammen. Gentagelserne deler
16% homologi, da én Pro bg 6t Ala star overfor hinanden ved
hver 12 aminosyrer. Den gennemsnitlige homologi mellem seg-
menterne af de to proteiner efter gentagelserne er 42%; 50 af
mulige 119 aminosyrer passer sammen. Da den sekundzre og
tertizre struktur af disse proteiner er ukendt, kan de have
strukturelle og funktionelle ligheder til trods for forskellen
i primersekvens. Gentagelser i CS-proteiner er f.eks. immuno-

dominerende efter vaccination med sporozoiter.
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De to omrader eller fegioner med storst sekvenshomologi sas pa
hver side af gentagelsesregionerne. Nar de to peptider er bragt
pa linie ses en homologiregion, hvor tre proliner er bragt pa
linie og fem sammenhangende aminosyrer (Lys-Leu-Lys-Gln-Pro)
viser sig at passe perfekt sammen (region I, fig. 2 og 4).

Den anden homologiregion (region II, fig. 2 og 4) indeholder
13 aminosyrer, af hvilke 12 er konserveret. Den eneste amino-
syre, som ikke var didentisk, var erstatningen af serin med th-
reonin ved den fjerdre rest i P. knowlesi-sekvensen. Denne re-
gion indeholder to cysteinrester, som blev inddraget tidligere
af Ozaki et al., L.S.0zaki, P. Svec, R.S. Nussenzweig et al.,
Cell 34, 815 (1983) ved dannelsen af en intramolekylar lgkke.

Nucleinsyresekvensen, der indkoder CS-proteinet af P. falcipa-
rum har ogsd begraznset homologi med P. knowlesi-genet undtaget
i region II. I delen af genet, der indkoder region II af
proteinet, findes en 27 basesekvens, som kun afviger fra den
sammenlignelige sekvens i P. knowlesi, i to positioner. Denne
konserverede sekvens kan vare nyttig som en sonde til klone
gelerne, der indkoder CS-proteinerne af de andre

plasmodiumarter.

Disse to aminosyresekvenshomologiregioner mellem P. falciparum
og P. knowlesi indicerer sekvenskonservering for organismer
som afviger meget'med hensyn til evolution. Det antoges oprin-
deligt, at primat-malariaerne havde udviklet sig parallelt med
evolutionen af primater. For nylig er det imidiertid blevet
pavist, at DNA'et af P. falciparum ligner DNA'et af fugle- og
gnaver-malaria, og at disse havde en anden DNA-struktur end
primat malarierne (P. knowlesi, P. fragile, P. vivax og P.
cynomolgi); P. falciparum, P. lophurae og P. berghei havde et
lavere G+C-indhold end primat malariaerne inklusive P. knowle-
si. Gensonderne, som hybridiserede til P. fa]ciparum, P. lop-
hurae, og P. berghei-DNA'er hybridiserede ikke til primat ma-
lariaerne og sonder, som hybridiserede til primat malarierne,
hybridiserede ikkg til P. falciparum, P. lophurae og P. berg-
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hei. Denne homologiregion mellem P. falciparum og P. knowlesi
kan konserveres til en vigtig proteinfunktion, sdsom modtagel-
se for celleinvasion. Det skal bemzrkes, at bade P. falcipa-

rum- og P. knowlesi-sporozoiter kan inficere leveren hos men-

nesker.

Til trods for mulige problemer med falles epitoper blandt
proteiner, er der vasentlige beviser pa, at sporozoitgenet er
blevet klonet. Ligheden mellem dette protein af P. falciparum
og CS-proteinet af P. knowlesi er for det ferste slaende. Beg-
ge har samme sterrelse med begrenede molekylvagte pa 44.426 og
36.792 for henholdsvis P. falciparum og P. knowlesi. Begge har
analoge regioner, som omfatter en signalsekvens, ladet region,
en region med gentageisespeptider i midten af proteinet og en
ankersekvens. Der er for det andet to regioner med aminosyre-
homologi mellem de to proteiner (fig. 4). Fem monokione anti-
stoffer, der vides at reagere med overfladen af P. falciparum
sporozoiter (11) genkendte for det tredje det i bakterien sy-
ntetiserede protein. Det krydsreaktive protein fra klon AmPfS
reagerede kun med et af disse monoklone antistoffer. Protei-
net, der blev syntetiseret i bakterien, var for det fjerde af
lignende sterrelse i SDS-PAGE, som proteinet fra P. falciparum
sporozoiter. Syntetiske peptider fra denne gentagelse blokere-
de for det femte binding af et monoklont antistof til spo-

rozoitproteinet i en ELISA.

Genet indkoder et protein med 412 aminosyrer, som bestar af en
signalsekvens, en ladet region, en central region med 41 af
fire aminosyrer baserende enheder (eng.: fourth amino acid
units) (gentagelser) to andre ladede regioner, en sandsynlig
cysteinlskke og en ankersekvens. 37 af gentagelserne i den
centrale region er 1identiske (Asn-Ala-Asn-Pro); fire har en

anden sekvens (Asn-Val-Asp-Pro).

Et analogt szt af CS-proteiner findes pa sporozoiter af alle
Plasmodium-arter, der er studeret indtil dato. Monoklone anti-

stoffer til CS-proteiner giver beskyttelse in vivo eller neu-
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traliserer sporozoit-infektionsevne in vitro. A.H. Cochrane,
F. Santoro, V. Nussenzweig et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
79, 5651 (1982). Selv om monoklone antistoffer kan krydsreage-
re blandt arter af primat malaria, viser antistofformidiet im-
munitet sig at vare artsspecifik, og i tilfaldet med P. know-
lesi er beskyttende monoklone antistoffer rettet mod gentagel-
sesepitopen. Disse data og pavisningen af, at monoklone anti-
stoffer til sporozoiter reagerer i en preve, som Kkraver to
eller flere epitoper, forte Zavala et al., til at forsla, at
monoklone antistoffer til CS-proteiner reagerer med en immuno-
dominantregion, som har en gentagelsesepitop. Denne hypotese
er blevet bekraftet ved at de fem monoklone antistoffer til
CS-proteinet af P. falciparum er rettet mod gentagelisesenheder
(Asn-Ala-Asn-Pro) i proteinet.

Den slaende homologi af region II mellem to ellers udviklings-
messigt forskellige malariaparasitter P. falciparum og P.
knowlesi antyder konservering af en sporozoitfunktion, sasonm
reception for leverinvasion. Hvis denne region konserveres i
andre humane malariaer og udsazttes for immunsystemet, kan
immunisering med denne region fra P. falciparum give beskyt-
telse mod andre arter af human malaria. Hvis denne homologire-
gion desuden er involveret i reception for leverinvasion, kan
malariaparasitten sd vare ude af stand til at variere sekven-
sen i denne region.

Patentkrav.

- —— - — - - an o - .

1. Immunologisk aktivt i alt vasentligt rent syntetisk peptid,
der er i stand til hos et menneske at fremkalde en immunreak-
tion, og som er krydsreaktiv med ogd beskyttende mod infektio-
ner af en malariaparasit, Kendeteghnet ved, at
peptidet indeholder en sekvens med formlen Thr-6lu-Trp-Z-Pro-
Cys-Ser-Val-Thr-Cys-Gly-Asn-Gly, hvori Z er Ser eller Thr el-
ler formlen Lys¥Pro-S—T—S-Lys—Leu-Lys-G1n—Pro—U—V-G]y-w-Pro,
hvori S er Lys eller Asn, T er His eller Glu, U er Gly eller
Asn, V er Asp eller Glu, og W er Asn eller Gln.
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2. Peptid ifelge krav 1, kendetegnet ved, at
sekvensen er Thr-Glu-Trp-Z-Pro-Cys-Ser-Val-Thr-Cys-Gly-Asn-
Gly.

3. Peptid ifelge krav 2, kendetegnet ved, at Z

er Ser.

4. Malariamodvirkende immunogent stimulerende middel, k e n -
detegnet ved, at det omfatter et peptid ifslge krav 1

bundet til en immunogen bzrer.

5. Anvendelse af et peptid ifelge krav 1 til fremstilling af

et middel til at fremkalde immunisering mod malaria.

6. Anvendelse ifelge krav 5§, kende tegnet ved, at

peptidet er bundet til en immunogen barer.

7. En i alt vasentligt ren DNA-sekvens, der Kkoder for pepti-

det ifelge krav 1.

8. Rekombinant DNA-kloningsbzrer, kende tegnet ved,
at den omfatter DNA-sekvensen ifelge krav 7.

9. E. coli organisme, der indeholder DNA-sekvensen ifelge krav
8, kendetegneHt ved, at DNA-sekvensen er blevet
kunstigt indfert i organismen, og at organismen er i stand til
at udtrykke et immunologisk aktivt peptid, der er i stand til
hos et menneske at fremkalde en immunreaktion, som er kryds-

reaktiv med og beskyttende mod en malariaparasit.
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