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MEMORTIA DESCRITTIVA

Campo do invento

O presente invento situa-se no campo da biologia
molecular e da bioquimica. Particularmente, diz respeito aos
andlogos imunogénicos de proteinas do circunsporozoito de
Plasmodium (CS), aos quais faltam uma ou mais das sequéncias

repetitivas das proteinas nativas.

Antecedentes do invento

A maldria ¢ uma doenga debilitante causada através
da infecg8o por um parasita do género Plasmodium. E
transmitida através das picadas de mosquitos. A medida que o
mosquito se alimenta, os esporozoitos, que sdo a forma
diferenciada do parasita que se encontra na glandula
salivar,, entram na circulagdo sanguinea do hospedeiro. Numa

dltima fase, os esporozoltos entram nas primeiras células -



alvo, i.e., as células do figado. A maioria das espécies de

Plasmodium que infectam os humanos s&do o P.falciparum e

P.vivax. Outras espécies, tais como o P.ovale e o P.malarie,
infectam humanos com muito menos frequéncia. H4 ainda outras
espécies do parasita que infectam mamiferos, tal como o
P.berghei que infecta roedores.

Foi feito um primeiro e substancial esforgo na
tentativa de fazer vacinas de subunidade contra a maldria. Uma
parte significativa deste trabalho foi realizada por
investigadores na Universidade de Nova Iorque (UNI) e
centrou-se na proteina CS que cobre a superficie do
esporozolto. A UNI apresentou uma série de pedidos de patentes
em tecnologia da proteina CS,

A sua primeira patente, dos Estados Unidos com o no
de série 4.446.917, descreve uma classe de proteinas do
esporozolto, designada P-44 (em que P significa Plasmodium, e
44 ¢é o seu peso molecular aproximado, em kilodaltons), que
foram purificadas a partir dos lisados de esporozoltos.

WO 84/02922 descreve a identificag¢8o de uma regido
imunodominante da proteina CS, consistindo em repetigles
tandem de um epitopo de sequéncia relativamente curta, e a
sintese de péptidos compostos de repetigdes desses epitopos.
WO 86/00911 descreve a identificagdo e caracterizagdo da

sequéncia repetitiva do epitopo da proteina CS do P.falciparum .

e a sintese de péptidos compostos de sequéncias tandem. De
forma similar, WO 87/00533 descreve a identificagdo e
caracterizag8o da sequéncia repetitiva do epitopo da proteina

CS do P.vivax. Embora esse pedido de patente indique que
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outros segmentos da proteina CS podem ser incluidos com as
sequéncias tandem, o ensinamento claro da referéncia é que a
imunogenecidade da proteina ¢ atribuivel & presenga do epitopo
repetido. N&o é dado qualquer exemplo de péptido que inclua
regiBes delimitadoras. |

WO 86/01721 ensina que certas regiBes carregadas em
cada lado da repetig&o tandem do epitopo da proteina CS, sd&o
imunogénicas. Os péptidos que correspondem em sequéncia a
essas regif®es foram sintetizados e mostraram ligar-se a
anticorpos anti-CS. Conjugados desses péptidos sintéticos
foram relatados como indutores de anticorpos anti-CS, em
animais teste.

O pedido de patente norte-americano com o no de
série 032327, que ¢é co-apresentada pela UNI e pelos assinantes
do presente invento, descreve um anadlogo imunogénico da
proteina CS de P.vivax, composto de toda a regidio repetitiva
tandem da molécula nativa e de porg8es seleccionadas das
sequéncias delimitadoras em cada lado da sequéncia repetitiva.

Este polipéptido exibiu propriedades imunogénicas superiores

aos  péptidos que foram preparados pela requerente das

patentes/pedidos norte-americanos acima descritos.,

Eichinger, et al., Molecular and Cellular Biology
(1968) 6:3965-3972, de la Cruz, et al., Molecular and
Biochemical Parasitology (1988) 28:31-38, e Romero, et al.,
Vaccines 89 (1989) Cold Spring Harbor, pags 335-340,
caracterizam a proteina CS do P.berghei e o gene que a

codifica.

A parte de toda esta literatura pioneira sobre as



proteinas CS de Plasmodium , ainda n&o estd bem definida qual
a construgdo que fornecerd in vivo respostas em humanos que
oferegam protecg¢do contra a malaria. Neste aspecto, o papel da
resposta imune a regi®es excluindo repetigfes tandem, na
neutralizagdo do esporozoito, ndo foi extensivamente avaliada,

dada a extrema imunodominancia da regido repetitiva.

Exposig8do do invento

0 presente invento baseia-se no conceito de que uma
redugdo da imunodominancia da regido repetitiva, relativa aos
epitopos nas regifes que delimitam a regi&io repetitiva, ira
aumentar qualitativamente a actividade neutralizadora do
esporozoito.

Por consequéncia, o invento diz respeito aos
anadlogos imunogénicos da proteina CS de Plasmodium, onde
faltam um ou mais dos epitopos repetitivos da protelna CS
nativa, mas que tém pelo menos um epitopo delimitador ndo
repetitivo de cada regido delimitadora n&8o repetitiva da
proteina CS nativa, polinucledtidos recombinantes e
hospedeiros transformados para fazer tais proteinas, e
composi¢8es de vacinas que utilizam tais protelnas como
imunogenes.

Mais especificamente, um aspecto do invento ¢ um
andlogo imunogénico da protelna CS de Plasmodium  que
compreendas

(a) uma regigo ou dominio interno composto de pelo
menos duas repetigBes de uma sequéncia repetitiva de uma

proteina CS nativa de Plasmodium, mas menos repetig8es das
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ditas sequéncias repetitivas do que as presentes na proteina
CS nativa de Plasmodium;

| (b) uﬁa regido amina terminal ou dominio delimitando
a regido interna, tendo uma sequéncia de aminoacidos que
define, pelo menos, um epitopo da regifo amina delimitadora
ndo repetitiva da proteina CS nativa de Plasmodium; e

(c) uma  regiso carboxi-terminal , ou dominio,
delimitando a regido interna, tendo uma sequéncia de
aminoadcidos que define, pelo menos, um epitopo da regido
carboxilica delimitadora n&o repetitiva da proteina CS nativa
de Plasmodium.

Outros aspectos do invento s&o polinucledtidos
recombinantes que codificam os andlogos da proteina CS de
Plasmodium acima referidos, vectores de expressdo para
expressar  tais polinucleétid&s numa célula hospedeira
compreendendo esse DNA ligado, de forma operativa, ao DNA que
permita a expressdo do DNA na célula hospedeira, e células
hospedeiras que s&o transformadas com tais vectores e que sé&o0
capazes de produzir tais an&logos.

Ainda outros aspectos deste invento s&o as vacinas
gue contém os andlogos imunogénicos da proteina CS e métodos
para protec¢do de individuos contra a malaria , através da sua

imunizag¢&o com tais vacinas.

Breve Descrig¢do das Figuras

Nas figuras:
A Figura 1 mostra a sequéncia de aminodcidos e a

sequéncia de DNA que codifica um andlogo da proteina CS de



P.vivax, o Vivax 3.

A Figura 2 mostra os oligémeros e o esquema de
ligag8es que foram utilizados para construir a sequéncia de
DNA que se mostra na Figura 1.

A Figura 3 ¢ um diagrama esquematico do plasmideo
pBS100.

A Figura 4 ¢ um diagrama esquemdtico do plasmideo
pBS24.1

A Figura 5 mostra a sequéncia de aminoacidos de um
anédlogo da proteina CS de P.vivax, o Vivax 3.1, e uma
sequéncia de DNA que codifica o mesmo an&logo.

A Figura 6 mostra os oligémeros e o esquema de
ligag8es que foram utilizados para construir a sequéncia de
DNA qgue se mostra na Figura 5.

A Figura 7 ¢ um diagrama esquematico do plasmideo
pAB125.

A Figura 8 mostra a sequéncia de aminoacidos de um

andlogo da proteina CS de P.falciparum, o Falciparum 3, e uma

sequeéncia de DNA que codifica o mesmo analogo.

A Fiqgura 9 mostra os oligémeros e o esquema de
ligagBes que foram utilizados para construir a sequéncia de
DNA que se mostra na Figura 8.

A Figura 10 mostra a sequéncia de aminodcidos de um

andlogo da proteina CS de P.falciparum, o Falciparum 4, e a

sequéncia de DNA que codifica o mesmo andlogo.
A Figura 11 mostra a sequéncia de aminoacidos de um
andlogo da proteina CS de P.berghei, o Berghei 3, e uma

sequéncia de DNA que codifica o mesmo analogo.



A Figura 12 mostra os oligdmeros e o esquema de
ligagBes que foram utilizados para construir a sequéncia de

DNA que se mostra na Figura 11.

Modos de realizag&8o do invento

Definig8es

O termo ‘"sequéncia repetitiva de uma proteina CS
nativa de Plasmodium", diz respeito a sequéncia repetitiva de
amino&cidos que aparece nas regi8es imunodominantes - ou
dominios centrais da proteina CS nativa de Plasmodium , e as
modificagBes dessa sequéncia repetitiva que n&o destroem as
suas propriedades imunogénicas. As sequéncias repetitivas

nativas para P.vivax e P.falciparum estdo descritas nos

pedidos das patentes norte-americanos citados acima. As
sequéncias repetitivas nativas para P.berghei est&o descritas
por Eichinger, et al., supra citado. Por exemplo, as
sequéncias repetitivas do P.vivax sdo Asp-Arg-Ala-Asp/Ala-Gly-

Glu-Pro-Ala-Gly, as do P.falciparum s&o Asn-~Ala-Asn-Pro e Asn-

Val-Asp-Pro, e as do P.berghei s&o Pro-Pro/Ala-Pro-Pro-Asn-
Pro/Ala-Asn-Asp.

O termo "regido amina delimitadora, n&8o repetitiva,
de wuma proteina CS nativa de Plasmodium", diz respeito a
porgdo dessa proteina que se estende do grupo amina terminal
da proteina & regisio da sequéncia repetitiva da proteina. De
forma semelhante , o termo "regi&o carboxilica delimitadora,
ndo repetitiva, de uma proteina CS nativa de Plasmodium", diz
respeito & porg¢do dessa proteina que se estende do grupo

carboxi terminal da proteina & regido de sequéncia repetitiva.

e



ey
TR —ootimrridy

0O termo "interno", como usado na descri¢do de uma
sequéncia de aminodcidos de uma proteina, diz respeito a uma
sequéncia que n&o inclui um aminodcido terminal da proteina.

"Células hospedeiras", "células", "linhas
celulares", "culturas de células", e outros termos semelhantes
que indiquem microorganismos procariotas ou linhas de células
eucariotas cultivadas como entidades unicelulares, s8o usados
alternadamente, e referem-se a células que foram ou podem ser
usadas como recipientes para vectores recombinantes ou outro
DNA transferido, e incluem a descendéncia da célula original
que foi transfectada. Est& entendido que a descendéncia de uma
sé célula parental pode n&o ser, necessariamente,
completamente idéntica, em morfologia ou em genoma, ou em todo
o complemento de DNA, ao progenitor original, devido a
mutagdes acidentais ou deliberadas. A descendéncia da célula
parental, que ¢ suficientemente semelhante as células
parentais, para ser «classificada através de propriedades
relevantes, como a presenga de uma sequéncia de nucledtidos
codificando um péptido desejado, estd incluida no que se
entende por descendéncia nesta defini¢do, e estd incluida no
ambito dos termos acima descritos.

Uma ‘"réplica" ¢ um elemento genético, e.g., um
plasmideo, um cromossoma, um virus, que se comporta como uma
unidade auténoma de replicagdo polinucleédtidica na célula.

Um ‘"vector" & uma réplica a qual estd ligada um
outro segmento polinucleédtidico, para efectuar a replicagéo
e/ou expressdo do segmento ligado.

"Sequéncia  controlo" refere-se as sequéncias

LAY
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polinucleotidicas que sdo necessarias para efectivar a
express8do das sequéncias codificantes as quais estdo ligadas.
A natureza de tais sequéncias controlo difere, dependendo do
organismo hospedeiro; em procariotas, tais sequéncias controlo
incluem, geralmente, um promotor, um local de 1ligagdo do
ribossoma, e terminadores; em eucariotas, geralmente, tais
sequéncias controlo incluem promotores, terminadores e, por
vezes activadores. O termo "sequéncias controlo" é entendido
como incluindo, no minimo, todos os componentes cuja presenga
é necessadria para a expressdo, e pode também incluir
componentes adicionais cuja presenga ¢ vantajosa, como por
exemplo, as sequéncias " leader".

"Ligado de forma funcional" refere-se a uma
justaposig&o onde os componentes descritos est&o relacionados
de forma a permitir que funcionem na forma pretendida. Uma
sequéncia controlo "ligada de forma funcional" a uma sequencia
codigo, esta ligada de tal modo que a expressdio da sequéncia
codigo & feita em condigBes compativeis com as sequéncias
controlo.

O termo ‘"imunogénico", usado para descrever o0s
anadlogos da invengd8io , diz respeito & capacidade de causar a
neutralizag8o do esporozoito de Plasmodium pela indugdo de uma
resposta humoral e /ou celular. O termo '"neutralizagdo" diz
respeito a um estado incapaz de causar infec¢&o e/ou sintomas
de maléaria.

O termo "tranformag&o", como ¢ aqui usado, refere-se
a insergdo de um polinucledtido exdgeno na célula hospedeira,

a parte do método utilizado para a insergdo, por exemplo,



insergdo directa, transdug¢do, ou mediado pelo factor f. O
polinucleotido exégeno pode manter-se como um vector ndo
integrado, por exemplo, um plasmideo, ou, alternativamente,
pode estar integrado no genoma do hospedeiro.

O termo "tratamento", como ¢ aqui usado, refere-se a
profilaxia e/ou terapia.

O termo "individuo", como ¢ aqui usado refere-se a
um animal que ¢ susceptivel a infecg&o por uma ou mais
espécies de Plasmodium, e inclui primatas e humanos, nd&o

estando no entanto limitado a estes.

Caracterizagdo dos andlogos da proteina CS

Como indicado acima, aquilo que distingue o analogo
deste invento dos andlogos da proteina CS precedentes, ¢ que
aos primeiros faltam uma ou mais sequéncias repetitivas das
que se encontram na proteilna nativa, mas retém os epitopos
sequencias de ambas as regi8es delimitadoras da proteina
nativa.

A protelna CS nativa de P.vivax consiste em 373
aminoacidos., Tem uma sequéncia "leader" N-terminal

hidrofébica, que se estende dos aminodcidos 1 a 22, (todos os

aminoacidos referidos sdo inclusiveé, a numeragéo dos.

aminodcidos na proteina CS nativa de P.vivax estd de acordo

com aquela que se mostra na sequéncia de Vivax 3.1, na figura

5). As repetig¢Bes tandem, das quais ha 19, comegam no’

aminodcido 92 e estendem-se até ao aminodcido 263, e estdo
precedidas de uma regi&o conservativa, chamada Regi&io I, que

se estende do amino&acido 77 até ao 91. A regido C-terminal

10



acaba com uma sequéncia transmembranar, que se estende do
aminodcido 356 até ao 373 e também contém uma regigo
conservativa, chamada Regi8ilo II,do aminoacido 306 ao 318. Nove
das sequéncias repetitivas s&o Asp-Arg-Ala-Asp-Gly-Gln-Pro-
Ala-Gly (designada sequéncia "A") e dez s&8o Asp-Arg-Ala-Ala-
Gly-Gln-Pro-Ala-Gly (designada sequéncia "B").

Correspondentemente, a proteina CS de P.falciparum

consiste em 412 aminoadcidos. A sua sequéncia "leader" N-
terminal hidrofébica, estende-se do aminodcido 1 até ao
aminoacido 42 e a sua Regido I estd localizada nos aminoacidos
107-123, inclusivé., (A numerag&o dos aminodcidos na proteina

CS de P.falciparum estd de acordo com a que se mostra na

sequéncia Falc3 mostrada na figura 8).H4d 41 repetigles na
proteina, com quatro sendo Asn-Val-Asp-Pro (sequéncia "A") e
as restantes sendo Asn-Ala-Asn-Pro (sequéncia "B"). A Regido

II da protelna CS de P.falciparum est&d localizada nos

aminodcidos 344-356, e a sua seduencia transmembranar estd nos
aminodcidos 391-412.

A proteina CS nativa de P.berghei, como descrita por
Eichinger et al.,supra,'( como corrigida por de la Cruz et
al.,supra), consiste em 339 amino&dcidos. As repetigdes
tandem, das quais ha 13, come¢am no aminodcido 93 e acabam no
aminodcido 196. Cinco das sequéncias repetitivas sdo Pro-Pro-
Pro-Pro-Asn-Pro-Asn-Asp (designada por sequéncia "A"), duas
s&o0 Pro-Pro-Pro-Pro-Asn-Ala-Asn-Asp, e seis s8o Pro-Ala-Pro-'
Pro-Asn-Ala-Asn-Asp (designada por sequéncia "B"). A Regido I
estende-se, aproximadamente, do aminoacido 82 até ao

aminoacido 92. A Regido II estende-se do aminoacido 272 ateé ao

11



aminodcido 286. A sequéncia "leader" N-terminal hidrofébica
compreende os aminodcidos do 1 ao 23.

Os andlogos deste invento contém, pelo menos, duas
sequéncias repetitivas da proteina CS nativa, tendo de
preferéncia  presentes ambos os tipos de sequéncias
repetitivas. Na possibilidade mais extrema, as raz8es entre a
sequéncia A e a sequéncia B s8o preservadas no andlogo e a sua
distribuig8o (i.e., o posicionamento respectivo dos dois tipos
de repetigdes) ¢é também preservada. Neste aspecto, as
sequéncias A de P.vivax sdo predominantes na terminagdo N-
terminal das séries de repetigfes tandem, O mesmo se aplica

nos casos das proteinas de P.falciparum e de P.berghei.

Consequentemente, nos analogos de P.vivax da invengdo ha 2-18
repetigdes, de preferéncia 2 a 10 repetigfes, com um numero
aproximadamente igual de repetigBes da sequencia A e da
sequéncia B,com af(s) sequéncia(s) A localizada(s)
predominantemente na porg¢do N-terminal das séries,

Correspondentemente, os andlogos de P.falciparum conter&io 2 a

40 repetig8es , de preferéncia 2 a 20 repetiglBes, com uma
razdo A/B de 1:10 a 3:10. Os analogos de P.berghei conterdo 2
a 12 repetigdes. |

A regi&o delimitadora N-terminal compreenderé,
tipicamente, a Regido I e, opcionalmente, sequéncias
delimitadoras adicionais para fora da sequéncia "leader"
hidrofébica. Deste modo, a regido delimitadora N-terminal do
andlogo de P.vivax contera tipicamente, pelo menos, os
aminodcidos 77-91 da protelna (S nativa de P.vivax e,

opcionalmente, todos ou uma por¢do dos aminodcidos 23-76. De
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preferéncia, consiste nos aminodcidos 23-91.
Correspondentemente, a regido delimitadora N-terminal dos

analogos de P.falciparum conterd, pelo menos, os amino&cidos

107-123 da proteina CS nativa de P.falciparum e,

opcionalmente, todos ou uma porgdo dos aminoacidos 43-106. De
preferéncia, consiste nos aminoacidos 43-123. No caso dos
andlogos de P.berghei, a regi%o delimitadora N-terminal
conterd tipicamente, pelo menos, os aminoacidos 82 a 92.

A regifilo delimitadora C-terminal compreendera,

tipicamente, a sequéncia nativa que se estende do fim da regid&o

repetitiva até a Regido II e, opcionalmente, toda ou uma parte
da sequéncia que se estende do fim da Regido II ateé a
sequéncia transmembranar. Deste modo, a regisio delimitadora C-
terminal do analogo de P,vivax conterd tipicamente, peld
menos, os aminoacidos 264-318 da proteina nativa e,
opcionalmente, todos ou uma por¢ao dos aminoacidos 319-355. De
preferéncia consiste nos aminoacidos 264-335 da proteina
nativa. A correspondente regifio C-terminal do analogo de

P.falciparum conterd os aminoacidos 289-356 e, opcionalmente,

todos ou uma porg&o dos qminoacidos 357-392.

As regi®es N-terminal e C-terminal dos analogos
podem variar na sequéncia de aminoacidos, em relagdo as
correspondentes sequéncias CS nativas ou fragmentos destas,
devido a uma ou mais substituig8es, adigBes, e/ou delecg8es
("delecgdo" refere-se & eliminagdo de residuos internos e n&o
das extremidades) prevenindo, no entanto, que cada uma
continue a definir, pelo menos, um epitopo. Normalmente ndo

havera mais do que 10 variag®es por regido, de preferéncia ndo

13
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mais do que 5 variag8es por regido.

Os anadlogos da proteina CS de P.vivax, P.falciparum

e P.berghei deste invento podem ser representados pela
seguinte férmula:
X~ (ApBp) -Y

onde (ApBy) representa uma regi&o interna de repetig8es tandem
, A representa uma das sequéncias repetitivas da proteina CS
nativa, B representa outra das sequéncias repetitivas, ne m
s8o numeros inteiros positivos, em que a soma den e m ¢
inferior ao numero de sequéncias repetitivas na proteina CS
nativa, X representa uma sequéncia delimitadora N-terminal e
define, pelo menos, um epitopo sequencial da regido N-
delimitadora da proteina CS nativa, e Y representa uma
sequéncia delimitadora C-terminal e define, pelo menos, um
epitopo sequencial da regido C-delimitadora da proteina CS
nativa. No caso dos andlogos de P.vivax, X representa pelo
menos os aminodcidos 77-91 da proteina nativa e Y representa
pelo menos os aminodcidos 264-318 da proteina nativa, enquanto

que nos anadlogos de P.falciparum, X representa pelo menos os

aminodcidos 107-123 da proteina nativa e Y representa pelo

menos os aminodcidos 289-356 da'proteina nativa.

Materiais recombinantes e métodos para produzir

anadlogos da proteina CS

Os andlogos da protelna CS deste invento sdo feitos’
através de técnicas de recombinagdo de DNA. Baseado no
conhecimento das sequéncias de aminoacidos das sequéncias

repetitivas nativas e das sequéncias delimitadoras, podem ser
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preparados genes sintéticos codificando os andlogos in vitro,
através da sintese de fragmentos de oligonucledtidos
apropriados do gene, do seu tratamento com cinases e ligando-
os uns com Os outros. Para a expressdo num hospedeiro
particular, pode ser desejavel desenhar uma sequéncia de DNA
sintético que wutilize coddes preferidos pelo hospedeiro
particular, no qual o DNA val ser expresso.

O DNA sintético Que codifica os analogos pode ser
clonado em qualquer réplica apropriada, de modo a criar um
vector clone. S&8o conhecidos nﬁmerosos vectores clone pelos
especilistas nesta técnica, e a selec¢8o de um vector clone
apropriado ¢ uma quest&o de escolha. Exemplos de vectores para
clonar uma célula hospedeira que possam transformar, incluem o
bacteriofago lambda (E.coli), pBR322 (E.coli), PACYC177
(E.coli), pKT 230 (bactéria gram-negativa), pME290 (bactéria
gram-negativa que n&o a E.coli), pHV14 (E.coli e Bacillus

subtilis), pBD9 (Bacillus), pIJbl (Streptomyces), puUC6

(Streptomyces), actinofago phiC31 (Streptomyces), YIp5

(Saccharomyces), YCpl9 (Saccharomyces), YEp24 e YEpl3

(Saccharomyces), e o virus bovino do papiloma (células de

mamiferos).

As sequéncias polinucleotidicas que codificam os
anadlogos das proteinas CS, s&o expressas pela insergdo das
sequéncias em reéplicas apropriadas, criando, desse modo,
vectores expressdo, e introduzindo os vectores express&o’
resultantes em hospedeiros compativeis.

Na criag8o de um vector expressdo, a sequéncia que

codifica o andlogo da protelna CS estd localizada no vector,
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com as sequéncias controlo apropriadas. O posicionamento e a
orientagdo da sequéncia cédigo, em relagdo as sequéncias
controlo, ¢ tal que a sequéncia cédigo ¢ transcrita sob o
controlo das sequéncias controlo: i.e., o promotor controla a
transcrigdo do mRNA derivado da sequéncia coédigo, e os
ribossomas ligam-se ao local de ligag8o ribossémica para
comegar o processo de tradugé&o, e o coddo stop utilizado para
terminar a tradugdo estara a montante do coddo de terminagdo
da transcrigdo. S#&o preferiveis vectores de expressdo de
levedura. As sequéncias controlo para vectores de levedura
incluem promotores para a sintese de enzimas glicoliticas
(Hess et al., J Adv Enzyme Reg (1968) 7:149; Holland et al.,
Biochemistry (1978) 17:4900). Promotores adicionais conhecidos
na técnica incluem o promotor do 3-fosfoglicerato cinase
(Hitzeman et al., J Biol Chem (1980) 255:2073). Outros
promotores, que tém a vantagem adicional de terem a
transcrigdo controlada pelas condig¢8es de crescimento, e/ou
patriménio genético, s&o as regiBes promotoras para o 4alcool
desidrogenase 2 (ADH2), isocitocromo C, fosfatase 4&cida,
enzimas degradativos _associados com © metabolismo do
nitrogénio, o sistema do factor alfa, e enzimas responsaveis
pela utilizagdo da maltose e da galactose. Sequencias
terminadoras da transcri¢do sd8o desejaveis na terminagdo 3’
das sequéncias c¢oédigo. Tais terminadores encontram-se na
regifio ndo traduzida 3’, a seguir a sequéncia cédigo dos genes’
derivados da levedura.

Modifica¢8es da sequéncia que codifica o andalogo,

antes da sua insergdo na réplica, podem ser desejaveis ou
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necessarias, dependendo do sistema de express&do escolhido. Por
exemplo, em alguns casos, pode ser necessdrio modificar a
sequéncia, de forma a poder ligar-se 4s sequéncias controlo
com a orientag¢do apropriada, i.e., para manter a estrutura de
leitura, Em alguns casos pode ser desejavel adicionar
sequéncias como a sequéncia "leader" do factor alfa da
levedura, que causa a secregdo do polipéptido a partir do
organismo hospedeiro, com a subsequente clivagem do sinal
secretor. As técnicas para modificar as sequéncias
nucleotidicas , utilizando a clonagem, s&o bem conhecidas dos
especialistas na técnica. Estas incluem, e.g., O uso de
enzimas restritivos, enzimas como o Bal3l, para remover oS
nucleétidos em excesso, oligonucleétidos quimicamente
sintetizados para wusar como adaptadores, para restituir os
nucledtidos perdidos.

A sequéncia que codifica o analogo, modificada se
necessario, pode ser ligada as sequéncias controlo antes da
inserg8o num vector. Alternativamente, a sequéncia cédigo pode
ser clonada directamente num vector expressdo que ja contenha
as sequéncias controlo e um local de restrigdo apropriado.
Para expressdo do analogo na levedura, as sequéncias controlo
ser3o necessariamente heterélogas para a sequéncia codigo. Nos
casos em que o gene andlogo & para ser expresso numa linha
celular derivada de vertebrados, as sequéncias controlo podem
ser ou heterélogas ou homologas, dependendo da linha celular’
especifica.’

Dependendo da célula hospedeira usada, a

transformagdo ¢ feita usando técnicas standard apropriadas
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para tais ceélulas. Transformag8es na levedura podem ocorrer de
acordo com o método de Beggs, J.D., Nature (1978) 275:104-109,
ou de Hinnen, A., et al., Proc Natl Acad Sci (EUA) (1978)
75:1929.

As células transformadas crescem, depois, em
condiges que permitem a expressdo do gene do anélogo da
proteina CS e, se apropriado, conduzem & proteina madura.
Porque o gene ¢ expresso em organismos/células heterdlogos, a
proteina estd livre das outras proteinas a que estd associada
nos mosquitos. O andlogo recombinante da proteina CS assim
sintetizado, ¢é depois isolado das células hospedeiras e
purificado. Se o sistema de express8o segrega o andlogo para o
meio de crescimento, o andlogo ¢ isolado directamente a partir
do meio. Se o anadlogo recombinante n&o ¢ segregado, ele é
isolado a partir dos lisados das células. A selecg8o das
condig¢fes de crescimento apropriadas e dos métodos de recolha
encontra-se no ambito dos especialistas na técnica. Em relagdo
4 purificagdo consulte, por exemplo, o pedido de patente da

UNI descrito anteriormente.
' Vacinas

As vacinas podem ser preparadas a partir dos
anadlogos recombinantes da protelna CS de Plasmodium acima
descritos que tém actividade neutralizadora do esporozoito, ou
melhorem ou previnam a malaria por outros mecanismos. A’
formulagdo de vacinas que contém polipéptido(s) imunogénicos
como ingredientes activos ¢ conhecida pelos especialistas na

técnica. Tais vacinas s&o tipicamente  preparadas como
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injectaveis, ou em solugBes liquidas ou em suspensfes; formas
solidas apropriadas para solugdo ou suspensdo num liquido
antes da injecgdo, podem também ser preparadas. A preparagédo
pode também ser emulsionada, ou a proteina encapsulada em
liposomas. Os ingredientes imunogénicos activos s&o muitas
vezes misturados com excipientes ou velculos que séo
farmacéuticamente aceitavéis e compatlveis com os
ingredientes activos. Excipientes apropriados sdo, por
exemplo, a &agua, solug8es sal;nas ou de dextrose, glicerol,
etanol, ou semelhantes e combina¢8es destes. A concentrag¢&o do
andlogo em formulag@es injectaveis serda usualmente entre 0,2 e
5 mg/ml. Adicionalmente, se desejavel, a vacina pode conter
quantidades menores de substancias auxiliares tais como
agentes molhantes ou emulsionadores, agentes tamp8Bes de PpH,
e/ou adjuvantes que aumentem a eficécia da vacina. Exemplos de
adjuvantes que podem ser efectivos incluem, n&8o estando no
entanto limitados a estes: hidréxido de aluminio, N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-
muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11637, referido como nor-
MDP), N-acetilmuramil-L-glanil—D-isoglutamil-L-alanina—2-(l’-
2'~dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP
198357, referido como MTP-PE), e RIBI, que contém treés
componentes extraldos de bactérias, monofosforil 1lipido A,

dimicolato de trealose e o esqueleto da parede celular

(MPL+TDM+CWS) numa emulsdo a 2% de esqualeno/Tween 80. A

eficiéncia do adjuvante pode ser determinada medindo

directamente a quantidade de anticorpos contra os imunogenes

resultantes da administra¢8o do imunogene em vacinas, que sé&o
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também constituidas por varios adjuvantes.
As vacinas s&8o convencionalmente administradas

parentéricamente, por injecg¢do, que pode ser, por exemplo,

intravenosa, subcuténea ou intramuscular. Formulag¢8es

adicionais, que sd8o apropriadas para outros modos de
administragdo incluem supositérios e, em alguns casos,
formulagdes orais e liposomas. Para 0os supositérios,
os velculos e agentes de liga¢do tradicionais podem incluir,
por exemplo, glicéis polialcalinos e triglicéridos; tais
supositérios podem ser formados a partir de misturas contendo
o andlogo em cerca de 0,5 a 10 p%, de preferéncia 1-2p%.
Formulag8es  orais incluem °~ os excipientes normalmente
utilisados, tais como , por exemplo, classes farmaceéuticas de
manitol, lactose, amido, estearato de magnésio, sacarina de
s6édio, celulose, carbonato de magnésio, e semelhantes. Estas
composigfes tomam a forma de solugdes, suspensdes,

comprimidos, pllulas, cdapsulas, formulag8es de libertagdo

controlada, ou pdés que contém 10 a 95% do andlogo, de

preferéncia 25 a 70%.

Os andlogos podem ser formulados nas vacinas em
forma neutra ou em sal. Sais farmaceuticamente aceitaveis
incluem os sais de adig¢8o acidos ( formados com grupos amina
livres do pé¢ptido) e que s&o formados com &cidos inorgénicos

tais como, por exemplo, os acidos hidrocloéricos e fosforicos,

ou com 4&cidos orgadnicos tais como o acético, o oxalico, o’

tartdrico, o maleico, e outros semelhantes. Sais formados com
os trés grupos carboxilicos livres podem também ser derivados

de bases inorganicas, tais como,por exemplo, os hidréxidos de
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s6dio, de potéassio, de amdénia, de calcio ou de ferro, e bases
organicas como a isopropilamina, trimetilamina, etanol de 2-
etilamina, histidina, procaina, e semelhantes.

As vacinas s&o administradas de maneira compativel
com a formulagdo da dose, a com uma quantidade tal que seja
profilaticamenta e/ou terapeuticamente eficiente. A quantidade
a ser administrada, que ¢ geralmenta entre 5 microgramas e
250 microgramas do andlogo por dose, depende do sujeito a ser
tratado, capacidade do sistema imunolégico do individuo para
sintetizar anticorpos, e o grau de protecg¢do desejado. As
quantidades exactas de ingrediente activo requeridas para
serem administradas podem depender da opinido do médico e

podem ser peculiares a cada individuo.

A vacina pode ser aplicada segundo um calendario de

uma sé dose, ou, de preferéncia, com um calendario de
méltiplas doses. Um calenddrio de méltiplas doses deverd ter
uma primeira série de vacinag®es, que poderad ser de 1 a 10
doses separadas, seguida de outras doses dadas em intervalos
de tempo subsequentes necessdrios para manter ou reforgar a
resposta imunolégica, por exemplo, entre 1-4 meses para uma
segunda dose, e se necessdrio, dose(s) subsequente(s) passados

alguns meses.

Exemplos

Os seguintes exemplos ilustram os anédlogos do’

invento e métodos para a sua preparag&o. N&#o pretedem limitar,

de forma alguma, o invento.
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Vector expressdo do Vivax 3

0 Vivax 3 ¢ um analogd da proteina CS de P.vivax que
consiste nos aminodcidos 23-91 da proteina CS nativa de
P.vivax (com substituig¢&o Gly-->Arg na posigdo 91),seguida de
sequéncia "A" simples (Asp-Arg-Ala-Asp-Gly-Gln-Pro-Ala-Gly),
seguida de uma sequéncia "B" simples (Asp-Arg-Ala-Ala-Gly-Gln-
Pro-Ala-Gly), seguida dos amino&cidos 264-335 (com uma Gly
adicionada entre as posig8es 277-278, uma substituig&o Glu--
>Ala na 290, uma substituigdo Val~->Leu na 300, uma
substituig¢8do Arg-Glu na 301 e uma substituigdo Ala-->Thr na

302) da proteina CS nativa de P.vivax. A sequéncia de

aminodcidos e a sequéncia de DNA codificante para o Vivax 3

estdo ilustradas na figura 1.

Vinte e dois oligdmeros sintéticos, que se mostram
na figura 2, foram feitos num "Applied Biosystem 380A DNA
synthetizer". Estes oligonuclesétidos foram tratados com
cinases, e hibridizados com fervura e arrefecimento lento até
4 temperatura ambiente e depois 1ligados para formar a
sequéncia de DNA que codifica Vivax 3 (ver esquema da figura
2)., 0O gene completo para Vian 3 foi excisado de um gel de
acrilamida a 7% e clonado no plasmideo pBS100, que foi
digerido com Ncol e Sall. O pBS100 estd esquematicamente

representado na Figura 3 e contém a estrutura interna do

promotor hibrido ADH2-GAPDH e do terminador GAPDH. Um’

fragmento de BamHI/Sall contendo o promotor, a sequéncia de
DNA que codifica o Vivax 3, e o terminador foi isolado do

vector de clonagem e inserido no plasmideo pBS24.1 para a
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produgdo do vector de expressdo pBS24vivax3 para a expressdo
intracelular em levedura. O pBS24.1 estd esquematicamente

representado na figura 4.

Vector de expressdo do Vivax 3.1

O Vivax 3.1 ¢ um andlogo da proteina CS de P.vivax,
semelhante ao Vivax 3 com a excep¢do de ndo ter as variag8es

referidas nos aminodcidos das regiBes delimitadoras da

sequéncia nativa. A sequéncia de aminoacidos e a sequéncia de

DNA codificadora do Vivax 3.1 estdo ilustradas na figura 5.

0 gene que codifica o Vivax 3.1 foi preparado como
acima descrito, usando os oligdémeros e o esquema de liga¢Ses
que se mostra na figura 6. Este gene foi clonado no plasmideo
pAB125, que tinha sido digerido com Xbal e Sall. O pABl25 esta
representado esquematicamente na figura 7 e contém a estrutura
interna do promotor hibrido ADH2-GAPDH, a sequéncia "leader"

do factor alfa e o terminador do factor alfa de S.cerevisiae.

Um fragmento BamHI/Sall contendo o promotor, a sequéncia
"leader" do factor alfa, o gene de Vivax 3.1 e o terminador,
foi isolado a partir QO vector de clonagem e inserido no
plasmideo pBS24.1 para produgdo do vector de expresséo

pBS24vivax3.1 para expressdo secretora em levedura.

Vector de expressdo do Falciparum 3

Falciparum(Falc) 3 ¢ um andlogo da proteina CS de'

P.falciparum que consiste nos aminoacidos 43-123 da proteina

CS nativa de P.falciparum, seguido por gquatro sequéncias

repetitivas (trés "B", i.e., -Asn-Ala-Asn-Pro- e uma A,
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i.e.,Asn~Val-Asp-Pro, num  padr&do BABB), seguido pelos
aminoacidos 289-374 da proteina nativa. A sequéncia de
aminoacidos e a sequéncia de DNA codificadora para Falc 3
estdo ilustradas na figura 8.

O gene que codifica o Falc 3 foi sintetizado a
partir de oligémeros (ver figura 9), clonado no pABl25 e o
resultante factor alfa-Falc 3-ADH2/GAPDH construido e clonado
no pBS24.1 para a produgdo do vector de expressdo pBS24falc3

para express8o secretora do Falc 3 em levedura.

Vector de expressdo do Falciparum 4

O Falc 4 ¢ um andlogo da proteina CS tendo uma
sequéncia similar ao Falc 3 , com a excepgdo de ter uma
regido amina delimitadora mais pequena e uma regido
carboxllica delimitadora mais longa do que Falc 3. A sequéncia
de aminoacidos e a sequéncia de DNA que codifica o Falc ¢
estdo ilustradas na figura 10. Como indicado, a sequéncia
inclui os aminodcidos 68-123 da sequéncia da proteina CS

nativa de P.falciparum, quatro repeti¢Bes e os aminodcidos

289~ 392 da sequéncia napiva. Os aminoacidos adicionais no N-
terminal da sequéncia s&8o parte da sequéncia ‘"leader" do
factor alfa.

O DNA que codifica a sequéncia do Falc 4, ilustrado

na figura 10, foi sintetizado e clonado no pABl25 e depois no

pBS24.1, como descrito acima, para providenciar o vector de

express8o pBS24falc4, para express&o secretora em levedura.

Vector de expressdo do Berghei 3
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O Berghei 3 ¢ um gene sintético que conttém regdé&s
delimitadoras amina e carboxi terminal e apenas 2 das 13
repetigBes tandem de oito aminodcidos, que se encontram no
gene CS de P.berghei. As 16 repetig8es QP que seguem as
repetigdes de amino&cidos sdo também eliminadas. A sequéncia
para o gene e os aminodcidos nela codificados esté&o ilustrados

na figura 11.

Ent8o, a construg8o comega na Gly 63 e continua

através da primeira repetigdo PPPPNPND terminando no
aminodcido 100. De notar que os aminoacidos 69-74, publicados
originalmente por Eichinger et al. como PMLRRK, foram mudados
para a sequéncia "correcta" de de la Cruz et al.,ADAPEG. A
segunda repetigdo, PAPPNAND, ¢ derivada da primeira que se
encontra mais a frente na sequéncia. A terminagdo carboxilica
continua ent&o na Gly 239 até¢ & Ser 318. Como se mostra na
figura 12, o gene foi feito com 20 48-mers e 2 28-mers para
facilitar longas sobreposi¢8es na hibridizag¢do do gene. Os
codBes preferidos da levedura foram usados onde possivel, e os
locais de Ncol e Sall incorporados no coddo de iniciagdo 5’ e
no coddo stop 3’, respectivamente.

O gene foi montado através do tratamento por
cinases de cada oligémero, mergulhando-os num tampdo com
ligases e depois dissociando-os a 100 ©°C e deixando-os
arrefecer & temperatura ambiente. A ligase e o ATP foram
adicionados e o gene ligado foi depois cortado com enzimas
restritivas Ncol e SalI, e purificado por electroforese de gel
de agarose

O gene estd previsto para ser expresso no promotor
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regulavel ADH2-GAPDH da levedura para expressdo interna (ver
acima). O Berghei 3 pode também ser expresso através de
secreg¢do por clonagem no pABl25, um vector contendo a

sequéncia promotora/"leader" do factor alfa-ADH2 (ver acima).

Transformag8o da levedura com os vectores de

expressdo do andlogo da proteilna CS

A estirpe AB110 de Saccharomyces cerevisiae (Mat,

leu2-04,0u leu2-3 e leu2-112 (ambos),pep3-4,his4-580,cir®) foli

transformada com o0s vectores de expressdo (& excepgdo da
construgdo de Falc 4) de acordo com Hinnen et al., Proc Natl
Acad Sci (USA) 75:1929-1933 (1978). Colonias de transformantes
simples contendo vectores reguladores ADH2/GAP cresceram em 2
ml de meio selectivo para a leu- (deficiente em leucina) até a
fase log tardia ou fase estaciondria. Apenas as leveduras que
contém tais vectores, crescem neste meio. As culturas foram
subsequentemente diluidas de 1:20 ( v/v ) em YEP ( 1% p/v de
estrato de levedura, 2% p/v de peptona ) com 1% de glucose, e
crescem até & saturagdo ( cerca de 36 h ) neste meio. As
células lisaram na presenga de dodecil sulfato de sodio ( SDS)
e ditiotreitol ( DIT ) e os lisados foram limpos por
centrifugagdo. Os lisados limpos foram sujeitos a
electroforese de gel de poliacrilamida ( Laemmli, U. K.,
Nature (1970) 277:680 ). Apés a coloragdo com Coomassie blue,,
foram observadas bandas de tamanho apropriado em estratos de
transformantes contendo o plasmideo de P.vivax e o plasmideo .

de P.falciparum. Estas bandas foram detectadas nas células

transformadas com os respectivos vectores de  expressdo,
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enquanto se encontram ausentes nos estratos de células
contendo plasmideos de controlo.

Para confirmar a identidade das bandas, as proteinas
foram submetidas a anadlises Western. Os lisados de levedura
limpos e preparados como descrito acima foram sujeitos a
electroforeses em geles de poliacrilamida ( Laemmli, supra ) e
as protelnas foram subsequentemente electrotransferidas em
filtros de nitrocelulose (Towbin et al., Proc Natl Acad. Sci
(USA) (1979) 76:3450). O filtro foi preincubado durante 1 hora
com 1% (BSA) em PBS e subsequentemente tratado com anticorpos
para as proteilnas CS nativas durante 12 horas a 4 °C . Os
filtros foram 1lavados com 1% BSA/PBS e foi adicionado um
segundo anticorpo de cabra anti-rato conjugado com peroxidase
de rabano (ndo puro) ( Bio-Rad Laboratories, Richmond,
California). Finalmente, os filtros foram incubados com um
reagente de desenvolvimento de coloragdo de peroxidase de
rabano (ndo puro) (Bio-Rad, Richmond, California) e lavados.
As andalises da Western mostraram que as proteinas reagiram

com os anticorpos.

Produg8o em leveduras de andlogo da proteina CS

(intracelular) e purificagédo

Os transformantes cresceram em meio selectivo (tanto
para Leu- como para Ura-) para aumentar o numero de copias de
plasmlideo e cresceram, por outro lado, em altas concentragdes
de glucose (8%) para manter reprimida a expressédo.

A levedura passou entdo para um meio de YEP com 2%

de glucose (um meio rico para a expressdo intracelular), onde
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ficou durante 48 horas (a expressdo vé-se a partir das 24
horas).

A levedura foi retirada do meio por filtragdo ou
centrifugagdo e a levedura foi quebrada num tampdo apropriado.
A purificag¢ddo das protelnas foi iniciada através de
precipitag8o selectiva ao calor, apés diluig8o com igual
volume de &gua e o ajuste do pH para 8.0 (a 100 °C durante 20
minutos; isto n&o serve apenas de etapa de purificagfo mas
também de etapa de inibig8o de proteases). O precipitado foi

removido por filtragdo ou centrifuga¢do.

O andlogo da proteina CS no sobrenadante foi de
seguida purificado por cromatografia de troca iénica num
permutador de catides, atraves do abaixamento do pH para 4.0,
de forma a permitir a ligag&o. Apds a lavagem da coluna a pH
5.0, ¢ usado um gradiente de sal para remover selectivamente
as protelnas, incluindo o andlogo da proteina CS. O andlogo &
recolhido, concentrado e sujeito a cromatografia de filtrag&o
molecular.

A  proteina CS purificada foi concentrada e

diafiltrada. Foi armazenada, ou por congelamento a menos 800,

ou por secagem fria, e guardada sem humidade num frasco selado.

Produggo em levedura do andlogo da proteina CS

(secregdo) e purificagédo

Os transformantes cresceram em meio selectivo (tanto
para Leu- como para Ura-) para aumentar o némero de coépias de

plasmideo e cresceram, por outro lado, em altas concentrag8es
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de glucose (8%) para manter reprimida a expressdo.

A levedura passou ent8o para um meio de secre¢do de
levedura com 2% de glucose (baixo nivel de proteinas) e
cresceram durante 90 horas (a express8o vé-se a partir das 36
horas, mas as 90 horas permitem a acumulag8o do andlogo da
proteina CS no meio).

A levedura ¢ removida do meio por filtragdo ou
centrifugagdo, o sobrenadante ¢ retido e o pH é ajustado para
8.0 (NaOH). A purificag8o das protelnas ¢ iniciada por
precipitagdo selectiva ao calor (a 100 °C durante 20 minutos,
O gque ndo serve apenas como etapa de purificagdo mas também
como etapa de inibi¢do das proteases). Este precipitado e
recolhido por filtrag&o ou centrifugagdo,

A purificagdo do andlogo a partir do sobrenadante
foi realizada como acima descrito.

Novas modificag¢Bes de formas de realizagdo do
invento acima descrito que sgo evidentes para os
especializados nos campos da biologia molecular , bioquimica,
imunologia e campos relacionados, incluem-se no esplrito do

invento.

REIVINDICAGOES

]

———
eI

1- Um método de prepara¢ao de um polinucleétido que codifica

uma proteina do circunsporozoito de Plasmodium (CS), caracterizado

pelo facto de compreender:
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- a sintese de uma sequéncia de polinucledtido que codifica,
pelo menos, duas repetigfes da sequéncia repetitiva da proteina CS
nativa, mas que codifica menos repetigSes da sequéncia repetitiva
do que as que estdo presentes na proteina CS nativa, e pelo menos
um epitopo da regido carboxi-terminal, n&o repetitiva, que
flanqueia a proteina CS nativa.

2- Um método, conforme reivindicado na reivindicag8o -1,
caracterizado pelo facto de compreender ainda as fases de:

(a) sintese ou obteng&o de uma sequéncia nucleotidica amina
terminal que codifica, pelo menos, um epitopo da regifo amina
terminal, n&o repetitiva, que fl;nqueia a proteina CS nativa;

(b) ligag&o & extremidade 3’ da sequéncia nucleotidica amina
terminal, de uma sequéncia nucleotidica interna que codifica pelo
menos, duas repetigfes de uma sequéncia repetitiva da proteina CS
nativa, mas que codifica menos repetigSes da referida sequéncia
repetitiva, do que as que estdo presentes na proteina CS nativa; e

(c) ligagdo a extremidade 3’ da sequéncia nucleotidica
interna de uma sequéncia nucleotidica carboxi - terminal,
que codifica, pelo menos, um epitopo da regi8io n8o repetitiva
carboxi-terminal, que flanqueia a proteina CS nativa.

3- Um método, conforme reivindicado na reivindicag¢8o 2,
caracterizado ainda pelo facto de na fase (a) a sequehcia
nucleotidica amina terminal codificar, pelo menos, os amino&cidos
23 a 76 da proteina CS nativa do P, vivax e, na fase (b) a
sequéncia nucleotidica interna codifica ambos os tipos  de
sequéncias repetitivas da proteina CS nativa do P. vivax, e
existindo 2 a 18 repetigBes de sequéncias repetitivas, e

na fase (¢) a sequéncia nucleotldica carboxi terminal codifica,
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pelo menos, os aminodcidos 264 a 318 da proteina CS nativa do P.
vivax.

4- Um método, conforme reivindicado na reivindicag8do 2,
caracterizado pelo facto de, na fase (a), a sequéncia nucleotidica
amina terminal codificar, pelo menos, os aminoacidos 23 a 91 da
proteina CS nativa do P.vivax e, em que, na fase (b) a sequéncia
nucleotidica interna codifica ambos os tipos de sequéncias
repetitivas da proteina CS nativa do P. vivax, e existindo 2 a 10
repetigdes de sequéncias repetitivas, e, na fase (c) a sequéncia
nucleotidica carboxi-terminal codifica, pelo menos, os aminoacidos
264 a 335 da protelna CS nativa do P. vivax.

5- Um método, conforme reivindicado na reivindicag¢do 2,
caracterizado pelo facto de, na fase (a), a sequéncia nucleotidica
amina terminal codificar, pelo ﬁenos, os aminoacidos 107 a 123 da
proteina CS nativa do P. falciparum, e, na fase (b) a sequéncia
nucleotidica interna codificar ambos os tipos de sequéncias
repetitivas da proteina CS nativa do P. falciparum, e existindo 2
a 40 repetiges de sequéncias repetitivas, e, na fase (c) a
sequéncia nucleotidica carboxi-terminal codifica, pelo menos, os
aminodcidos 289 a 374 da proteina CS nativa do P. falciparum.

6- Um método, conforme reivindicado na reivindicagdo 2,
caracterizado também pelo facto de, na fase (a), a sequéncia
nucleotidica amina terminal codificar, pelo menos, os aminoadcidos
68 a 123 da proteina CS nativa do P. falciparum, e, na fase (b) a
sequéncia nucleotidica interna codificar ambos os tipos °de
sequéncias repetitivas da proteina CS nativa do P. falciparum, e
existindo 2 a 20 repetig®es da sequéncia repetitiva, e, na fase

(¢); a sequencia nucleotidica carboxi-terminal codificar, pelo
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menos, os aminodcidos 289 a 374 da proteina CS nativa do P.
falciparﬁm.

7- Um método, conforme reivindicado na reivindicagdo 2,
caracterizado pelo facto da sequéncia polinucleotidica codificar
a sequéncia de aminoacidos representada nas Figuras 1, 5, 8, 10 ou
11.

8- Um método para a preparagdo de um vector de expressdo para
a expressdo de um andlogo imunogénico da proteina CS do
Plasmodium, numa célula, caracterizado pelo facto de compreender:

(a) a sintese de uma sequéncia polinucleotidica, conforme
reivindicado nas reivindicag8es de 1 a 7; e

(b) a ligagd8o de sequéncias de controlo , unidas, de modo
operavel, a sequéncia polinucleotidica, e eficazes na
condugdo da expressdo da sequéncia nucleotidica do andlogo da
proteina, na célula,

9- Um método para a preparagdo de uma célula recombinante
capaz de produzir um analogo da proteina CS do Plasmodium,
caracterizado pelo facto de compreender a inserg¢do do vector de
expressdo da reivindicagdo é numa célula hospedeira compativel.

10- Um método para a'prepara¢ao de um andlogo imunogénico da
protelna CS do Plasmodium , caracterizado pelo facto de
compreender o crescimento da célula, conforme reivindicado na
reivindicag¢8o 8, sob condig8Bes que permitam a produgso da proteina
codificada pelo polinucleétido,

11- Um método para a preparagdio de uma vacina contra a
malaria, caracterizado pelo facto de compreender:

(a) a obtengdo de uma quantidade de um analogo imunogénico da

proteina CS do plasmodium, preparado pelo método da reivindicagao
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(b) misturar o andlogo da proteina CS do plasmodium com um

velculo farmaceuticamente aceitavel.

Lisboa, 10 de Abril de 1990
PELG ABENTE WFIGIL on DRDTTIZTACE DHUSTRIAL
fi;
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FIG. |

MetGlyHisAsnValAspLeuCysLysAlaIléAsnLeuAsnGluValAspAlaSerSer
ATGGGTCACAACGTAGATTTGTGTAAGGCTATCAACTTGAACGAAGTTGACGCTAGCTCT
TACCCAGTGTTGCATCTAAACACATTCCGATAGTTGAACTTGCTTCAACTGQGATCGAGA

1 NCOI, 54 NHEI,

LeuGlyAlaAlaHisValGlyGlnSerAlaSerArgGlyArgGlyLeuGlyGluAsnPro
TTGGGTGCTGCTCACGTTGGTCAATCTGCTTCTAGAGGTAGAGGTTTGGGTGAAAACCCA
AACCCACGACGAGTGCAACCAGTTAGACGAQGATCTCCATCTCCAAACCCACTTTTGGGT

93 XBAI,

AspAspGluGluGlyAspAlaLysLysLysLysAspGlyLysLysAlaGluProLysAsn
GACGACGAAGAAGGTGACGCTAAGAAGAAGAAGGACGGTAAGAAGGCTGAACCAAAGAAC
CTGCTGCTTCTTCCACTGCGATTCTTCTTCTTCCTGCCATTCTTCCGACTTGGTTTCTTG

ProArgGluAsnLysLeuLysGlnProArgAspArgAlaAspGlyGlnProAlaGlyAsp
CCTCGAGAAAACAAGTTGAAGCAACCAAGAGACAGAGCTGACGGTCAACCAGCTGGTGAT
GGAGCTCTTTTGTTCAACTTCGTTGGTTCTCTGTCTCGACTGCCAGTTGGTCGACCACTA

184 XHOI, 232 PVU2,
ArgAlaAlaGlyGlnProAlaGlyAsnGlyAlaGlyGlyGlnAlaAlaGlyGlyAsnAla
AGGGCCGCTGGCCAGCCTGCCGGCAACGGTGCTGGTGGTCAAGCCGCGGGTGGTAACGCT
TCCCGGCGQCCGGTCGGAQGGCCGTTGCCACGACCACCAGTTCQGCGCCCACCATTGCGA
251 BALI, 261 NAEI, 286 SAC2,
GlyGlyGlyGlnGlyGlnAsnAsnGluGlyAlaAsnAlaProAsnAlaLysServalLys

GGTGGTGGTCAAGGTCAAAACAACGAAGGTGCTAACGCTCCAAACGCTAAGTCTGTTAAG
CCACCACCAGTTCCAGTTTTGTTGCTTCCACGATTGCGAGGTTTGCGATTCAGACAATTC

GluTyrLeuAspLysLeuGluThrThrvalGlyThrGluTrpThrProCysServalThr
GAATACTTGGACAAGTTGGAAACCACCGTTGGTACCGAATGGACCCCATGTTCTGTTACC
CTTATGAACCTGTTCAACCTT?GGTGGCAAQCATGGCTTACCTGGGGTACAAGACAATGG
384 HGIE2, 393 KPNI,
CysGlyValGlyValArgValArgSerArgvalAsnAlaAlaAsnLysLysProGluAsp
TGTIGGTGTTGGTGTTAGAGTTAGATCCAGAGTTAACGCTGCTAACAAGAAGCCAGAAGAT
ACACCACAACCACAATCTCAATCTAGGTCTQAATTGCGACGATTGTTCTTCGGTCTTCTA
453 HPAI, 479 BGL2,

LeuAM Ser

CTATAGTCGAC

GATATCAGCTG

488 SALI,
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CATGGGTCACAACGTAGATTTGTGTAA

GGCTATCAACTTGAACGAAGTTGACGCTAGCTCTTTGGGTGCTGCT
CACGTTGGTCAATCTGCTTCTAGAGGTAGAGGTTTGGGTGAAAACC
CAGACGACGAAGAAGGTGACGCTAAGAAGAAGAAGGACGGTAAGAA
GGCTGAACCAAAGAACCCTCGAGAAAACAAGTTGAAGCAACCAAGA
GACAGAGCTGACGGTCAACCAGCTGGTGATAGGGCCGCTGGCCAGC
CTGCCGGCAACGGTGCTGGTGGTCAAGCCGCGGGTGGTAACGCTGG
TGGTGGTCAAGGTCAAAACAACGAAGGTGCTAACGCTCCAAACGCT
AAGTCTGTTAAGGAATACTTGGACAAGTTGGAAACCACCGTTGGTA
CCGAATGGACCCCATGTTCTGTTACCTGTGGTGTTGGTGTTAGAGT
TAGATCCAGAGTTAACGCTGCTAACAAGAAGCCAGAAGATCTATAG
CAACTTCGTTCAAGTTGATAGCCTTACACAAATCTACGTTGTGACC
CTAGAAGCAGATTGACCAACGTGAGCAGCACCCAAAGAGCTAGCGT
AGCGTCACCTTCTTCGTCGTCTGGGTTTTCACCCAAACCTCTACCT
CTCGAGGGTTCTTTGGTTCAGCCTTCTTACCGTCCTTCTTCTTCTT
GCTGGTTGACCGTCAGCTCTGTCTCTTGGTTGCTTCAACTTGTTTT
ACCACCAGCACCGTTGCCGGCAGGCTGGCCAGCGGCCCTATCACCA
CGTTGTTTTGACCTTGACCACCACCAGCGTTACCACCCGCGGCTTG
TCCAAGTATTCCTTAACAGACTTAGCGTTTGGAGCGTTAGCACCTT
AACAGAACATGGGGTCCATTCGGTACCAACGGTGGTTTCCAACTTG
TAGCAGCGTTAACTCTGGATCTAACTCTAACACCAACACCACAGGT
TCGACTATAGATCTTCTGGCTTCTTGT

Vivax 3

Sall

12%46 13*%46 14%46 15%46 16%46 17*%46 18*46 19%46 20%46 21%46 22%27

FIG. 2
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FIG. 5

23 41

MetGlyHisAanalAspLeuCysLysAlaIleAsnLeuAsnGluValAspAlaSerSer
ATGGGTCACAACGTAGATTTGTGTAAGGCTATCAACTTGAACGAAGTTGACGCTAGCTCT
TACCCAGTGTTGCATCTAAACACATTCCGATAGTTGAACTTGCTTCAACTGQGATCGAGA

1 NCOI, 54 NHEI, 61
LeuGlyAlaAlaHisValGlyG1nSerAlaSerArgGlyArgGlyLeuGlyGluAsnPro
TTGGGTGCTGCTCACGTTGGTCAATCTGCTTCTAGAGGTAGAGGTTTGGGTGAAAACCCA
AACCCACGACGAGTGCAACCAGTTAGACGA@GATCTCCATCTCCAAACCCACTTTTGGGT

93 XBAI, a1
AspAspGluGluGlyAspAlaLysLysLysLysAspGlyLysLysAlaGluProLysAsn
GACGACGAAGAAGGTGACGCTAAGAAGAAGAAGGACGGTAAGAAGGCTGAACCAAAGAAC
CTGCTGCTTCTTCCACTGCGATTCTTCTTCTTCCTGCCATTCTTCCGACTTGGTTTCTTG

ProArgGluAsnLysLeuLysGlnProGlyAspArgAlaAspGlyGlnProAlaGlyAsp
CCTCGAGAAAACAAGTTGAAGCAACCAGGAGACAGAGCTGACGGTCAACCAGCTGGTGAT
GgAGCTCTTTTGTTCAACTTCGTTGGTCCTCTGTCTCGACTGCCAGTTGQTCGACCACTA

184 XHOI, 232 pvu2,

264 275
ArgAlaAlaGlyGlnProAlaGlyAsnGlyAlaGlyGlyGlnAlaAlaGlyGlyAsnAla
AGGGCCGCTGGCCAGCCTGCCGGCAACGGTGCTGGTGGTCAAGCCGCGGGTGGTAACGCT
TCCCGGCGQCCGGTCGGAQGGCCGTTGCCACGACCACCAGTTCQGCGCCCACCATTGCGA

251 BALI, 261 NAEI, 286 SAC2, 295
GlyGlyGlnGlyGlnAsnAsnG1uGlyAlaAsnAlaProAsnGluLysSerValLysGlu
GGTGGTCAAGGTCAAAACAACGAAGGTGCTAACGCTCCAAACGAGAAGTCTGTTAAGGAA
CCACCAGTTCCAGTTTTGTTGCTTCCACGATTGCGAGGTTTGCTCTTCAGACAATTC%{%
TereuAspLysvalArgAlaThfvalGlyThrGluTrpThrProCysSerValThrCys
TACTTGGACAAGGTTAGAGCTACCGTTGGTACCGAATGGACCCCATGTTCTGTTACCTGT
ATGAACCTGTTCCAATCTCGATGGCAAQCATGGCTTACCTGGGGTACAAGACAATGGACA

390 KPNI, 335

GlyValGlyValArgvalArgserArgvalAsnAlaAlaAsnLysLysProGluAspLeu
GGTGTTGGTGTTAGAGTTAGATCCAGAGTTAACGCTGCTAACAAGAAGCCAGAAGATCTA

CCACAACCACAATCTCAATCTAGGTCTQAATTGCGACGATTGTTCTTCGGTCTECTAGAT
450 HPAI, 476 BGL2,

AM Ser

TAGTCGAC

ATCAGCTG

485 SALI,

Ry
%
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Oligonucledtidos Sintéticos para o Vivax3.l

5' ‘ 3!
5-28 TCGAGAAAACAAGTTGAAGCAACCAGGA
8-43 TGGTCAAGGTCAAAACAACGAAGGTGCTAACGCTCCAAACGAG
9-43 AAGTCTGTTAAGGAATACTTGGACAAGGTTAGAGCTACCGTTG
16*47 GCTGGTTGACCGTCAGCTCTGTCTCCTGGTTGCTTCAACTTGTTTTC
18%43 CGTTGTTTTGACCTTGACCACCAGCGTTACCACCCGCGGCTTG
19*46 TCCAAGTATTCCTTAACAGACTTCTCGTTTGGAGCGTTAGCACCTT
20*24 GTACCAACGGTAGCTCTAACCTTG

6-46 _7-46
S 7
5-28%,17%46,78.43 _9-43
N/
16%47 7 18%43 19%46 20%24

Xhol Asp718 Corregdo do Vivax 3.1

FIG. 6
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FIG. 8

61
43
MetAlaGlyThrAsnLeuTyrAsnGluLeuGluMetAsnTyrTyrGlyLysGlnGluAsn
ATGGCTGGTACCAACTTGTACAACGAATTGGAAATGAACTACTACGGTAAGCAAGAAAAC
TACCGACCATGGTTGAACATGTTGCTTAACCTTTACTTGATGATGCCATTCGTTCTTTTG

1 NCOI, 9 KPNI, o1
TrpTyrSerLeulysLysAsnSerArgSerLeuGlyGluAsnAspAspAlaAsnAsnAsn
TGGTACTCTTTGAAGAAGAACTCTAGGTCTTTGGGTGAAAACGATGACGCTAACAACAAC
ACCATGAGAAACTTCTTCTTGAGATCCAGAAACCCACTTTTGCTACTGCGATTGTTGTTG

101
AsnGlyAspAsnGlyArgGluGlyLysAspGluAspLysArgAspGlyAsnAsnGluAsp
AACGGTGACAACGGTAGAGAAGGTAAGGACGAAGACAAGAGAGACGGTAACAACGAAGAC
TTGCCACTGTTGCCATCTCTTCCATTCCTGCTTCTGTTCTCTCTGCCATTGTTGCT?E;%

AsnGluLysLeuArgLysProLysHisLysLysLeuLysGlnProGlyAspGlyAsnPro
AACGAAAAGTTGAGAAAGCCAAAGCACAAGAAGCTTAAGCAACCAGGTGACGGTAACCCA
TTGCTTTTCAACTCTTTCGGTTTCGTGTTC;TCQAATTCGTTGGTCCACTGQCATTGGGT

213 HIND3, 216 AFL2, 234 BSTEZ,

289290
AspProAsnAlaAsnProAsnvValAspProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnLys
GACCCAAACGCTAACCCAAACGTGGATCCTAACGCCAACCCTAATGCTAATCCAAACAAG
CIGGGTTTGCGATTGGGTTTGCACCTAGGATTGCGGTTGGGATTACGATTAGGTTTGTTC

266 BAMHI,

310
AsnAsnGlnGlyAsnGlyGlnGlyHisAsnMetProAsnAspProAsnArgAsnvValaAsp
AACAACCAAGGTAACGGTCAAGGTCACAACATGCCAAACGACCCAAACAGAAACGTTGAC
TTGTTGGTTCCATTGCCAGTTCCAGTGTTGTACGGTTTGCTGGGTTTGTCTTTGCAAggg
GluAsnAlaAsnAlaAsnAsnAlavValLysAsnAsnAsnAsnGluGluProSerAspLys
GAGAACGCTAACGCTAACAACGCTGTTAAGAACAACAACAACGAAGAACCATCTGACAAG
CTCTTGCGATTGCGATTGTTGCGACAATTCTTGTTGTTGTTGCTTCTTGGTAGACTG?E%
HisIleGluGlnTyrLeuLysLysIleLysAsnSerIleSerThrGluTrpSerProCys
CACATCGAACAATACTTGAAGAAGATCAAGAACTCTATCTCTACCGAATGGTCTCCATGT
GTGTAGCTTGTTATGAACTTCTTCTAGTTCTTGAGATAGAGATGGCTTACCAGAGGTACA

370
SerValThrCysGlyAsnGlyIleGlnValArgIleLysProGlySerAlaAsnLysPro
TCTGTTACCTGTGGTAACGGTATCCAAGTTAGAATCAAGCCAGGTTCTGCTAACAAGCCT
AGACAATGGACACCATTGCCATAGGTTCAATCTTAGTTCGQTCCAAGACGATTGTTCGGA

523 ALWN1, 540 MST2,
374
LysAspGluLeuAM Ser
AAGGACGAATTGTAGTCGAC
TTCCTGCTTAACATCAQCTG

557 SAaLI,
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Oligonucleotidos Sintéticos para Falc3

S!

7-48

10-48
11-48
12-48
13*48
14*48
15*48
16*48
17*48
18%48
19+%48
20*48
21%48
22%48
23%48
24*28

1-28  2-48

. 3
CATGGCTGGTACCAACTTGTACAACGAA :
TTGGAAATGAACTACTACGGTAAGCAAGAAAACTGGTACTCTTTGAAG
AAGAACTCTAGGTCTTTGGGTGAAAACGATGACGCTAACAACAACAAC
GGTGACAACGGTAGAGAAGGTAAGGACGAAGACAAGAGAGACGGTAAC
AACGAAGACAACGAAAAGTTGAGAAAGCCAAAGCACAAGAAGCTTAAG
CAACCAGGTGACGGTAACCCAGACCCAAACGCTAACCCAAACGTGGAT
CCTAACGCCAACCCTAATGCTAATCCAAACAAGAACAACCAAGGTAAC
GGTCAAGGTCACAACATGCCAAACGACCCAAACAGAAACGTTGACGAG
AACGCTAACGCTAACAACGCTGTTAAGAACAACAACAACGAAGAACCA
TCTGACAAGCACATCGAACAATACTTGAAGAAGATCAAGAACTCTATC
TCTACCGAATGGTCTCCATGTTCTGTTACCTGTGGTAACGGTATCCAA
GTTAGAATCAAGCCAGGTTCTGCTAACAAGCCTAAGGACGAATTGTAG
CTTACCGTAGTAGTTCATTTCCAATTCGTTGTACAAGTTGGTACCAGC
TTCACCCAAAGACCTAGAGTTCTTCTTCAAAGAGTACCAGTTITTCITG
CTTACCTTCTCTACCGTTGTCACCGTTGTTGTTGTTAGCGTCATCGTT
TCTCAACTTTTCGTTGTCTTCGTTGTTACCGTCTCTCTTGTCTTCGTIC
GTCTGGGTTACCGTCACCTGGTTGCTTAAGCTTCTTGTGCTTTGGCTT
ATTAGCATTAGGGTTGGCGTTAGGATCCACGTTTGGGTTAGCGTTTGG
GTTTGGCATGTTGTGACCTTGACCGTTACCTTGGTTIGTTCTIGTTTGG
AACAGCGTTGTTAGCGTTAGCGTTCTCGTCAACGTTICTGTTITGGGTC
GTATTGTTCGATGTGCTTGTCAGATGGTTCTTCGTTGTTGTTGTTCTT
AGAACATGGAGACCATTCGGTAGAGATAGAGTTCTTGATCTTCTTCAA
AGCAGAACCTGGCTTGATTCTAACTTIGGATACCGTTACCACAGGTAAC
TCGACTACAATTCGTCCTTAGGCTTGTT

"Falc 3

3-48 4-48 5-48 648 7-48 8-48 9-48 10-48 11-48 12-48

Sall

13%48 14%48 15%48 16%48 17*48 18%48 19%48 20%48 21%48 22%48 23%48 24*28

FIG. 9
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[P FIG. 10 83

LeuAspLysArgAsnSerArgSerLeuGlyGluAsnAspAspAlaAsnAsnAsnAsnGly
CTAGATAAAAGAAACTCTAGGTCTTTGGGTGAAAACGATGACGCTAACAACAACAACGGT
GATCTATTTTCTTTGAGATCCAGAAACCCACTTTTGCTACTGCGATTGTTGTTGTTGCCA

1 XBAI,

103
AspAsnGlyArgGluGlyLysAspGluAspLysArgAspGlyAsnAsnGluAspAsnGlu
GACAACGGTAGAGAAGGTAAGGACGAAGACAAGAGAGACGGTAACAACGAAGACAACGAA
CTGTTGCCATCTCTTCCATTCCTGCTTCTGTTCTCTCTGCCATTGTTGCTTCTGTTGCTT

123
LysLeuArgLysProlLysHisLysLysLeulysGlnProGlyAspGlyAsnProAspPro
AAGTTGAGAAAGCCAAAGCACAAGAAGCTTAAGCAACCAGGTGACGGTAACCCAGACCCA
TTCAACTCTTTCGGTTTCGTGTTCTTCGAATTCGTTGGTCCACTGCCATTGGGTCTGGGT

146 HIND3, 149 AFL2, 167 BSTE2,

289 292
AsnAlaAsnProAsnValAspProAsnAlaAsnProAsnAlaAsnProAsnLysAsnAsn
AACGCTAACCCAAACGTGGATCCTAACGCCAACCCTAATGCTAATCCAAACAAGAACAAC
TTGCGATTGGGTTTGCAQCTAGGATTGCGGTTGGGATTACGATTAGGTTTGTTCTTGTTG

199 BAMHI, 312
GlnGlyAsnGlyGlnGlyHisAsnMetProAsnAspProAsnArgAsnvValAspGluAsn
CAAGGTAACGGTCAAGGTCACAACATGCCAAACGACCCAAACAGAAACGTTGACGAGAAC
GTTCCATTGCCAGTTCCAGTGTTGTACGGTTTGCTGGGTTTGTCTTTGCAACTGCTCTITG

332
AlaAsnAlaAsnAsnAlaValLysAsnAsnAsnAsnGluGluProSerAsplysHisIle
GCTAACGCTAACAACGCTGTTAAGAACAACAACAACGAAGAACCATCTGACAAGCACATC
CGATTGCGATTGTTGCGACAATTCTTGTTGTTGTTGCTTCTTGGTAGACTGTTCGTGg?%
GluGlnTyrlLeuLysLysIleLysAsnSerIleSerThrGluTrpSerProCysServal
GAACAATACTTGAAGAAGATCAAGAACTCTATCTCTACCGAATGGTCTCCATGTTCTGTT
CTTGTTATGAACTTCTTCTAGTTCTTGAGATAGAGATGGCTTACCAGAGGTACAAGACAA

372
ThrCysGlyAsnGlyIleGlnValArgIleLysProGlySerAlaAsnLysProLysASp
ACCTGTGGTAACGGTATCCAAGTTAGAATCAAGCCAGGTTCTGCTAACAAGCCTAAGGAC
TGGACACCATTGCCATAGGTTCAATCTTAGTTCG§TCCAAGACGATTGTTCQGATTCCTG

456 ALWN1l, 473 MSTZ2,

392

GluLeuAspTyrGluAsnAspAsnGluLysLysIleCysLysMetGluLysCysSerSer
GAATTGGACTACGAAAACGACAACGAAAAGAAGATTTGTAAGATGGAAAAGTGTTCTTCC
CTTAACCTGATGCTTTTGCTGTTGCTTTTCTTCTAAACATTCTACCTTTTCACAAGAAGS

AM Ser
TAGTCGAC
ATCAGCTG

544 saLI,
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FIG. 11

MetGlyGlnAsnLysIlelleGlnAlaGlnArgAsnLeuAsnGluLeuCysTyrAsnGlu
ATGGGTCAAAACAAGATTATCCAAGCCCAAAGAAACTTGAACGAATTGTGTTACAACGAA
TACCCAGTTTTGTTCTAATAGGTTCGGGTTTCTTTGAACTTGCTTAACACAATGTTGCTT

1 NCOI,

GlyAsnAspAsnLysLeuTyrHisValLeuAsnSerLysAsnGlyLysIleTyrAsnArg
GGTAACGACAACAAGTTGTACCACGTCTTGAACTCTAAGAACGGTAAGATTTACAACAGA
CCATTGCTGTTGTTCAACATGGTGCAGAACTTGAGATTCTTGCCATTCTAAATGTTGTCT

AsnThrValAsnArgLeuleuAlaAspAlaProGluGlyLysLysAsnGluLysLysAsn
AACACTGTCAACAGATTGTTGGCCGACGCTCCAGAAGGTAAGAAGAACGAAAAGAAGAAC
TTGTGACAGTTGTCTAACAACCGGCTGCGAGGTCTTCCATTCTTCTTGCTTTTCTTCTTG

GluLysIleGluArgAsnAsnLysLeuLysGlnProProProProProAsnProAsnAsp
GAAAAGATTGAAAGAAACAACAAGTTGAAGCAACCACCACCACCCCCCAACCCAAACGAC
CTTTTCTAACTTTCTTTGTTCTTCAACTTCGTTGGTGCTGGTGCCGGGTTGGGTTTGCTG

ProAlaProProAsnAlaAsnAspGlyGlyAsnAsnAsnAsnLysAsnAsnAsnAsnAsp
CCAGCTCCACCAAACGCTAACGACGGTGGTAACAACAATAATAAGAACAACAATAATGAC
GGTCCGAGEGTCECTTTGCGATTGCTGCCACCATTGTTGTTATTATTCTTGTTGTTATTACTG

AspSerTyrIleProSerAlaGluLysIleLeuGluPheVallysGlnIleArgAspSer
GACTCTTACATCCCATCTGCTGAAAAGATCTTGGAATTCGTTAAGCAAATCAGAGACTCT
CTGAGAATGTAGGGTAGACGACTTTTCTAGAACCTTAAGCAATTCGTTTAGTCTCTGAGA

328 BGL2, 336 ECORI,

IleThrGluGluTrpSerGlnCysAsnValThrCysGlySerGlyIleArgValArgLys
ATTACCGAAGAATGGTCCCAATGTAACGTCACCTGTGGTTCTGGTATCAGAGTTAGAAAG
TAATGGCTTCTTACCAGGGTTACATTGCAGTGGACACCAAGACCATAGTCTCAATCTTTC
ArgLysGlySerAsnLysLysAlaGluAspLeuThrLeuGluAspIleAspThrGlulle

AGAAAGGGTTCTAACAAGAAGGCCGAAGACTTGACTTTGGAAGACATCGACACTGAAATC
TCTTTCCCAAGATTGTTCTTCCGGCTTCTGAACTGAAACCTTCTGTAGCTGTGACTTTAG

424 XMNI,
CysLysMetAsplysCysSerSerAM
TGTAAGATGGACAAGTGTTCTTCTTAGTCGAC
ACATTCTACCTGTTCACAAGAAGAATCAGCTG
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FIG. 12 Berdhel 2
MetGlyGlnAsnLysIleIleGlnAlaGlnArgAsnLeuAsnG1uLeuCysTyrAsnGluGlyAsnAspAsnLys 25
5 28 3'5! 2~-48 3!

| -
CATGGGTCAAAACAAGATTATCCAAGCCCAAAGAAACTTGAACGAATTGTGTTACAACGAAGGTAACGACAACAAG
CCAGTTTTGTTCTAATACGTTCGGGTTTCTTTGAACTTGCTTAACACAATG TTGCTTCCATIGOTGTTGTTC
"4

Neo} i2 5131 13748
5}euTyrHisValLiyﬁi?SerLysAsnGlyLysI1eTyrAsnArgAsggﬁrValAsnArgLeuLﬁgaggAspA1a 50

TTGTACCACGTCTTGAACTCTAAGAACGGTAAGATTTACAACAGAAACACTGTCAACAGATTGTTGGCCGACGCT
AACATGGTGCAGAACTTGAGATTQT?GCCATTCTAAATGTTG?gTTTGTGACAGTTGTCTAACAACCGGCng?A
5'3 *48

ProGluGlyLysLysAsnG%ﬁgysbysASnGluLysI1eGluAE?AsnAsnLysLeuLysGlnPro|Pﬁﬁgfopro 75
-48
CCAGAAGGTAAGAAGAACGAAAAGAAGAACGAAAAGATTGAAAGAAACAACAAGTTGAAGCAACCA CCACCACCC

GGTCTTCCATTCTTCTTGCTTTTCTTCTTGCTTTTCTAACTTICTT TG TTGTTCAACTTCGTTGET GGTgSTGGG

1548 §'3! 16"
ProAsnProAszzfplProAlaProProAsnAlaAsnAsp|G%Xg}yhsnAsnAsnAsnLysAipﬁgnAsnAsnAsp 100
CCCAACCCAAACGAC CCAGCTCCACCCAACGCTAACGAC GGTGGTAACAACAATAATAAGAACAACAATAATGAC

GGGTTGGGTTTGCTG GGTCGAGGTGGGTTGCGATTECTG CCACCBTTGTTGTTATTATTCTTGTTG??ATTACTG
: 5'3t 1748 5!

AapSerTyrIlepﬁﬁggralaGluLysIleL%uGluPheValLysGlnIleArgAspSerIﬁggyrGluGluTrp 125
GACTCTTACATCCCATCTGCTGAAAAGATCTTGGAATTCGTTAAGCAAATCAGAGACTCTATTACCGAAGAATGG

CTGAGAATGTAGGGTAGACGACTTTLCTAGAACCTTAAGCAATTCGTTTAGTCTCTGAGATAATGGCTTCTTACC
18*48 Bgl 2 EcoRl 53! 19748

'y, SersirgafhanalThrCysGlySerGIyIlehigg?lhquysArgLysGlySerﬁznﬁﬁfLysAlaGluAsp 150

TCCCAATGTAACGTCACCTGTGGTTCTGGTATCAGAGTTAGARAGAGAAAGGGTTCTAACAAGAAGGCCGAAGAC
AGGGTTACATT%%?GTGGACACCAAGACCATAGTCTCAATCTTTCTCTTTCCCAAGATTGTTCTTCCGGCTTCTG
5 20448 5'3!

LeuThrL%?g}uAspIleAspThrGluIleCysLysMetAspLySCySSerSersTgf 168
! |

TTGACTTTGGAAGACATCGACACTGAAAiETGTRAGATGGACAAGTGTTCTTCTTAG
AACTGAAACCTTCTGTAGCTGTGACTTTAGACATTCTACCTGTTCACAAGAAGAATCAGCT
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RESUMO

7432 M 0199 19%0/04/10 16:42:01 PAT, 93721 U

>
"ANAT,0GOS DA PROTEINA DO CIRCUNSPOROZOITO DE PLASMODIUM

DESPROVIDO DE ALGUMAS SEQUENCIAS REPETITIVAS"

Esta inveng&o refere-se a andlogos imunogénicos
recombinantes de proteinas do circunsporozoito de Plasmodium
(CS), tteis como vacinas de subunidades contra a maléaria,
aos quais faltam um ou mais dos epitopos repetitivos da
proteina CS nativa, mas que possuem, pelo menos, um epitopo
flanqueador n&o repetitivo de cada uma das regites
flanqueadoras amino-terminal e carboxi-terminal, da proteina

CS nativa.
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