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RESUMO
"VACINAS COMBINADAS CONTRA A MENINGITE"
A adigao de um conjugado de Hib a conjugados

meningocdécicos potencia a actividade global contra o

serogrupo W135 de meningococos.



DESCRICAO

"VACINAS COMBINADAS CONTRA A MENINGITE"

Campo técnico

A presente invengao refere-se a imunizagao contra meningite
bacteriana, e particularmente a imunizacao combinada contra

meningite bacteriana produzida por multiplos patogénios.

Técnica anterior

A N. meningitidis é um patogénio humano Gram-negativo
nao mdével que coloniza a faringe e causa meningite (e,
ocasionalmente, septicemia em auséncia de meningite). Causa
tanto doenga endémica como epidémica. Apds a introdugao da
vacina conjugada contra Haemophilus influenzae de tipo b
(Hib), a N. meningitidis €& a principal causa de meningite
bacteriana em E.U.A. Um terceiro patogénio responsavel pela
meningite bacteriana é Streptococcus pneumoniae, mas agora
estd disponivel uma vacina eficaz (PrevNar™ [1]). Do mesmo
modo gue a vacina contra Hib, a vacina pneumocdécica baseia-
se em antigénios sacarideos capsulares conjugados.

Com base no polissacdarido capsular do organismo foram
identificados diversos serogrupos de N. meningitidis que
incluem (A, B, C, H, I, K, L, 29E, W135, X, Y e 2Z). O
serogrupo A € o patogénio quase sempre implicado na doenga
epidémica no Africa subsaariana. Os serogrupos B e C s&o
responsaveis pela grande maioria dos casos nos Estados
Unidos e na maioria dos paises desenvolvidos. Os serogrupos
W135 e Y sdo responsaveis pelo resto dos casos nos Estados
Unidos e paises desenvolvidos. Embora o polissacarido
capsular seja um imunogénio protector eficaz, cada

serogrupo requer um antigénio sacarideo separado, e esta



solucdo nao é adequada para imunizar contra o serogrupo B.
Portanto, O sucesso recente com vacinas de sacaridos
conjugados contra o) Serogrupo C (Menjugate™ (21,
Meningitec™ e NeisVac-C™) nao teve impacto sobre a doenga
produzida pelos serogrupos A, B, W135 ou Y; pelo contrario,
apresentam uma pressao selectiva para a emergéncia destes
serogrupos como causa principal de doenca meningocdcica.

Ha muitos anos que se conhece uma vacina tetravalente
injectdvel de polissacaridos capsulares dos serogrupos A,
C, Y e W35 [3,4] e estda autorizada para utilizacao em
seres humanos. Os polissacaridos nesta vacina estéo
presentes sem estarem conjugados e numa relagao de peso
1:1:1:1 [5] com 50 pg de cada polissacarido purificado.
Embora seja eficaz em adolescentes e adultos, induz uma ma
resposta imune e curta duracao da protecgao e nao pode ser
utilizado em lactantes [por exemplo, ref. 6]. Além disso,
as vacinas tém a desvantagem de requerer a reconstituicao a
partir de formas liofilizadas no momento de utilizacgéao.

Uma vacina demonstrou ser elusiva para o serogrupo B.
Foram testadas vacinas com base em vesiculas da membrana
externa [por exemplo, ref. 7], mas a protecgdo esta
normalmente restringida a estirpe usada para preparar a
vacina.

Portanto, continua a existir a necessidade de uma
vacina que proteja contra os serogrupos A, C, WI35 e Y
meningocdcicos em criancas, e também uma gue nao necessite
de reconstituicdo antes da administragcao. Além disso,
continua a existir a necessidade de uma vacina que proteja
amplamente contra o serogrupo B.

O documento WO 02/00249 descreve uma composicao de
vacina multivalente, um conjugado do polissacarido capsular
de H. influenzae de tipo b e dois ou mais polissacaridos

bacterianos adicionais.



O documento WO 2004/067030 divulga uma composigao
imunogénica injectavel que compreende sacaridos capsulares
de pelo menos dois dos serogrupos A, C, W 135 e Y de
Neisseria meningitidis. 0Os sacaridos capsulares estéo
conjugados com proteina(s) transportadora(s) e/ou sao
oligossacaridos. na composicdo, (i) a composicdo compreende
<50 pg de sacarido meningocdécico por dose e/ou (ii) a
composicao compreende além disso um antigénio de um ou mais
do (a) serogrupo B de N. meningitidis; (b) Haemophilus
influenzae de tipo b; e/ou (c) Streptococcus pneumoniae. Os
antigénios sacarideos nas composigdes estdo geralmente

conjugados com um veiculo.

Divulgacdo da invencgéao

A invencgao satisfaz todas estas diversas necessidades
e baseia-se em oito descobertas separadas. Primeiro, os
inventores descobriram que 0s sacaridos capsulares
conjugados dos serogrupos C, W135 e Y meningocdcicos sao
seguros e imunogénicos em sSeres humanos gquando @ sao
combinados numa dose Unica. Segundo, descobriram gue este
efeito é retido gquando ¢ adicionado um sacarido capsular
conjugado do serogrupo A. Terceiro, descobriram qgue estes
antigénios conjugados podem ser combinados de maneira
estavel numa dose aquosa Unica sem a necessidade de
liofilizacao. Quarto, descobriram que pode ser conseguida a
ampla protecgao contra infecgao pelo serogrupo B utilizando
um numero pequeno de antigénios de polipéptidos definidos.
Quinto, descobriram que estes antigénios de polipéptidos
podem ser combinados com os antigénios sacarideos sem perda
da eficacia protectora para quaisquer dos cinco serogrupos.
Sexto, descobriram que a eficdcia é retida inclusive se é
adicionado um conjugado de Hib. Sétimo, descobriram que a

eficdcia de um conjugado do serogrupo W135 é potenciada por



meio da adicao de antigénios de proteinas derivados de uma
estirpe do serogrupo B. Finalmente, descobriram que a
adigcao de um conjugado de Hib a conjugados meningocdcicos
potencia a actividade global contra o serogrupo W135 de
meningococo.

A invencao proporciona a composicao imunogénica aquosa
de quaisquer das reivindicagbdes 1-6. A composicao pode
incluir adicionalmente antigénios sacarideos capsulares
conjugados dos serogrupos C e Y e, opcionalmente, A.
Adicionalmente inclui antigénios de polipéptidos do
serogrupo B de N. meningitidis.

Os antigénios sacarideos preferidos sao

oligossacaridos.

Serogrupos C, W135 e Y

As técnicas para preparar polissacaridos capsulares a
partir de meningococos conhecem-se desde ha muitos anos e
normalmente implicam um processo que compreende as etapas
de precipitacao de polissacaridos (por exemplo, utilizando
um detergente catidénico), fraccionamento com etanol,
extracgcao em fenol frio (para eliminar a proteina) e
ultracentrifugagao (para eliminar LPS) [por exemplo, veja-
se a ref. 8].

Um processo [9] mais preferido implica a precipitacgao
de polissacaridos seguido da solubilizacdo do polissacarido
precipitado wutilizando wum &lcool de cadeia curta. A
precipitagao pode ser conseguida utilizando um detergente
catidénico tal como sais de tetrabutilaménio e
cetiltrimetilaménio (por exemplo, os sais de brometo), ou
brometo de hexadimetrina e sals de miristiltrimetilamdnio.
O brometo de cetiltrimetilamdénio ('CTAB') é particularmente
preferido [10]. A solubilizacao do material precipitado

pode ser conseguida utilizando um 4&lcocol de cadeia curta



tal como metanol, propan-1-ol, propan-2-ol, butan-1-o0l,
butan-2-01, 2-metil-propan-1-o0l, 2-metil-propan-2-o0l,
didéis, etc., mas o etanol é particularmente adequado para
solubilizar complexos de CTAB-polissacarido. O etanol pode
ser adicionado ao polissacarido precipitado dando uma
concentragao de etanol final (com base no contetdo total de
etanol e agua) de entre 50% e 95%.

Depois da ressolubilizagdo, o polissacarido pode ser
tratado adicionalmente para eliminar os contaminantes. Isto
é particularmente importante em situacgbes em que inclusive
ndao é aceitavel uma contaminagdo menor (por exemplo, para a
producdo de vacinas humanas). Isto implicarda normalmente
uma ou mails etapas de filtragao, por exemplo, pode ser
utilizada filtragdo profunda, filtracao através de carbono
activo, filtracdo por tamanho e/ou ultrafiltracao.

Uma vez que foi filtrado para eliminar os
contaminantes, o polissacarido pode ser precipitado para o
tratamento e/ou processamento posteriores. Isto pode ser
conseguido convenientemente permutando catides (por
exemplo, por meio da adigdo de sais de calcio ou de sdédio).

Depois da purificagdo, os sacaridos capsulares estao
conjugados com proteinas portadoras como se descreve a
seguir.

Outros métodos e métodos alternativos para a
purificacdo e conjugacao dos sacaridos meningocdcicos sao
divulgados nas referéncias 11 e 12.

Como alternativa a purificacéao, os sacaridos
capsulares da presente invengao podem ser obtidos por meio
de sintese total ou parcial, por exemplo, a sintese de Hib
é divulgada na ref. 13 e a sintese de MenA na ref. 14.

O sacarido pode estar guimicamente modificado, por
exemplo, pode estar O-acetilado ou des-0O-acetilado.

Qualquer des-0O-acetilagao ou hiper-acetilagao tal pode



estar em posicgdes especificas no sacarido. Por exemplo, a
maioria das estirpes do serogrupo C tém grupos O-acetilo na
posicdo C-7 e/ou C-8 dos residucs de acido sidlico, mas
aproximadamente 15% das estirpes isoladas <c¢linicas néo
possuem estes grupos O-acetilo [15,16]. A acetilagao nao
parece que afecta a eficdcia protectora (por exemplo, ao
contrario do produto Menjugate™, o produto NeisgVac-C™
utiliza um sacdrido des-0O-acetilado, mas ambas vacinas sao
eficazes). O sacarido do serogrupo W135 ¢é um polimero de
unidades de dissacaridos de 4acido sialico-galactose. O
sacarido do serogrupo Y € similar ao sacarido do serogrupo
W135, excepto que a unidade de repeticdo de dissacaridos
inclui glicose em lugar de galactose. Do mesmo modo que oOs
sacaridos do serogrupo C, os sacaridos de MenWl35 e MenY
tém O-acetilacdo variavel, mas nas posigdes 7 e 9 do acido
sidlico [17]. Qualquer modificacdo gquimica tal tem lugar
preferentemente antes da conjugagdo, mas pode ocorrer
alternativa ou adicionalmente durante a conjugagao.

Os sacaridos de diferentes serogrupos sdo purificados
preferentemente por separado, e entao podem ser combinados,

tanto antes como depois da conjugacgao.

Serogrupo A

As composigdes da invencao podem incluir um antigénio
sacarideo capsular conjugado do serogrupo A. O sacarido
pode ser purificado e conjugado da mesma forma que para o0s
serogrupos C, W135 e Y (veja-se anteriormente), embora seja
estruturalmente diferente - enquanto que as capsulas dos
serogrupos C, W 135 e Y baseiam-se em acido sialico (acido
N-acetil-neuraminico, NeulAc), a capsula do serogrupo A
baseia-se em N-acetil-manosamina, que é o precursor natural
do acido sialico. 0 sacarido do Serogrupo A é

particularmente susceptivel a hidrdélise, e sua



instabilidade em meios aquosos significa que (a) a
imunogenicidade de wvacinas liquidas contra o serogrupo A
diminui com o tempo, e (b) o controlo de gualidade é mais
dificil devido a libertacdo de produtos da hidrdlise de
sacaridos na vacina.

O sacéarido capsular de MenA nativo é um homopolimero
de N-acetil-D-manosamina-l-fosfato ligado em (xl-6) com O-
acetilacdao parcial em C3 e C4. A principal 1ligacgéao
glicosidica é uma ligacao fosfodiéster em 1-6 que implica o
grupo hemiacetal de Cl e o grupo alcool de C6 da D-
manosamina. O comprimento de cadeia médio é 93 mondmeros.

Tem a seguinte fdérmula:

OH : : R¥=H

Soe
R 2 }23%

iz
R Ac} 70%

R8=

R=H
RY= Ac} %

Os inventores prepararam um antigénio sacarideo
modificado que retém a actividade imunogénica do sacarido
do serogrupo A nativo, mas que ¢é muito malis estavel em
agua. Os grupos hidroxilo unidos nos carbonos 3 e 4 das
unidades do monosacdarido estdao substituidas por um grupo de
bloqueio [ref. 18].

Pode variar o numero de unidades de monosacaridos que

tém grupos de bloqueio em lugar de hidroxilos. Por exemplo,



todas ou substancialmente todas as unidades de
monosacaridos podem ter grupos de bloqueio. Como
alternativa, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80% ou 90% das unidades de monosacaridos podem ter grupos
de bloqueio. Pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29 ou 30 unidades de monosacaridos podem ter grupos
de bloqueio.

Do mesmo modo, pode variar o numero de grupos de
blogueio numa unidade de monosacaridos. Por exemplo, o©
numero de grupos de bloqueio em gqualguer unidade de
monosacdridos particular pode ser 1 ou 2.

A unidade de monosacdridos terminal pode ou pode néao
ter um grupo de blogueio em lugar de seu hidroxilo nativo.
Prefere-se reter um grupo hidroxilo anomérico livre numa
unidade de monosacaridos terminal com o propdsito de
proporcionar uma manipulacao para outras reacgdes (por
exemplo, conjugagao). Os grupos hidroxilo anoméricos podem
ser convertidos em grupos amino (-NH, ou -NH-Y em que Y &
um grupo protector de azoto) por meio de aminagao redutora
(utilizando, por exemplo, NaBH3CN/NH.Cl), e entdo pode ser
gerenerado depois de que outros grupos hidroxilo tenham se
convertido em grupos de bloqueio.

Os grupos de bloqueio para substituir grupos hidroxilo
podem estar directamente acessivelis por meio de uma reacgao
de derivatizagao do grupo hidroxilo, isto é, substituindo o
atomo de hidrogénio do grupo hidroxilo por outro grupo.
Derivados de grupos hidroxilo adequados que agem de grupos
de bloqueio sao, por exemplo, carbamatos, sulfonatos,
carbonatos, ésteres, éteres (por exemplo, éteres sililicos
ou éteres alquilicos) e acetais. Alguns exemplos
especificos de tais grupos de bloqueio sao alilo, Aloc,

benzilo, BOM, t-butilo, tritilo, TBS, TBDPS, TES, TMS,



TiIps, PMB, MEM, MOM, MTM, THP, etc. Outros grupos de
bloqueio gque nao estao directamente acessiveis e que
substituem completamente o grupo hidroxilo incluem alquilo
Ci-12, alguilo Cs_1p, arilo Cs-12, aril Cs_jp—alquilo Ci_g, NR'R?
(R
Br, CO,H, CO;{(alquilo C;54), CN, CF3, CClsz, etc.

e R’ sdo definidos no seguinte pardgrafo), H, F, Cl,

Grupos de blogueio preferidos sao de férmula: -0-X-Y
ou -OR® em que: X é C(0), S(0) ou S0z; Y ¢é alquilo Ci_1s,
alcoxi Ci-12, cicloalquilo Cs-12, arilo Cs.i2 ou aril Cs.i1z-
alquilo Ci¢, cada um dos gquais pode estar opcionalmente
substituido com 1, 2 ou 3 grupos 1independentemente
seleccionados de F, Cl, Br, COyH, CO,(alquilo Ci¢), CN, CFj
ou CCls; ou Y & NRlRZ; R!' e R? s3o seleccionados
independentemente de H, alquilo Ci-12, cicloalquilo Cs_1g,
arilo Cs_12, aril Cs.jz—alquilo Ci4; ou R! e R? podem se ligar
para formar um grupo heterociclico Cs, saturado; R’ &
alquilo Cy;1, ou cicloalquilo Cs.1,, cada um dos quais pode
estar opcionalmente substituido com 1, 2 ou 3 grupos
independentemente seleccionados de F, Cl, Br, COz;(alquilo
Ci16), CN, CF3 ou CClsz; ou R* & arilo Csq, ou aril Cs_qo-
alquilo Ci¢, cada um dos dgquals pode estar opcionalmente
substituido com 1, 2, 3, 4 ou 5 grupos seleccionados de F,
Ccl, Br, CO,H, CO,(alquilo C;¢), CN, CFs; ou CCls. Se R? &
alquilo Ci_12 ou cicloalguilo Cs_12, normalmente esta
substituido com 1, 2 ou 3 grupos como sao definidos
anteriormente. Se R' e R? juntam-se para formar um Jgrupo
heterociclico Cs.12 saturado significa que R! e R? junto com
o atomo de azoto formam um grupo heterociclico saturado que
contém qualgquer numero de Aatomos de carbono entre 3 e 12
(por exemplo, Csz, C4 Cs, Cq, Cq, Cg, Co, Cig, Ci1, Ci2). O
grupo heterociclico pode conter 1 ou 2 heteroatomos (tais
como N, O ou S) distintos do atomo de azoto. Exemplos do

grupo heterociclico Cs.12 saturado sao pirrolidinilo,
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piperidinilo, morfolinilo, piperazinilo, imidazolidinilo,
azetidinilo e aziridinilo.

Os grupos de Dbloqueio -0-X-Y e -0oR? podem ser
preparados a partir de grupos -OH por meio de procedimentos
de derivatizacao padrao tais como reacgao do @ grupo
hidroxilo com um haleto de acilo, haleto de alquilo, haleto
de sulfonilo, etc. Portanto, o atomo de oxigénio em -0-X-Y
¢ preferentemente o atomo de oxigénio do grupo hidroxilo,
enquanto que o) grupo -X-Y em -0-X-Y substitui
preferentemente o atomo de hidrogénio do grupo hidroxilo.
Como alternativa, 0s grupos de Dbloqueio podem estar
acessiveis por meio de uma reacgao de substituicao tal como
uma substituicdo de tipo Mitsonobu. Estes e outros métodos
de preparacgao de grupos de blogqueio a partir de grupos
hidroxilo sao muito conhecidos.

Mais preferentemente, o grupo de bloqueio & -0C(0)CFs;
[19], ou um grupo carbamato -0OC(0)NR'R? em que R!' e R? sido
seleccionados independentemente de algquilo Cqi6. Mais

1 2 = : . .
e R sao ambos metilo, 1isto &, o grupo

preferentemente, R
de bloqueio é -0C(0O)NMe,. Os grupos de bloqueio carbamato
tém um efeito estabilizante sobre a ligacao glicosidica e
podem ser preparados sob condig¢des suaves.

Os sacaridos de MenA modificados preferidos contém n
unidades de monosacaridos em que pelo menos o h% das
unidades de monosacaridos nao tém grupos -OH nas dois
posigdes 3 e 4. O valor de h é 24 ou mais (por exemplo, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 20, 95, 98, 992 ou 100) e ¢é preferentemente 50 ou mais.
Os grupos -0H ausentes sao preferentemente grupos de
bloqueio como sao definidos anteriormente.

Outros sacaridos de MenA modificados preferidos

compreendem unidades de monosacaridos em que pelo menos s

das unidades de monosacaridos nado tém -OH na posicdo 3 e
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nao tém -0OH na posigao 4. O valor de s é pelo menos 1 (por
exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90). Os grupos -OH ausentes sao
preferentemente grupos de Dblogqueio como sao definidos
anteriormente.

Os sacaridos de MenA modificados adequados para

utilizagdao com a invengao tém a férmula:

OH
"O—P=0

em que
n & um nUmero inteiro de 1 a 100 (preferentemente um
nimero inteiro de 5 a 25, mais preferentemente 15-25);

T & de férmula (A) ou (B):
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cada grupo 7Z € seleccionado independentemente de OH ou
um grupo de bloqueio como fol definido anteriormente; e

cada grupo Q € seleccionado independentemente de OH ou
um grupo de bloqueio como foil definido anteriormente;

Y é& seleccionado de OH ou um grupo de bloqueio como

foi definido anteriormente;

Y € H ou um grupo protector de azoto;

e em que mais de aproximadamente 7% (por exemplo, 8%,
9%, 10% ou mais) dos grupos Q sao grupos de bloqgqueio.

Cada um dos n+2 grupos Z podem ser 1iguais ou
diferentes entre si. Do mesmo modo, cada um dos n+2 Jrupos
Q podem ser iguais ou diferentes entre si. Todos 0SS grupos
72 podem ser OH. Como alternativa, pelo menos 10%, 20, 30%,
40%, 50% ou 60% dos grupos Z podem ser OAc.
Preferentemente, aproximadamente 70% dos grupos Z sao OAc,
sendo o resto dos grupos Z grupos OH ou de blogqueio como
foi definido anteriormente. Pelo menos aproximadamente 7%
dos grupos Q sao grupos de blogqueio. Preferentemente, pelo
menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou
inclusive 100% dos grupos Q sao grupos de bloqueio.

Grupos de bloqueio preferidos sao grupos aceitadores
de electrdes. Sem desejar estar limitado pela teoria,
acredita-se que as ligag¢bes glicosidicas sao instaveils a
hidrdélise devido a ajuda de um ataque nucledéfilo
intramolecular de um grupo hidroxilo de sacarido na ligacgéao
glicosidica (isto ¢é, por meio da formagcao de um produto
intermediario ciclico). Quanto maior seja a nucleofilia do
grupo hidroxilo maior serd a tendéncia ao ataque nucledfilo
intramolecular. Um grupo de blogqueio aceitador de electrodes
tem o efeito de deslocar o par de i1des oxigénio, diminuindo
assim a nucleofilia do oxigénio e aumentando a tendéncia ao

ataque nucledéfilo intramolecular.
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Portanto, para proteger contra o serogrupo A, as
composigdes aquosas podem incluir um sacarido modificado de
MenA como foi definido anteriormente.

As composigdes preferidas da invengao podem ser
armazenadas durante 28 dias a 37°C e, depois desse periodo,
menos do % da quantidade total inicial de sacarido de MenA
conjugado estara sem conjugar, sendo f 20, 19, 18, 17, 16,

15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5 ou menos.

Conjugagdo covalente

Os sacaridos capsulares em composigdes da invencgao
serao conjugados normalmente com proteina(s) portadora(s).
Em geral, a conjugagao potencia a 1munogenicidade de
sacaridos a medida que 0s converte de antigénios
independentes de T em antigénios dependentes de T,
permitindo assim a 1iniciagdo de memdéria imunoldgica. A
conjugagao € particularmente Util para vacinas pediatricas
e é uma técnica muito conhecida [por exemplo, revisada nas
refs. 20 a 29].

As proteinas portadoras preferidas sao toxinas ou
toxdéides Dbacterianos tais como o toxdide diftérico ou o
toxdéide tetdnico, ou o mutante da toxina diftérica CRMjqy
[30-32]. Outras proteinas portadoras adequadas incluem a
proteina de membrana externa de N. meningitidis [33],
péptidos sintéticos [34,35], proteinas de choque térmico
[36,37], proteinas de pertussis [38,39], citocinas [40],
linfocinas [40], hormonas [40], factores de crescimento
[40], proteinas artificiais gque compreendem epitopos de
linfécitos T CD4' humanos multiplos de diversos antigénios
derivados de patogénios [41] tais como a proteina N19 [42],
a proteina D de H. influenzae [43,44], pneumolisina [45],
proteina PspA da superficie pneumocdcica [46], proteinas de

captacao de ferro [47], toxina A ou B de C. difficile [48],
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toxinas bacterianas mutantes (por exemplo, toxina do cdlera
'CT' ou toxina 1labil ao calor de E. coli 'LT') tails como
uma CT com uma substituigcao em Glu-29 [49], etc., os
veiculos preferidos sdo o toxdide diftérico, o toxdide
tetdnico, a proteina D de H. influenzae e particularmente
CRMig7.

Dentro de uma composicdo da invencdao € possivel
utilizar mais de uma proteina transportadora, por exemplo,
para reduzir o risco da supressao de veiculo. Portanto,
podem ser utilizado diferentes proteinas portadoras para
diferentes serogrupos, por exemplo, 0s sacaridos do
serogrupo A poderiam ser conjugados com CRM;g7, enquanto que
0s sacaridos do serogrupo C poderiam ser conjugados com
toxdide tetdnico. Também ¢ possivel utilizar mais de uma
proteina  transportadora para um antigénio sacarideo
particular, por exemplo, o0s sacaridos do serogrupo A
poderiam estar em dois grupos, com alguns conjugados com
CRMi97 e outros conjugados com toxdide o tetdnico. No
entanto, em geral prefere-se utilizar a mesma proteina
transportadora para todos o0s serogrupos, sendo CRMjg; a
escolha preferida.

Uma Unica proteina transportadora poderia levar mais
de um antigénio sacarideo [50]. Por exemplo, uma Unica
proteina transportadora poderia ter sido conjugado com
sacaridos dos serogrupos A e C. Para conseguir este
objectivo, o0s sacaridos podem ser misturados antes da
reacgcao de conjugacao. No entanto, em geral prefere-se ter
conjugados separados para cada serogrupo.

Preferem-se conjugados com uma relacgao de
sacarido:proteina (peso/peso) de entre 1:5 (isto é&,
proteina em excesso) e 5:1 (isto é, sacdrido em excesso).
Preferem-se relagbdes entre 1:2 e 5:1 ja que as relacgdes

entre 1:1,25 e 1:2,5 sao mails preferidas. Pode ser
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preferido a proteina transportadora em excesso para MenA e
MenC.

Os conjugados podem ser utilizados conjuntamente com
proteina transportadora livre [51]. Quando uma proteina
transportadora dada esta presente em forma tanto livre como
conjugada numa composicao da invengao, a forma sem conjugar
é preferentemente nao mais de 5% da gquantidade total da
proteina transportadora na composicdao como um todo, e mais
preferentemente estd presente a menos do 2% em peso.

Pode ser wutilizado qualquer reacgao de conjugagao
adequada, com qualquer Ilinker adequado se for necessario.

O sacarido sera activado ou funcionalizado normalmente
antes da conjugacao. A activagao pode implicar, por

exemplo, reagentes de cianilagao tais como CDAP (por

exemplo, tetrafluoroborato de l-ciano-4-
dimetilaminopiridinio [52, 53, etc.]). OQutras técnicas
adequadas utilizam carbodiimidas, hidrazidas, ésteres
activos, norbornano, acido p-nitrobenzoico, N-

hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; veja-se também a
introducao a referéncia 27).

As ligagbes por meio de um grupo Ilinker podem ser
feitas wutilizando gqualguer procedimento conhecido, por
exemplo, o0s procedimentos descritos nas referéncias 54 e
55. Um tipo de 1ligacao envolve a aminagao redutora do
polissacarido, acoplamento do grupo amino resultante com
uma extremidade de um grupo de ligacdo de &acido adipico e
em seguida acoplamento de uma proteina a outra extremidade
do grupo de ligagdo de acido adipico [25, 56, 57]. Outros
linkers 1incluem B-propionamido [58], nitrofenil-etilamina
[59], haleto de haloacilos [60], ligag¢bes glicosidicas
[61], A&cido 6-aminocaprdico [62], ADH [63], fracgdes C; a
Ci2 [64], etc. Como alternativa a utilizacao de um Iinker

pode ser utilizada a ligagao directa. As ligagdes directas
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a proteina podem compreender a oxidacdo do polissacarido
seguido da aminagao redutora com a proteina, como é
descrito em, por exemplo, as referéncias 65 e 66.

Prefere-se um processo que envolve a introdugaoc de
grupos amino no sacarido (por exemplo, substituindo grupos
=0 terminais com -NH,;) seguido de derivatizagao com um
diéster adipico (por exemplo, N-hidroxisuccinimidodiéster
de &cido adipico) e reacgao com proteina transportadora.
Outra reacgao preferida utiliza a activagao de CDAP com um
veiculo de proteina D, por exemplo, para MenA ou MenC.

Depois da conjugagdo os sacaridos livres podem ser
separados e conjugados. Existem muitos métodos adequados
que incluem cromatografia hidréfoba, ultrafiltracao
tangencial, diafiltracao, etc. [vejam-se também as refs. 67
e 68, etc.].

Se a composigdo da invengdo inclui um oligossacarido
conjugado, prefere-se que a preparacao do oligossacarido
preceda a conjugacao.

Depois da conjugacgdo, os métodos da invencao podem
incluir uma etapa de medir o) nivel de proteina
transportadora sem conjugar. Uma forma de fazer esta
medigao envolve electroforese capilar [69] (por exemplo, em
solucao 1livre), ou cromatografia electrocinética micelar
[707].

Depois da conjugacao, os métodos da invencao podem
incluir uma etapa de medir o nivel de sacarido sem
conjugar. Uma forma de fazer esta medigao implica HPAEC-PAD
[67].

Depois da conjugacgdo, os métodos da invencao podem
incluir uma etapa de separar o sacarido conjugado do
sacarido sem conjugar. Uma forma de separar estes sacaridos
é¢ utilizar um método que precipite selectivamente um

componente. Prefere-se a precipitacdo selectiva de sacarido
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conjugado para deixar sacarido sem conjugar em solugdo, por
exemplo, por meio de um tratamento com desoxicolato [67].
Depois da conjugacao, os métodos da invencao podem
incluir uma etapa de medir o tamanho molecular e/ou a massa
molar de um conjugado. Em particular podem ser medidas
distribui¢des. Uma forma de fazer estas medigdes envolve
cromatografia de exclusao por tamanho com detecgao por
fotometria de dispersédo da luz multidngulo e refractometria

diferencial (SEQ-MALS/RI) [71].

Oligossacaridos

Os sacaridos capsulares serdo utilizados geralmente em
forma de oligossacaridos. Estes se formam convenientemente
por fragmentacgdo de polissacarido capsular purificado (por
exemplo, por meio de hidrdlise), que normalmente ira
seguido de purificagao dos fragmentos do tamanho desejado.

A fragmentagao de polissacaridos é realizada
preferentemente dando um grau de polimerizacao (GP) médio
final no oligossacarido de menos de 30 (por exemplo, entre
10 e 20, preferentemente aproximadamente 10 para o
serogrupo A; entre 15 e 25 para os serogrupos W 135 e Y,
preferentemente aproximadamente 15-20; entre 12 e 22 para o
serogrupo C; etc.). O GP pode ser medido convenientemente
por cromatografia de permuta idnica ou por ensaios
colorimétricos [72].

Se ¢é realizada a hidrdlise, o hidrolisado sera
dimensionado geralmente a fim de eliminar oligossacaridos
de comprimento curto [73]. Isto pode ser conseguido de
diversas formas tais como ultrafiltracao seguida de
cromatografia de permuta idnica. Os oligossacaridos com um
grau de polimerizagao inferior a ou igual a aproximadamente

6 sao eliminados preferentemente para o serogrupo A, e



18

aqueles de menos de aproximadamente 4 sao eliminados
preferentemente para os serogrupos W 135 e E.

A hidrdlise quimica de sacaridos implica geralmente
tratamento com tanto acido como base em condig¢des que s&o
padrao na técnica. As condig¢des para a despolimerizacao de
sacaridos capsulares em seus monosacaridos constituintes
conhecem-se na técnica. Um método de despolimerizacao
envolve a utilizacdao de perdxido de hidrogénio [11]. O

perdxido de hidrogénio ¢é adicionado a um sacarido (por

exemplo, dando uma concentragcao de Hy;0, final de 1%), e em
seguida a mistura é incubada (por exemplo, a

aproximadamente 55°C) até que tenha sido alcancada uma
redugao de comprimento de cadeia desejada. A redugao com o
tempo pode ir seguida da retirada de amostras da mistura e
em seguida da medigao do tamanho molecular (médio) do
sacarido na amostra. A despolimerizacdo pode em seguida ser
detida por meio de arrefecimento rapido uma vez se tenha

alcancado um comprimento de cadeia desejado.

Serogrupo B

As vacinas contra patogénios tais como o virus da
hepatite B, a difteria e o tétano normalmente contém um
Unico antigénio de proteina (por exemplo, o antigénio de
superficie do VHB ou um toxdéide tetdnico). Ao contrario, a
vacinas contra a tosse convulsa acelular normalmente contém
pelo menos trés proteinas de B. pertusis e a vacina
pneumocdcica PrevNar™ contém sete antigénios sacarideos
conjugados separados. Outras vacinas tais como as vacinas
de pertusis celular, a vacina contra o sarampo, a vacina
contra a poliomielite inactivada (IPV) e as vacinas OMV
meningocdcicas sao por sua propria natureza misturas
complexas de um grande nuUmero de antigénios. Tanto se a

protecgao pode ser provocada ou nao por um uUnico antigénio,



19

um numero pequeno de antigénios definidos, ou uma mistura
complexa de antigénios sem definir, depende, portanto, do
patogénio em questao.

Como é mencionado anteriormente, uma vacina contra o
meningococo do serogrupo B demonstrou ser evasiva. As
vacinas com base em OMV mostram uma estreita eficacia. Além
disso, o grande numero de antigénios sem definir presentes
numa OMV, combinado com sua natureza variavel, significa
gque as OMV tém diversos problemas de controlo de qualidade.
Os inventores encontraram que pode ser conseguida a ampla
protecgao contra a infecgao pelo serogrupo B, e que isto
pode ser conseguido utilizando um nuUmero pegqueno de
antigénios de polipéptidos do serogrupo B definidos e,
portanto, as composigdes da invengao incluem um ou mais
antigénios de polipéptidos de forma que a composicao possa
induzir uma resposta imune que € bactericida contra dois ou
mais (isto é, 2 ou 3) das linhagens hipervirulentas A4, ET-
5 e a linhagem 3 do serogrupo B de N. meningitidis.

Sequéncias do genoma para serogrupos A [74] e B
[75,76] meningocdcicos tém sido reportadas e podem se
seleccionados antigénios adequados dos polipéptidos
codificados [por exemplo, refs. 77-82]. 0Os antigénios
candidatos foram manipulados para melhorar a expressao
heterdloga [refs. 83 a 85].

Uma composicgao preferida inclui uma proteina Tbhp e uma
proteina Hsf [86]. Hsf é uma proteina autotransportadora
[87-89] também conhecida como nhhA [89], GNA0992 [77] ou
NMB0992 [75]. Tbhp é uma proteina de ligacdo a transferrina
[90-93] e engloba tanto TbpA como TbpB e as formas de alto
peso molecular e sob peso molecular de TbpA e TbpB. Tbp
engloba as proteinas individuais descritas anteriormente e
complexos das proteinas e qualquer outra proteina ou

complexo da mesma que possa se ligar a transferrina. Embora
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a Tbp possa referir-se tanto as formas de alto como de
baixo peso molecular de TbpA ou TbpB, prefere-se que
estejam presentes ambas as formas de alto peso molecular e
baixo peso molecular de ThpA e/ou TbhpB. 0 mais
preferentemente estd presente TbpA de alto peso molecular e
de baixo peso molecular.

Outra composicdo preferida inclui o lipooligossacarido
do serogrupo B (LOS) [94]. O LOS pode ser utilizado além
do(s) polipéptido(s) do serogrupo B ou pode ser utilizado
em lugar de ele(s).

Outra composicao preferida inclui pelo menos um
antigénio seleccionado de cada uma das pelo menos duas
categorias diferentes de proteinas gque tém diferentes
fungdes dentro de Neisseria. Exemplos de tais categorias de
proteinas sao: adesinas, ©proteinas autotransportadoras,
toxinas, proteinas de membrana externa integrais e
proteinas de aquisicado de ferro. Estes antigénios podem ser
seleccionados do seguinte modo utilizando a nomenclatura da
referéncia 95: pelo menos uma adesina de Neisseria
seleccionada do grupo que consiste em FhaB, NspA PiIC, Hsf,
Hap, MafA, MafB, Omp26, NMB0315, NMB0%995, NMB 1119 e Nada;
pelo menos um autotransportador de Neisseria seleccionado
do grupo gque consiste em Hsf, Hap, protease IghA, AspAy
NadA; pelo menos uma toxina de Neisseria seleccionada do
grupo que consiste em FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD, NM-ADPRT
(NMB 1343) e um ou ambos de LPS imunotipo L2 e LPS
imunotipo L3; pelo menos uma proteina de aquisicdao de Fe de
Neisseria seleccionada do grupo gque consiste em TbpA, TbpB,
LbpA, LbpB, HpuA, HpuB, Lipo28 (GNA2132), Sibp, NMB0964,
NMB0293, FbpA, Bcp, BfrA, BfrB e P2086 (XthA); pelo menos
uma proteina associada a membrana de Neisseria,
preferentemente proteina de membrana externa,

particularmente proteina de membrana externa integral,
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seleccionada do grupo dgque consiste em PilQ, OMP85, FhaC,
NsphA, TbpA, LbpA, TspA, TspB, TdfH, PorB, MItA, HpuB, HimD,
HisD, GNA1870, OstA, HIlIpA (GNA1946),NMB1124, NMB 1162,
NMB1220, NMB1313, NMB 1953, HtrA e PLDA (OMPLA). Diz-se que
estas combinag¢bdes de antigénios de Neisseria levam a um
surpreendente potenciamento da eficacia da vacina contra
infeccao por Neisseria [95]. Composigdes particularmente

preferidas incluem um ou mais dos cinco seguintes

antigénios [96]: (1) uma proteina 'NadA', preferentemente
em forma oligomérica (por exemplo, em forma trimérica); (2)
uma proteina '741"'; (3) uma proteina '936°'; (4) uma
proteina '953'; e (5) uma proteina '287'.

'NadA' (adesina A de Neisseria) de MenB é divulgada

como a proteina '961' na referéncia 80 (SEQ ID 2943 e 2944)
e como 'NMB1994' na referéncia 75 (vejam-se também os
nimeros de acesso de GenBank: 11352904 e 7227256). Um
estudo detalhado da proteina pode ser encontrado na
referéncia 97. Se é utilizada de acordo com a presente
invengao, NadA pode tomar diversas formas. As formas
preferidas de NadA sao variantes de truncagao ou de delecao
tais como as divulgadas nas referéncias 83 a 85. Em
particular, NadA prefere-se sem sua ancora de membrana da
extremidade C (por exemplo, delecdao de residuos 351-405
para a estirpe 2996 dando SEQ ID ©NO:1 no presente
documento), que algumas vezes se distingue no presente
documento pela utilizacao de um sobrescrito 'C', por
exemplo, Nada‘®. a expressao de NadA sem seu dominio de
dncora de membrana em E. coli produz a secrecao da proteina
no sobrenadante de cultura com eliminacao concomitante de
seu péptido lider 23mero (por exemplo, para deixar um
327mero para a estirpe 2996 [SEQ ID N°:2 no presente
documento]). Os polipéptidos sem seus péptidos lideres se

distinguem algumas vezes no presente documento pela
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utilizacdo de um sobrescrito 'NL', por exemplo, NadA™’ ou

Nada (@) () Os polipéptidos NadA  preferidos tém uma
sequéncia de aminoacidos que: (a) tem 50% ou mais de

identidade (por exemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% ou
mais) com a SEQ ID N°:2; e/ou (b) compreendem um fragmento
de pelo menos n aminodcidos consecutivos de SEQ ID N°:1, em
que n & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 ou
mais). Os fragmentos preferidos para (b) nao possuem um ou
mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 15, 20, 25 ou mais) da extremidade C e/ou da
extremidade N de SEQ ID N°:1 (por exemplo, NadA“n, NadA“mH
Nada @ "y outros fragmentos preferidos compreendem um
epitopo de SEQ ID 1, e um fragmento particularmente
preferido de SEQ ID 1 é SEQ ID 2. Estas diversas sequéncias
inclui wvariantes de NadA (por exemplo, variantes alélicas,
homdélogos, ortdlogos, paralogos, mutantes, etc.). Mostram-
se diversas sequéncias de NadA na Figura 9 da referéncia
98.

A proteina '741' de MenB é divulgada na referéncia 80
(SEQ ID 2535 e 2536) e como 'NMB1870' na referéncia 75
(veja-se também o numero de acesso de GenBank G1:7227128).
A proteina correspondente no serogrupo A [74] tem um nUmero
de acesso de GenBank 7379322. 741 ¢é naturalmente uma
lipoproteina. Se ¢é utilizada de acordo com a presente
invengao, a proteina 741 pode tomar diversas formas. Formas
preferidas de 741 sao variantes de truncacao ou de delecgao
tais como as divulgadas nas referéncias 83 a 85. Em
particular, a extremidade N de 741 pode ser deletada até e
incluir sua sequéncia de poli-glicina (isto ¢é, delecao de
residuos 1 a 72 para a estirpe MC58 [SEQ ID N°:3 no
presente documento]), que se distingue algumas vezes no

presente documento pela utilizacgao de um prefixo 'AG'. Esta
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delecdao pode potenciar a expressadao. A delecdo também
elimina o lugar de lipidacao de 741. As sequéncias de 741
preferidas tém uma sequéncia de aminoadcidos que: (a) tem
50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 99% ou mais) com SEQ ID N°:3; e/ou (b) compreende um
fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos de SEQ
ID N°:3 em gque n é& 7 ou mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14,
l6, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,
200, 250 ou mais). 0Os fragmentos preferidos para (b)
compreendem um epitopo de 741. Outros fragmentos preferidos
ndo possuem um ou mais aminodacidos (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) da extremidade C
e/ou da extremidade N de SEQ ID N°:3. Estas sequéncias
incluem 741 variantes (por exemplo, variantes alélicas,
homdélogos, ortdlogos, paralogos, mutantes, etc.). Podem ser
encontradas diversas sequéncias de 741 em SEQ ID 1 a 22 da
referéncia 85, em SEQ ID 1 a 23 da referéncia 99 e em SEQ
ID 1-299 da referéncia 100.

A proteina '936' do serogrupo B ¢é divulgada na
referéncia 80 (SEQ ID 2883 e 2884) e como 'NMB2091' na
referéncia 75 (veja-se também o nUmero de acesso de GenBank
GI:7227353). O gene correspondente no serogrupo A [74] tem
o numero de acesso de GenBank 7379093. Se é utilizada de
acordo com a presente invencado, a proteina 936 pode tomar
diversas formas. As formas preferidas de 936 sao variantes
de truncagao ou de delecao tais como as divulgadas nas
referéncias 83 a 85. Em particular, o péptido lider da
extremidade N de 936 pode estar delecionado (por exemplo,
delecao dos residuos 1 a 23 para a estirpe MC58 dando
936 ™) [SEQ ID N°:4 no presente documento]). As sequéncias
de 936 preferidas tém uma sequéncia de aminoacidos que: (a)
tem 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 70%, 80%,

90%, 95%, 99% ou mais) com SEQ ID N°:4; e/ou (b) compreende
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um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos de
SEQ ID N°:4 em que n é& 7 ou mais (por exemplo, 8, 10, 12,
14, 1¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 250 ou mais). Os fragmentos preferidos para (b)
compreendem um epitopo de 936. Outros fragmentos preferidos
ndo possuem um ou mais aminodacidos (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) da extremidade C
e/ou da extremidade N de SEQ ID N°:4. Estas sequéncias
incluem variantes de 936 (por exemplo, variantes alélicas,
homdélogos, ortdlogos, paralogos, mutantes, etc.).

A proteina '953' do serogrupo B ¢é divulgada na
referéncia 80 (SEQ ID 2917 e 2918) e como 'NMB1030' na
referéncia 75 (veja-se também o numero de acesso de GenBank
GI:7226269). A proteina correspondente no serogrupo A [74]
tem o numero de acesso de GenBank 7380108. Se é utilizada
de acordo com a presente invencdo, a proteina 953 pode
tomar diversas formas. Formas preferidas de 953 sao
variantes de truncagcao ou de delecao tais como as
divulgadas nas referéncias 83 a 85. Em particular, o
péptido lider da extremidade N de 953 ©pode estar
delecionado (por exemplo, delecdao dos residuos 1 a 19 para
a estirpe MC58 dando 953 (B [SEQ ID N°:5 no presente
documento]. As sequéncias de 953 preferidas tém uma
sequéncia de aminoacidos que: (a) tem 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% ou
mais) com SEQ ID N°:5; e/ou (b) compreende um fragmento de
pelo menos n aminoacidos consecutivos de SEQ ID N°:5 em que
n é 7 ou mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 ou
mais). Os fragmentos preferidos para (b) compreendem um
epitopo de 953. Outros fragmentos preferidos nao possuem um
ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,

9, 10, 15, 20, 25 ou mais) da extremidade C e/ou da
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extremidade N de SEQ ID N°:5. Estas sequéncias incluem
variantes de 936 (por exemplo, variantes alélicas,
homélogos, ortdlogos, paralogos, mutantes, etc.). As formas
alélicas de 953 podem verse na Figura 19 da referéncia 82.
A proteina '287' do serogrupo B é divulgada na
referéncia 80 (SEQ ID 3103 e 3104), como 'NMB2132' na
referéncia 75 e como 'GNA2132' na referéncia 77 (veja-se
também o numero de acesso de GenBank (GI:7227388). A
proteina correspondente no serogrupo A [74] tem o numero de
acesso de GenBank 7379057. Se é utilizada de acordo com a
presente invencado, a proteina 287 pode tomar diversas
formas. Formas preferidas de 287 sao variantes de truncacao
ou de delecao tais como as divulgadas nas referéncias 83 a
85. Em particular, a extremidade N de 287 pode ser deletada
até e incluir sua sequéncia de poli-glicina (por exemplo,
delecao de residuos 1 a 24 para a estirpe MC58 dando AG287
[SEQ ID N°:6 no presente documento]. Esta delecao pode
potenciar a expressao. As sequéncias de 287 preferidas tém
uma sequéncia de aminodcidos que: (a) tem 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% ou
mais) com SEQ ID N°:6; e/ou (b) compreende um fragmento de
pelo menos n aminoacidos consecutivos de SEQ ID N°:6 em que
n é& 7 ou mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 ou
mais). Os fragmentos preferidos para (b) compreendem um
epitopo de 287. Outros fragmentos preferidos nao possuem um
ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25 ou mais) da extremidade C e/ou da
extremidade N de SEQ ID N°:6. Estas sequéncias incluem 287
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortdlogos, paralogos, mutantes, etc.). As formas alélicas

de 287 podem verse nas Figuras 5 e 15 da referéncia 82, e
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no Exemplo 13 e a Figura 21 da referéncia 80 (SEQ ID 3179 a
3184).

Os antigénios de MenB preferidos compreendem uma
sequéncia de aminoacidos encontrada numa das estirpes 2996,
MC58, 95N477 e 394/98. A proteina 287 é preferentemente da
estirpe 2996, ou mais preferentemente da estirpe 394/98. A
proteina 741 é preferentemente das estirpes MC58, 2996,
394/98 ou 95N477 do serogrupo B, ou da estirpe 90/18311 do
serogrupo C. A estirpe MC58 é mais preferida. As proteinas
936, 953 e NadA sao preferentemente da estirpe 2996. Se uma
composigao inclui um antigénio de proteina particular (por
exemplo, 741 ou 287), a composicao pode incluir esse
antigénio em mais de uma forma variante, por exemplo, a
mesma proteina, mas de mais de uma estirpe. Estas proteinas
podem ser incluidas como proteinas em tandem ou separadas.

No entanto, em algumas formas de realizacgao, a
composicdo da invencdo inclui a mesma proteina, mas de mais
de uma estirpe. Foli encontrado que esta solugcao é eficaz
com a proteina 741. Esta proteina ¢é um antigénio
extremamente eficaz para provocar respostas de anticorpos
antimeningocdécicos e € expressa através de todos os
serogrupos meningocdécicos. A andlise filogenética mostra
que a proteina se divide em dois grupos, e gque um destes se
divide de novo dando trés wvariantes em total [101] e,
enquanto que o soro produzido contra uma variante dada é
bactericida dentro do mesmo grupo de variante, nado é activo
contra estirpes que expressam uma das outras duas
variantes, isto é, existe proteccao cruzada intra-variante,
mas nao protecgao cruzada inter-variante [99, 1017].
Portanto, para a maxima eficacia de estirpes cruzadas
prefere-se que uma composigao inclua mais de uma variante
de proteina 741. Uma sequéncia por meio de exemplo de cada

variante ¢é proporcionada em SEQ ID N°: 10, 11 e 12 no
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presente documento, comecando com um residuo de cisteina da
extremidade N a qual o lipido se ligara covalentemente na
forma de lipoproteina nativa. Portanto, prefere-se que a
composigcao possa 1incluir pelo menos dois de: (1) uma
primeira proteina que compreende uma sequéncia de
aminoacidos que tem pelo menos a% de identidade de
sequéncias com SEQ ID N°:10 e/ou gque compreende uma
sequéncia de aminodcidos que consiste num fragmento de pelo
menos X aminoacidos contiguos de SEQ ID N°:10; (2) wuma
segunda proteina que compreende uma sequéncia de
aminoacidos que tém pelo menos b% de identidade de
sequéncias com SEQ ID N°: 11 e/ou que compreende uma
sequéncia de aminodcidos que consiste num fragmento de pelo
menos e aminoacidos contiguos de SEQ ID N°:11; e (3) uma
terceira proteina, que compreende uma sequéncia de
aminoacidos que tém pelo menos c¢% de identidade de
sequéncias com SEQ ID N°:12 e/ou que compreende uma
sequéncia de aminodcidos que consiste num fragmento de pelo
menos z aminodcidos contiguos de SEQ ID N°:12. O valor de a
é pelo menos 85, por exemplo, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 ou mais. O valor de b é
pelo menos 85, por exemplo, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 ou mais. O valor de c é pelo
menos 85, por exemplo, 86, 87, 88, 89, %0, 91, %2, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99, 99,5 ou mais. Os valores de a, b e ¢
nao estao intrinsecamente relacionados entre si. O valor de
x é pelo menos 7, por exemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160,
180, 200, 225, 250). O valor de e é pelo menos 7, por
exemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60,
70, 80, 90, 1100, 120, 140, 160, 180, =200, 225, 250). O
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valor de z é pelo menos 7, por exemplo, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140,
160, 180, 200, 225, 250). Os valores de x, € e zZ nao estao
intrinsecamente relacionados entre si. Prefere-se dque
qualquer sequéncia de aminocdcidos de 741 dada ndo esteja em
mais de uma das categorias (1), (2) e (3). Portanto,
qualquer sequéncia de 741 dada estarda em somente uma das
categorias (1), (2) e (3). Portanto, prefere-se que: a
proteina (1) tenha menos de 1% de identidade de sequéncias
com a proteina (2); a proteina (1) tenha menos de 3j% de
identidade de sequéncias com a proteina (3); e a proteina
(2) tenha menos de k% de identidade de sequéncias com a
proteina (3). O wvalor de 1 é 60 ou mais (por exemplo, 61,
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
71, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
etc.) e no maximo é a. O valor de j é 60 ou mais (por
exemplo, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,
73, 74, 75, e, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, etc.) e no maximo &€ b. O valor de k & 60 ou
mais (por exemplo, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71, 72, 73, 74, 75, 7¢, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, etc.) e no maximo & c. Os valores de 1,
j e k nao estao intrinsecamente relacionados entre si.

A composigdes da invencao incluem um pegueno numero
(por exemplo, inferior a t antigénios, sendo t 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4 ou 3) de antigénios do serogrupo B purificados. E
particularmente preferido que a composicao nao possa
incluir misturas complexas ou sem definir de antigénios,
por exemplo, prefere-se gue na composigao nao se incluam
vesiculas da membrana externa. Os antigénios sdao expressos
preferentemente de maneira recombinante num hospedeiro

heterélogo e em seguida sao purificados. Para uma
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composigao que inclui t antigénios de MenB podem ser ¢t
polipéptidos separados mas, para reduzir inclusive mais a
complexidade, prefere-se que pelo menos dois dos antigénios
sejam expressos como uma Unica cadeia de polipéptidos (uma
proteina 'hibrida' [refs. 83 a 85]), isto é, de forma que
os t antigénios formem menos de t polipéptidos. As
proteinas hibridas oferecem duas vantagens principais:
primeiro, uma proteina que pode ser instavel ou ser mal
expressa por si mesma pode ser ajudada adicionando um
componente hibrido adequado que venga o problema; segundo,
o fabrico comercial se simplifica ja que somente necessita
ser empregada uma expressao e purificacao a fim de produzir
duas proteinas separadamente Uteis. Uma proteina hibrida
incluida numa composicdao da invencao pode compreender dois
ou mais (isto €&, 2, 3, 4 ou 5) dos cinco antigénios
enumerados anteriormente. Preferem-se hibridos que
consistem em dois dos cinco antigénios.

Dentro da combinacdo de c¢inco antigénios basicos
(Nada, 741, 953, 936 e 287), um antigénio pode estar
presente em mais de uma proteina hibrida e/ou como uma
proteina nao hibrida. ©No entanto, prefere-se gue um
antigénio esteja presente tanto como um hibrido como um nao
hibrido, mas nao como ambos, embora possa ser Util incluir
a proteina 741 tanto como um antigénio hibrido como um nao
hibrido (preferentemente lipoproteina), particularmente
quando é utilizada mais de uma variante de 741.

As proteinas hibridas podem ser representadas pela
férmula NH;—A-[-X-L-],-B-COOH em que: X € uma sequéncia de
aminodcidos de um dos cinco antigénios basicos; L & uma
sequéncia de aminodcidos linker opcional; A é uma sequéncia
de aminodcidos da extremidade N opcional; B ¢ uma sequéncia
de aminodcidos da extremidade C opcional; e n é 2, 3, 4 ou

5.
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O mais preferentemente, n ¢é 2. Hibridos de dois
antigénios para utilizacao na invencao compreendem: NadA e
741; NadA e 936; NadA e 953; NadA e 287; 741 e 936; 741 e
953; 741 e 287; 936 e 953; 936 e 287; 953 e 287. Duas
proteinas preferidas sao: X; é 936 e X, é 741; X; é 287 e X,
é 953.

Se um residuo -X- tem uma sequéncia de péptidos lider
em sua forma natural, esta pode ser incluida ou omitida na
proteina hibrida. Em algumas formas de realizacdo, o0s
péptidos lideres estarao delecionados, excepto o do residuo
-X- localizado na extremidade N da proteina hibrida, isto
&, se conservara o péptido lider de X;, mas serdo omitidos
os péptidos 1lideres de X, ... X,. Isto é equivalente a
delecionar todos os péptidos lideres e utilizar o péptido

lider de X; como residuo -A-.

Para cada caso de n de [-X-L-], a sequéncia linker de
aminodcidos -L- pode estar presente ou ausente. Por
exemplo, se n = 2 o hibrido pode ser NH,-X;-L;-X,-L,-COCH,

NH,-X;-X,-COOH, NH,-X;-L,;-X,-COOH, NH,-X;-X;,-L,-COOH, etc.
A(s) sequéncia(s) de aminoacidos linker(s) -L- serao
normalmente curtas (por exemplo, 20 ou menos aminodcidos,
isto &, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6,
5, 4, 3, 2, 1). Exemplos compreendem sequéncias de péptidos
curtas que facilitam a clonagem, Iinkers de poli-glicina
(isto é, que compreendem Gly, em que n = 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 ou mais) e caudas de histidina (isto &, His, em
que n =3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais). Outras sequéncias
de aminodcidos Ilinkers adequadas serdo evidentes para
aqueles peritos na especialidade. Um linker util & GSGGGG
(SEQ ID 9), estando o dipéptido Gly-Ser formado por um
lugar de restrigao BamHI, ajudando assim na clonagem e a
manipulacao, e sendo o tetrapéptido (Gly), um Iinker de

poli-glicina tipico. Se Xp1 € uma proteina AG e L, € um
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linker de glicina, 1sto pode ser equivalente a X,;; hao
estando uma proteina AG e estando ausente L,.

-A- é uma sequéncia de aminoacidos da extremidade N
opcional. Esta serada normalmente curta (por exemplo, 40 ou
menos aminodcidos, 1isto &, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32,
31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17,
16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1).
Exemplos incluem sequéncias lideres para dirigir o trafego
de proteinas, ou sequéncias de péptidos curtas que
facilitam a clonagem ou purificacgao (por exemplo, caudas de
histidina, isto é, His, em que n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
ou mais). Outras sequéncias de aminoacidos da extremidade N
adequadas serao evidentes para aqueles peritos na
especialidade. Se X; nao possuil sua proépria metionina da
extremidade N, -A- ¢é preferentemente um oligopéptido (por
exemplo, com 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 aminoacidos) que
proporciona uma metionina da extremidade N.

-B- é& uma sequéncia de aminodcidos da extremidade C
opcional. Esta sera normalmente curta (por exemplo, 40 ou
menos aminodcidos, isto &, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32,
31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17,
16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1).
Exemplos incluem sequéncias para dirigir o trafego de
proteinas, sequéncias de péptidos curtas que facilitam a
clonagem ou purificagao (por exemplo, dgue compreendem
caudas de histidina, isto é, His, em que n = 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 ou mais) ou sequéncias gue potenciam a
estabilidade de proteinas. Outras sequéncias de aminoacidos
da extremidade C adequadas serao evidentes para agueles
peritos na especialidade.

Duas proteinas hibridas particularmente preferidas da

invengao sao do seguinte modo:
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n |A X, L X, L, |B | SEQ
ID
NQ

2 |MA | AG287 | GSGGGG | 953 M) | - - |7

2 | M 936" | GSGGGG | AG741 | - - |8

Estas duas proteinas podem ser utilizadas em
combinacao com NadA (particularmente com SEQ ID N°:2).
Portanto, uma composicao preferida de antigénios de MenB
para utilizagdo com a inven¢cdao inclui um primeiro
polipéptido que compreende a sequéncia de amincdcidos SEQ
ID N°:2, um segundo polipéptido que compreende a sequéncia
de aminocdcidos SEQ ID N°:7 e um terceiro polipéptido que
compreende a sequéncia de aminodacidos SEQ ID N°:8. Este ¢é
um grupo preferido de antigénios de MenB para utilizacgao
com a invengao.

Como foil mencionado anteriormente, as composigdes da
invengao  podem induzir uma resposta de anticorpos
bactericidas do soro que € eficaz contra duas ou trés das
linhagens hipervirulentas de MenB A4, ET-5 e a linhagem 3.
Adicionalmente podem induzir respostas de anticorpos
bactericidas contra uma ou mais das linhagens
hipervirulentas do subgrupo I, subgrupo III, subgrupo IV-1
ou complexo ET-37, e contra outras linhagens, por exemplo,
linhagens hiperinvasivas. Estas respostas de anticorpos séao
medidas convenientemente em ratinhos e sao um indicador
padrao da eficacia de vacinas [por exemplo, veja-se a nota
final 14 da referéncia 77]. A actividade bactericida do
soro (SBA) mede a destruigao Dbactericida mediada por
complemento e pode ser ensaladas utilizando complemento
humano ou de bebé de coelho. Os padrdes da OMS requerem uma
vacina para induzir pelo menos um aumento de 4 vezes em SBA

em mais do 90% dos receptores.
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A composigao nao necessita induzir anticorpos
bactericidas contra todas as estirpes de MenB dentro destas
linhagens hipervirulentas; ao 1invés disso, para qualquer
grupo dado de quatro ou mais estirpes de meningococo do
Serogrupo B dentro de uma linhagem hipervirulenta
particular, os anticorpos induzidos pela composigao sao
bactericidas contra pelo menos 50% (por exemplo, 60%, 70%,
80%, 90% ou mais) do grupo. O0Os grupos preferidos de
estirpes incluirao estirpes isoladas em pelo menos quatro
dos seguintes paises: GB, AU, CA, NO, IT, US, NZ, NL, BR e
CU. O soro tem preferentemente um titulagao bactericida de
pelo menos 1024 (por exemplo, 29, 2%, 212 213 21 215,
21ﬂ 2”, 21 ou superior, preferentemente pelo menos 2
isto é, o soro pode destruir pelo menos 50% das bactérias
de teste de uma estirpe particular gquando é diluido 1/1024,
como é descrito na referéncia 77.

As composigdes preferidas podem induzir respostas
bactericidas contra as seguintes estirpes de meningococo do
serogrupo B: (i) do conjunto A4, a estirpe 961-5945 (B:2b:P
1,21,16) e/ou a estirpe G2136 (B:-); (ii) do complexo ET-5,
a estirpe MC58 (B:15:PI.7,16b) e/ou a estirpe 44/76 (B:15:P
1,7,16); (iii) do linhagem 3, a estirpe 394/98 (B:4:P 1,4)
e/ou a estirpe BZ198 (B:NT:-). Composig¢des mais preferidas
podem induzir respostas bactericidas contra as estirpes
961-5945, 44/76 e 394/98. As estirpes 961-5945 e G2136 sao
ambas estirpes de referéncia por MLST de Neisseria
[identificagbes 638 e 1002 na ref. 102]. A estirpe MC58
estd amplamente disponivel (por exemplo, ATCC BAA-335) e
fol a estirpe sequenciada na referéncia 75. A estirpe 44/76
foi utilizada e caracterizada amplamente (por exemplo, a
ref. 103) e é uma das estirpes de referéncia por MLST de
Neisseria [identificacgao 237 na ref. 102; fila 32 do Quadro

2 na ref. 1047. A estirpe 394/98 foi isolada
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originariamente em Nova Zeldndia em 1998 e houveram
diversos estudos wutilizando esta estirpe (por exemplo,
refs. 105 e 106). A estirpe BZ198 ¢é outra estirpe de
referéncia por MLST [identificacao 409 na ref. 102; fila 41
do Quadro 2 na ref. 104]. A composigao pode 1induzir
adicionalmente uma resposta Dbactericida contra a estirpe
LNP17592 do serogrupo W135 (W135:2a:P 1,5,2) do complexo
ET-37. Esta é uma estirpe Haji isolada na Franca em 2000.
Outros antigénios de polipéptidos de MenB gque podem
ser incluidos nas composicgdes da invencao incluem aqueles
que compreendem uma das seguintes sequéncias de
aminodacidos: SEQ ID N°:650 da ref. 78; SEQ ID N°:878 da
ref. 78; SEQ ID N°:884 da ref. 78; SEQ ID N°:4 da ref. 79;
SEQ ID N°:598 da ref. 80; SEQ ID N°:818 da ref. 80; SEQ ID
N°:864 da ref. 80; SEQ ID N°:866 da ref. 80; SEQ ID N°:1196
da ref. 80; SEQ ID N°:1272 da ref. 80; SEQ ID N°:1274 da
ref. 80; SEQ ID N°:1640 da ref. 80; SEQ ID N°:1788 da ref.
80; SEQ ID N°:2288 da ref. 80; SEQ ID N°:2466 da ref. 80;
SEQ ID N°:2554 da ref. 80; SEQ ID N°:2576 da ref. 80; SEQ
ID N°:2606 da ref. 80; SEQ ID N°:2608 da ref. 80; SEQ ID
N°:2616 da ref. 80; SEQ ID N°:2668 da ref. 80; SEQ 1ID
N°:2780 da ref. 80; SEQ ID N°:2932 da ref. 80; SEQ 1ID
N°:2958 da ref. 80; SEQ ID N°:2970 da ref. 80; SEQ 1ID
N°:2988 da ref. 80, ou um polipéptido gque compreende uma
sequéncia de aminodcidos que: (a) tem 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 70%. 80%, 90%, 95%, 99% ou
mais) com as ditas sequéncias; e/ou (b) compreende um
fragmento de pelo menos n aminoacidos consecutivos das
ditas seguéncias em gque n € 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Os fragmentos preferidos para

(b) compreendem um epitopo da sequéncia relevante. Pode ser
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incluido mais de um (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14 ou mais) destes polipéptidos.

Componentes antigénicos adicionais
Os antigénios nao meningocdcicos e de nao Neisseria,

preferentemente aqueles que nao diminuem a resposta imune
contra os componentes meningocdcicos, também podem ser
incluidos em composigdes da invengao. A ref. 107, por
exemplo, divulga combinagdes de oligossacaridos dos
serogrupos B e C de N. meningitidis Jjunto com o sacarido
Hib. Antigénios nao meningocdcicos particularmente
preferidos incluem:

- um antigénio da difteria tal como um toxdide diftérico
[por exemplo, capitulo 3 da ref. 108].

- um antigénio do tétanos tal como um toxdide tetdnico
[por exemplo, capitulo 4 da ref. 108].

- holotoxina de Pertusis (PT) e hemaglutinina

filamentosa (FHA) de B. pertussis, opcionalmente também

em combinag¢do com pertactina e/ou os aglutindgenos 2 e 3

[por exemplo, refs. 109 e 110].

- antigénio celular de pertussis.

- um antigénio do virus da hepatite A tal como virus
inactivado [por exemplo, 111, 112].

- um antigénio do virus da hepatite B tal como

antigénios de superficie e/ou de nucleo [por exemplo,

112,1137, estando o) antigénio de superficie

preferentemente adsorvido sobre um fosfato de aluminio

[1147].

- antigénio(s) da poliomielite [por exemplo, 115, 116]
tal como IPV.

A mistura pode compreender um ou mals destes outros

antigénios que podem estar desintoxicados se for necessario
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(por exemplo, desintoxicacao da toxina de pertusis por
meios gquimicos e/ou genéticos).

Se um antigénio da difteria esta incluido na mistura
também prefere-se incluir antigénio do tétano e antigénios
de pertussis. Similarmente, se um antigénio do tétano esta
incluido também prefere-se incluir antigénios da difteria e
de pertussis. Similarmente, se um antigénio de pertusis
estd incluido também prefere-se incluir antigénios da
difteria e do tétano.

Os antigénios na mistura estardao normalmente presentes
a uma concentragdo de pelo menos 1 pg/ml cada um. Em geral,
a concentracao de qualguer antigénio dado sera suficiente
para provocar uma resposta imune contra esse antigénio.
Prefere-se que a eficacia protectora dos antigénios
sacarideos individuais nao se elimine pela combinacao dos
mesmos, embora a 1imunogenicidade real possa ser reduzida
(por exemplo, titulagdes de ELISA).

Como uma alternativa a utilizacgdo de antigénios de
proteinas na mistura pode ser utilizado o &cido nucleico
que codifica o antigénio. Portanto, os componentes de
proteina da mistura podem ser substituidos por acido
nucleico (preferentemente ADN, por exemplo, em forma de um
plasmideo) que codifica a proteina. Similarmente, as
composigdbes da invencado podem compreender proteinas que
imitam a os antigénios sacarideos, por exemplo, mimdtopes
[117] ou anticorpos anti-idiotipicos. Estes podem
substituir componentes de sacaridos individuais ou podem
complementa-los. Como exemplo, a vacina pode compreender um
mimético de péptido do polissacarido capsular de MenC [118]
ou MenA [119] em lugar do préprio sacarido.

Um antigénio nao meningocdécico gque se inclui em
composigcbes da invencao € um que protege contra H.

influenzae de tipo b (Hib). Um antigénio nao meningocdcico
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preferido para a 1inclusao adicional em composigdes da

invencao é um gque protege contra Streptococcus pneumoniae.

H. influenzae de tipo b (Hib)

A composicdo inclui um antigénio de H .influenzae de
tipo b, especificamente um antigénio sacarideo capsular de
Hib conjugado. Os antigénios sacarideos de H. influenzae b
sdo muito conhecidos.

Vantajosamente, o sacarido de Hib esta covalentemente
conjugado com uma proteina transportadora a fim de
potenciar sua imunogenicidade, especialmente em criancas. A
preparacao de conjugados de polissacarido em geral, e do
polissacarido capsular de Hib em particular, esta muito bem
documentada [por exemplo, as referéncias 21-29, etc.]. A
invencao pode utilizar qualquer conjugado de Hib adequado.
Proteinas portadoras adequadas foram descritas

anteriormente, e o0s veiculos preferidos para sacaridos de

Hib sdc CRMjs7 ('HbOC'), toxdide tetdnico ('PRP-T') e o
complexo de membrana externa de N. meningitidis ('PRP-
OMP'") .

O residuo de sacarido do conjugado pode sSer um
polissacarido (por exemplo, fosfato de polirribosilribitol
de comprimento completo (PRP)), mas prefere-se hidrolisar
polissacaridos para formar oligossacaridos (por exemplo, MW
de -1 a -5 kDa).

Um conjugado preferido compreende um oligossacarido de
Hib ligado covalentemente a CRMig7; por meio de um Iinker de
acido adipico [120, 121]. O toxdide tetdnico também & um
veiculo preferido.

A administracao do antigénio de Hib produz
preferentemente uma concentragao de anticorpo anti-PRP de

20,15 pg/ml, e mais preferentemente 21 nug/ml.



38

Com o antigénio sacarideo de Hib na composicéao
prefere-se nao incluir um adjuvante de hidrdéxido de
aluminio. Se a composicao inclui um adjuvante de fosfato de
aluminio, entdo o antigénio de Hib pode ser adsorvido ao
adjuvante [122] ou pode ser nao adsorvido [123]. A
prevencao da adsorg¢ao pode ser conseguida seleccionando o
pH correcto durante a mistura de antigénio/adjuvante, um
adjuvante com um ponto apropriado de carga cero e uma ordem
apropriada de mistura para 0s diversos antigénios
diferentes numa composigao [124].

As composigbes da invengao podem compreender mais de
um antigénio de Hib. 0s antigénios de Hib podem ser
liofilizados, por exemplo, para reconstituicgao por

composigdes meningocdcicas da invengao.

Streptococcus pneumoniae

Se a composigao inclui um antigénio de S. pneumoniae,
normalmente serd um antigénio sacarideo capsular gue esta
preferentemente conjugado com uma proteina transportadora
[por exemplo, refs. 125 a 127]. Prefere-se incluir
sacaridos de mais de um sorotipo de S. pneumoniae. Por
exemplo, misturas de polissacaridos de 23 sorotipos
diferentes sadoc utilizadas amplamente Jj& gue sao vacinas
conjugadas com polissacaridos de entre 5 e 11 sorotipos
diferentes [128]. Por exemplo, PrevNarm™ [I] contém
antigénios de sete sorotipos (4, 6B, 9v, 14, 18C, 19F e
23F), estando cada sacarido individualmente conjugado com
CRMji97 por aminagado redutora, com 2 pg de cada sacarido por
0,5 ml de dose (4 pg de sorotipo 6B), e com conjugados
adsorvidos sobre um adjuvante de fosfato de aluminio. As
composigdbes da invencao incluem preferentemente pelo menos
0os sorotipos 6B, 14, 19F e 23F. Os conjugados podem ser

adsorvidos sobre um fosfato de aluminio.
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Como uma alternativa ao wutilizacgdao de antigénios
sacarideos de pneumococos, a composicdo pode incluir um ou
mais antigénios de polipéptidos. As sequéncias do genoma
para varias estirpes de pneumococos estdo disponiveis [129,
130] e podem ser submetidas a vacunologia inversa [131-134]
para identificar antigénios de polipéptidos adequados [135,
136]. Por exemplo, a composigao pode incluir um ou mais dos
seguintes antigénios: PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB,
LytC, LytA, Spl25, Spl0l, Spl28, Spl30 e Spl30, como foi
definido na referéncia 137. A composigao pode incluir mais
de um (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 10, 11, 12, 13
ou 14) destes antigénios.

Em algumas formas de realizacao, a composigcao pode
incluir tanto antigénios sacarideos como de polipéptidos de
pneumococos. Estes podem ser utilizados em mistura simples,
ou o antigénio sacarideo pneumocdcico pode ser conjugado
com uma proteina pneumocdcica. Proteinas portadoras
adequadas para tals formas de realizacgao incluem os
antigénios enumerados no paragrafo anterior [137].

Os antigénios pneumocdcicos podem ser liofilizados,

por exemplo, junto com antigénio de Hib.

Composicdes farmacéuticas

A composigdo da invencgao compreendera normalmente,
além dos componentes mencionados anteriormente, um ou mais
'veiculos farmaceuticamente aceitaveis' que incluem
qualquer veiculo que por si mesmo nao induz a produgao de
anticorpos nocivos para 0 individuo que recebe a
composigao. Veiculos adequados sao normalmente
macromoléculas grandes lentamente metabolizadas tais como
proteinas, polissacaridos, acidos ©polilacticos, acidos
poliglicdlicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de

aminodcidos, sacarose [138], trehalose [139], lactose e
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agregados de lipidos (tais como gotinhas de 6leo ou
lipossomas). Tais veiculos sado muito conhecidos para
aqueles peritos na especialidade. As vacinas também podem
conter diluentes tais como agua, solugao salina, glicerina,
etc. Adicionalmente podem estar presentes substéncias
auxiliares tais como agentes humectantes ou emulsionantes,
substancias de tamponamento de pH e similares. A solugao
salina fisioldgica tamponada com fosfato estéril livre de
pirogénios é um veiculo tipico. Uma discussao meticulosa de
excipientes farmaceuticamente aceitaveis estda disponivel na
referéncia 140.

As composigdes da invengao estao em forma aquosa, isto
é, solucgbes ou suspensdes. A formulacdao liquida deste tipo
permite que as composigdes sejam administradas directamente
a partir de sua forma embalada sem a necessidade de
reconstituig¢dao num meio aquoso e sao, portanto, ideais para
injeccao. As composigdes podem ser apresentadas em frascos,
ou podem ser apresentadas em seringas Jja carregadas. As
seringas podem ser administradas com ou sem agulhas. Uma
seringa incluirda uma dose Unica da composicao, enquanto que
um frasco pode incluir uma dose Unica ou dose multiplas.

As composigbes liquidas da invengao também sao
adequadas para reconstituir outras wvacinas de uma forma
liofilizada, para reconstituir antigénios de Hib ou DTP
liofilizados. Se uma composigcao da invengao ¢é para ser
utilizada para tal reconstituicdo extemporédnea, a invencgao
proporciona um kit que pode compreender dois frascos, ou
pode compreender uma seringa Jja carregada e um frasco, o
contetdo da seringa sendo utilizado para reactivar o
conteudo do frasco antes da injeccéao.

As composigdes da invengao podem embaladas em forma de
dose unitaria ou em forma de dose multiplas. Para formas de

doses multiplas preferem-se os frascos a as seringas
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previamente carregadas. Podem ser estabelecidos de forma
rotineira volumes de dosagem eficazes, mas uma dose humana
tipica da composicdo para injeccdo tem um volume de 0,5 ml.

O pH da composigdo esta preferentemente entre 6 e 8,
preferentemente aproximadamente 7. O pH estavel pode ser
mantido por meio da wutilizagcao de um tampao. Se uma
composigdo compreende um sal de hidrdéxido de aluminio,
prefere-se utilizar um tampado de histidina [141]. A
composigao pode ser estéril e/ou livre de pirogénios. As
composigbes da invencao podem ser isotdnicas com respeito
aos seres humanos.

As composigdes da invencgadao sao imunogénicas e sao mais
preferentemente composigdes de vacina. As vacinas de acordo
com a invencao podem ser tanto profilacticas (isto &, para
evitar a infecgao) como terapéuticas (isto é, para tratar a
infecgao), mas normalmente serao profilacticas. As
composigdes imunogénicas utilizadas como vacinas
compreendem uma quantidade imunologicamente eficaz de
antigénio(s), além de gualguer outro componente, conforme
seja necessario. Por 'quantidade imunologicamente eficaz'
se 1indica que a administragcao dessa dquantidade a um
individuo, tanto numa dose Unica como parte de uma serie, é
eficaz para o tratamento ou a prevencao. Esta quantidade
varia dependendo da saude e a condigao fisica do individuo
que a ser tratado, idade, o grupo taxondémico do individuo
que a ser tratado (por exemplo, primata nao humano,
primata, etc.), a capacidade do sistema imunitario do
individuo para sintetizar anticorpos, o grau de proteccgao
desejado, a formulacao da vacina, a avaliacao do médico
clinico da situacao médica e outros factores relevantes.
Espera-se que a gquantidade esteja num intervalo
relativamente largo gque possa ser determinado por ensaios

rotineiros.
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Dentro de cada dose, a quantidade de um antigénio
sacarideo individual estara geralmente entre 1-50 g
(medido como uma massa de sacarido), por exemplo,
aproximadamente 1 g, aproximadamente 2,5 ug,
aproximadamente 4 ug, aproximadamente 5 g ou
aproximadamente 10 ug.

Cada sacarido pode estar presente a substancialmente a
mesma quantidade por dose. No entanto, a relacao
(peso/peso) de sacarido de MenY:sacarido de MenWl35 pode
ser superior a 1 (por exemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou
superior) e/ou a relagadao (peso/peso) de sacarido de
MenY:sacarido de MenC pode ser inferior a 1 (por exemplo,
1:2, 1:3, 1:4, 1:5, ou inferior).

Relagbes preferidas (peso/peso) para sacaridos dos
serogrupos A:C:W135:Y sao: 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2:1:1:1;
4:2:1:1; 8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1;
4:4:2:1; 2:2:1:2; 4:4:1:2; e 2:2:2:1. Relagdes preferidas
(peso/peso) para sacaridos dos serogrupos C:W135:Y sdo:
1:1:1; 1:1:2; 1:1:1; 2:1:1; 4:2:1; 2:1:2; 4:1:2; 2:2:1; e
2:1:1. Prefere-se utilizar uma massa substancialmente igual
de cada sacarido.

Composigbes preferidas da invencgao compreendem menos
de 50 pg de sacarido meningocédcico por dose. OQutras
composigdes preferidas compreendem <40 ug de sacarido
meningocécico por dose. Outras composigdes preferidas
compreendem <30 pg de sacarido meningocdécico por dose.
Outras composigdes preferidas compreendem <25 nug de
sacarido meningocdcico por dose. Outras composicgdes
preferidas compreendem <20 pg de sacarido meningocdcico por
dose. Outras composi¢des preferidas compreendem <10 pg de
sacarido meningocdécico por dose mas, idealmente, as
composigdbes da invengao compreendem pelo menos 10 pg de

sacdarido meningocdcico total por dose.
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As composigbes da invencgao podem incluir um agente
antimicrobiano, particularmente quando é embalado em forma
de doses multiplas.

As composigdes da invengao podem compreender
detergente, por exemplo, um Tween (polissorbato) tal como
Tween 80. Os detergentes estao geralmente presentes a
baixos niveis, por exemplo, <0,01%.

As composigdes da invengao podem incluir sais de sddio
(por exemplo, cloreto de sdédio) para dar tonicidade. E
tipica uma concentracgdo de 1042 mg/ml de NaCl.

As composigbdes da invencao 1incluirao geralmente um
tampdo. E tipico tampdo fosfato.

As composigdes da invengao serao administradas
geralmente conjuntamente com outros agentes
imunorreguladores. Em particular, as composig¢des incluirao
normalmente um ou mais adjuvantes. Tais adjuvantes incluem,

mas nao se limitam a:

A. Composigcbes que contém minerais

As composigdes que contém minerais adequadas para
utilizagao como adjuvantes na invengao incluem sais
minerais tais como sais de aluminio e sais de calcio. A
invencao inclui sais minerais tais como hidrdéxidos (por
exemplo, oxihidroéxidos), fosfatos (por exemplo,
hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por
exemplo, vejam-se os capitulos 8 e 9 da ref. 142], ou
misturas de diferentes compostos minerais, tomando os
compostos qualquer forma adequada (por exemplo, gel,
cristalina, amorfa, etc.), e sendo preferido com adsorcgao.
As composigdes gque contém minerais também podem ser

formuladas como uma particula de sal metdlica [143].

B. Emulsébes de oleo
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As composigbes de emulsdao de Oéleo adequadas para
utilizagao como adjuvantes na invencao incluem emulsdes de
esqualeno-agua tails como MF59 [Capitulo 10 da ref. 142;
veja-se também a ref. 144] (esqualeno a 5%, Tween 80 a 0,5%
e Span 85 a 0,5%, formulado em particulas submicrométricas
utilizando uma microfluidizador). Também pode ser utilizado
adjuvante completo de Freund (CFA) e adjuvante incompleto

de Freund (IFA).

C. Formulag¢bes de saponina [capitulo 22 da ref. 142]

As formulacgdes de saponina também podem ser utilizadas
como adjuvantes na 1invengao. As saponinas sao um Jgrupo
heterélogo de glicdsidos de esterol e triterpendides que
encontram-se na casca, folhas, caules, raizes e inclusive
as flores de wuma ampla gama de espécies vegetais. A
saponina da casca do arvore Quillaja saponaria Molina foram
estudadas exaustivamente como adjuvantes. A saponina também
pode ser obtida comercialmente a partir de Smilax ornata
(salsaparrilha), Gypsophila paniculata (véu de noiva) e
Saponaria officinalis (raiz de sabao). As formulagdes de
adjuvante de saponina incluem formulagdes purificadas tais
como (QS21, além disso de formulacgdes de lipidos tais como
ISCOM. QS21 se comercializa como Stimulon™.

As composicgdes de saponina foram purificadas
utilizando HPLC e RP-HPLC. Foram identificados fracgdes
purificadas especificas wutilizando estas técnicas dque
incluem QS7, 0s17, 0s18, Qs21, QH-A, QH-B e QH-C.
Preferentemente, a saponina é (QS21. Um método de producao
de QS21 é divulgada na ref. 145. As formulagdes de saponina
também podem compreender um esterol, tal como colesterol
[1467].

As combinacbes de saponinas e colesterdis podem ser

utilizadas para formar particulas Unicas chamadas complexos
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imunoestimulantes (ISCOM) [capitulo 23 da ref. 142]. Os
ISCOM também incluem normalmente um fosfolipido tal como
fosfatidiletanolamina ou fosfatidilcolina. Pode ser
utilizada qualqguer saponina conhecida nos ISCOM.
Preferentemente, o ISCOM inclui um ou mais de QuilA, QHA e
QHC. Os ISCOM sao descritas adicionalmente nas refs. 146-
148. Opcionalmente, 0s ISCOM podem nao possuir de
detergente adicional [149].

Uma revisao do desenvolvimento de adjuvantes com base

em saponinas pode ser encontradas nas refs. 150 e 151.

D. Virossomas € particulas similares a virus

Os virossomas e as particulas similares a virus (VLP)
também podem ser utilizados como adjuvantes na invencao.
Estas estruturas contém geralmente uma ou mais proteinas de
um virus opcionalmente combinado ou formulado com um
fosfolipido. Sao geralmente nao patogénicas, nao
replicantes e geralmente nao contém nenhum dos genomas
virais nativos. As proteinas virais podem ser produzidas de
maneira recombinante ou ser isoladas a partir de virus
completos. Estas proteinas virais adequadas para utilizacgao
em virossomas ou VLP incluem proteinas derivadas do virus
da gripe (tal como HA ou NA), virus da hepatite B (tal como
proteinas de ntcleo ou de capside), virus da hepatite Y,
virus do sarampo, virus Sindbis, rotavirus, virus da febre
aftosa, retrovirus, virus de Norwalk, virus do papiloma
humano, VIH, fagos de ARN, fago QR (tal como proteinas da
revestimento), fago GA, fago fr, fago AP205 e Ty (tal como
a proteina pl do retrotransposao Ty). Os VLP sao discutidos
adicionalmente nas refs. 152-157. Os virossomas sao

discutidos adicionalmente em, por exemplo, a ref. 158.

E. Derivados bacterianos ou microbianos
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Os adjuvantes adequados para utilizacao na invencgao
incluem derivados Dbacterianos ou microbiano tais como
derivados nao tdxicos de lipopolissacarido enterobacteriano
(LPS), derivados do lipido A, oligonucledtidos
imunoestimuladores e toxinas ribosilantes de ADP e
derivados desintoxicados das mesmas.

Os derivados nao tdéxicos de LPS incluem monofosforil
lipido A (MPL) e MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL €& uma
mistura de monofosforil lipido A 3-des-0O-acilado com 4, 5
ou 6 cadeias aciladas. Uma forma de “particula pequena”
preferida de monofosforil lipido A 3-des-0O-acilado ¢é
divulgada na ref. 159. Tais “particulas pequenas” de 3dMPL
sao suficientemente pegquenas para ser esterilizadas por
filtracdo através de uma membrana de 0,22 pm [159]. Outros
derivados de LPS nao téxicos incluem miméticos de
monofosforil lipido A tais como derivados de fosfato de
aminoalquilglucosaminida, por exemplo, RC-529 [160, 161].

Os derivados do lipido A incluem derivados do lipido A
de Escherichia coli tais como OM-174., OM-174 é descrito,
por exemplo, nas refs. 162 e 163.

Os oligonucledétidos imunoestimuladores adequados para
utilizagao como adjuvantes na invencao incluem sequéncias
de nucledtidos que contém um motivo CpG (uma sequéncia de
dinucledétidos que contém uma citosina sem metilar ligada
por uma ligacado fosfato a uma guanosina). Também foi
mostrado gue os ARN de cadeia dupla e os oligonucledtidos
que contém sequéncias palindrdémicas ou de poli(dG) séao
imunoestimuladores.

Os CpG podem incluir modificag¢des/analogos de
nucledétidos tais como modificacgdes de fosforotioato e podem
ser de cadeia dupla ou de cadeia simples. As referéncias
164, 165 e 166 divulgam possiveis substituig¢des analogas,

por exemplo, substituicdo de guanosina com 2'-desoxi-T7-
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deazaguanosina. O efeito adjuvante de oligonucledtidos de
CpG se trata adicionalmente nas refs. 167-172.

A sequéncia de CpG pode ser dirigida a TLR9, tal como
o motivo GTCGTT ou TTCGTT [173]. A sequéncia de CpG pode
ser especifica para induzir uma resposta imune Thl tal como
um ODN CpG-A, ou pode ser mais especifica para induzir uma
resposta de linfécitos B tal como ODN CpG-B. Os ODN CpG-A e
CpG-B sao tratadas nas refs. 174-176. Preferentemente, o
CpG € o ODN CpG-A.

Preferentemente, o oligonucledétido de CpG é construido
de maneira que a extremidade 5' esteja acessivel para o
reconhecimento de receptores. Opcionalmente, duas
sequéncias de oligonucledétidos de CpG podem se ligar em
suas extremidades 3' para formar “imundémeros”. Vejam-se,
por exemplo, as refs. 173 e 177-179.

As toxinas ribosilantes de ADP Dbacterianas e o0s
derivados desintoxicados das mesmas podem ser utilizados
como adjuvantes na invencdo. Preferentemente, a proteina é
derivada de E. coli (enterotoxina labil ao calor de E. coli
“LT"), cblera (“CT”) ou Pertusis (“PT”). a utilizacao de
toxinas ribosilantes de ADP desintoxicadas como adjuvantes
da mucosa ¢é descrito na ref. 180 e como adjuvantes
parentéricos na ref. 181. A toxina ou o toxdide estao
preferentemente em forma de uma holotoxina gque compreende
tanto subunidades A como B. Preferentemente, a subunidade A
contém uma mutagdao desintoxicante; preferentemente a
subunidade B nao esta mutada. Preferentemente, o adjuvante
¢ um mutante de LT desintoxicado tal como LT-K63, LT-R72 e
LT-G192. A utilizacao de toxinas ribosilantes de ADP e
derivados desintoxicados das mesmas, particularmente LT-K63
e LT-R72, como adjuvantes pode ser encontrada nas refs.
182-189. A referéncia numérica para substituicdes de

aminoacidos baseia-se preferentemente nos alinhamentos das
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subunidades A e B de toxinas ribosilantes de ADP expostas

na ref. 190.

F. Imunomoduladores humanos

Os imunomoduladores humanos adequados para utilizacao
como adjuvantes na invengaoc 1incluem citocinas tais como
interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-12 [191], etc.) [192], interferdes (por exemplo,
interferao Y) ., factor estimulante de coldénias de

macréfagos, factor de necrose tumoral.

G. Biocadesivos e mucoadesivos

Também podem ser utilizado biocadesivos e mucoadesivos
como adjuvantes na invencgao. Biocadesivos adequados incluem
microesferas de 4&cido hialurdénico esterificadas [193] ou
mucoadesivos tals como derivados reticulados de poli(acido
acrilico), poli(alcool vinilico), polivinilpirrolidona,
polissacaridos e carboximetilcelulose. Também podem ser
utilizado quitosano e derivados do mesmo como adjuvantes na

invencao [194].

H. Microparticulas

As microparticulas também podem ser utilizadas como
adjuvantes na invencgao. Preferem-se microparticulas (isto
é, uma particula de ~100 nm a ~150 pm de didmetro, mais
preferentemente ~200 nm a ~30 um de diédmetro, e o mais
preferentemente ~500 nm a ~10 um de didmetro) formadas a
partir de materiais que sado biodegradaveils e ndo tdxicos
(por exemplo, um poli(a-hidroxiacido), um acido
polihidroxibutirico, um poliortoéster, um polianidrido, uma
policaprolactona, etc.), com poli(lactida-co-glicolida),
opcionalmente tratadas para ter uma superficie

negativamente carregada (por exemplo, com SDS) ou uma
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superficie positivamente carregada (por exemplo, com um

detergente catidnico tal como CTAB).

I. Lipossomas (capitulos 13 e 14 da ref. 142)

Exemplos de formulagdes de lipossomas adequadas para

utilizagao como adjuvantes sao descritas nas refs. 195-197.

J. Formulagbes de polioxietilenéteres e

polioxietilenésteres

Os adjuvantes adequados para utilizagao na invencao
incluem polioxietilenéteres e polioxietilenésteres [198].
Tais formulagdes 1incluem adicionalmente tensiocactivos de
éster de polioxietilensorbitano em combinagdo com um
octoxinol [199], além disso de tensiocactivos de
polioxietilenalquiléter ou éster em combinagao com pelo
menos um tensiocactivo nao idénico adicional tal como um
octoxinol [2007. Os polioxietilenéteres preferidos séao
seleccionados do seguinte grupo: polioxietilen-9-lauriléter
(laureth 9), polioxietilen-9-esteoriléter, polioxietilen-8-
esteoriléter, polioxietilen-4-lauriléter, polioxietilen-35-

lauriléter e polioxietilen-23-lauriléter.

K. Polifosfaceno (PCPP)

As formulagdes de PCPP sao descritas, por exemplo, nas

refs. 201 e 202.

L. Muramilpéptidos

Exemplos de muramilpéptidos adequados para utilizacgao
como adjuvantes na 1inveng¢ao incluem N-acetil-muramil-L-
treonil-D-isoglutamina (thr-MDP) , N-acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP) e N-acetilmuramil-L-alanil-
D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-

3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE).
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M. Compostos de imidazoquinolona

Exemplos de compostos de imidazoquinolona adequados
para utilizacao como adjuvantes na invencgao incluem
imiguimod e seus homdélogos (por exemplo, “Resigquimod 3M"),
descrito adicionalmente nas refs. 203 e 204.

A invengao também pode compreender combinagdes de
aspectos de um ou mais dos adjuvantes identificados
anteriormente. Por exemplo, as seguintes composigdes de
adjuvante podem ser utilizadas na 1invencgao: (1) uma
saponina e uma emulsdo de 6leo em Aagua [205]; (2) uma

saponina (por exemplo, QS21) + um derivado de LPS nao

téxico (por exemplo, 3dMPL) [206]; (3) uma saponina (por
exemplo, QS21) + um derivado de LPS nao toéxico (por
exemplo, 3dMPL) + um colesterol; (4) uma saponina (por

exemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + um esterol)
[207]; (5) combinac¢des de 3dMPL com, por exemplo, QS21 e/ou
emulsdes de Oleo em 4&gua [208]; (6) SAF, que contém
esqualeno a 10%, Tween 80™ a 0,4%, polimero de bloco de
Pluronic a 5% L121 e thr-MDP, tanto microfluidizado numa
emulsao submicrométrica como agitado com vértex para gerar
uma emulsao de maior tamanho de particula; (7) sistema de
adjuvante Ribi" (RAS), (Ribi Immunochem) que contém
esqualeno a 2%, Tween 80 a 0,2% e um ou mais componentes da
parede celular Dbacteriana do grupo gue consiste em
monofosforil lipido A (MPL), trehalose dimicolato (TDM) e
esqueleto de parede celular (CWS), preferentemente MPL +
CWS (Detox™); (8) um ou mais salis minerais (tais como um
sal de aluminio) + um derivado de LPS nao tdéxico (tal como
3dMPL) .

Outras substancias que agem de agentes

imunoestimulantes sao divulgados no capitulo 7 da ref. 142.
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Prefere-se particularmente a utilizacgao de adjuvantes
de sais de aluminio, e o0os antigénios sao adsorvidos
geralmente a tais sails. 0Os conjugados de MenC Menjugate™ e
NeigVac™ utilizam um adjuvante de hidrdéxido, engquanto que
Meningitec™ utiliza um fosfato. Em composicdes da invengao
é possivel adsorver alguns antigénios a um hidréxido de
aluminio mas para ter outros antigénios em associacdao com
um fosfato de aluminio. No entanto, em geral, somente
prefere-se utilizar um Unico sal, por exemplo, um hidréxido
ou um fosfato, mas nao ambos. O hidrdéxido de aluminio se
evita preferentemente como adjuvante, particularmente se a
composicdo inclui um antigénio de Hib. Portanto, preferem-
se composigdes que nao contém hidrdéxido de aluminio. Ao
invés disso podem ser utilizados fosfatos de aluminio,, e
um adjuvante tipico é hidroxifosfato de aluminio amorfo com
a relagdo molar de POs/Ao entre 0,84 e 0,92, incluido a 0,6
mg de Al**/ml. Pode ser utilizado a adsorgdo com uma baixa
dose de fosfato de aluminio, por exemplo, entre 50 e 100 ug
de Al’*" por conjugado por dose. Se é utilizado um fosfato
de aluminio e se deseja gque nao seja adsorvido um antigénio
ao adjuvante, 1sto € favorecido incluindo 1ides fosfato
livres em solugao (por exemplo, utilizando um tampao
fosfato).

Nem todos o0s conjugados necessitam ser adsorvidos,
isto é, alguns ou todos podem estar livres em solucgao.

O fosfato de calcio é outro adjuvante preferido.

Métodos de tratamento

Uma composigcao da invengao pode ser para produzir uma
resposta de anticorpos num mamifero administrando uma

composicdo farmacéutica da invencao ao mamifero.
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A composigao pode ser para utilizagdo num método para
produzir uma resposta imune num mamifero gue compreende a
etapa de administrar uma quantidade eficaz da composicao da
invengao. A resposta imune € preferentemente protectora e
preferentemente envolve anticorpos. O método pode produzir
uma resposta de reforcgo.

O mamifero ¢é preferentemente um ser humano. Se a
vacina ¢é para utilizacdo profilédctica, o© ser humano é
preferentemente uma crianga (por exemplo, uma crianga
pequena ou lactante) ou um adolescente; se a vacina é para
utilizagdo terapéutica, o ser humano é preferentemente um
adulto. Uma vacina prevista para criancas também pode ser
administrada a adultos, por exemplo, para avaliar a
seguranca, dosagem, imunogenicidade, etc.

A invengcao também proporciona uma composicgdao da
invengao para utilizagao como medicamento. O medicamento
pode produzir preferentemente uma resposta imune num
mamifero (isto é, é uma composicao imunogénica) e € mais
preferentemente uma vacina.

A invencdo também proporciona a utilizagado de uma
composicao da invencgao na preparagao de um medicamento para
produzir uma resposta imune num mamifero.

Estas utilizagdes e métodos sao preferentemente para a
prevencao e/ou o tratamento de uma doenca produzida por uma
Neisseria (por exemplo, meningite, septicemia, bacteremia,
gonorreia, etc.). Prefere-se a prevengao e/ou o tratamento
de meningite bacteriana e/ou meningocdcica.

Uma forma de comprovar a eficdcia do tratamento
terapéutico implica monitorizar a infecgao por Neisseria
depois da administracgao da composicao da invengao. Uma
forma de comprovar a eficacia do tratamento profildctico
envolve monitorizar respostas imunes contra os cinco

antigénios basicos depois da administracao da composicdo. A
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imunogenicidade de <composigdes da invengao pode @ ser
determinada administrando-as para testar individuos (por
exemplo, <c¢riangas de 12-16 meses de idade, ou modelos
animais [209]) e em seguida determinando pardmetros padréo
que incluem anticorpos Dbactericidas do soro (SBA) e
titulagbes de ELISA (GMT) de IgG anti-capsula total e de
alta afinidade. Estas respostas imunes serao determinadas
geralmente aproximadamente 4 semanas depois da
administracao da composigao, e em comparagao com valores
determinados antes da administracgao da composigao. Prefere-
se um aumento de SBA de pelo menos 4 vezes ou 8 vezes. Se é
administrada mais de uma dose da composicao pode ser feita
mais de uma determinacao pds-tratamento.

As composigbes preferidas da invengao podem conferir
um titulacgao de anticorpos num paciente gque é superior ao
critério para a soroprotecgao para cada componente
antigénico para um percentagem aceitavel de individuos
humanos. Sao muito conhecidos os antigénios com um
titulacao de anticorpos associado acima do gual um
hospedeiro é considerado que esta soroconvertido contra o
antigénio, e tais titulagdes sao publicados por
organizagdes tais como a OMS. Preferentemente mais de 80%
de uma amostra estatisticamente significativa de individuos
estd soroconvertida, mails preferentemente mais de 90%,
ainda mais preferentemente mais de 93%, e o mais
preferentemente 96-100%. As composigdes da invengao serao
administradas geralmente directamente a um paciente. A
administracao directa pode ser levada a cabo por injeccgao
parentérica (por exemplo, subcutaneamente,
intraperitonealmente, intravenosamente, intramuscularmente
ou ao  espacgo intersticial de um tecido), ou por
administracadao rectal, oral, vaginal, tépica, transdérmica,

intranasal, ocular, auditiva, pulmonar ou outra mucosa.
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Prefere-se a administragao intramuscular ao coxa ou ao
brago superior. A injecc¢ao pode via uma agulha (por
exemplo, uma agulha hipodérmica), mas como alternativa pode
ser utilizada injecgdao sem agulha. Uma dose intramuscular
tipica ¢ 0,5 ml.

A invengdo pode ser utilizada para provocar imunidade
sistémica e/ou mucosa.

O tratamento de dosagem pode ser um programa de dose
Gnica ou um programa de dose multipla. A dose multipla pode
ser utilizada num programa de imunizagdao primaria e/ou num
programa de reforgo da imunizagao. Um programa de dose
primaria pode ir seguido de um programa de dose de reforgo.
O momento adequado entre duas doses de sensibilizacao (por
exemplo, entre 4-16 semanas), e entre a sensibilizacgcao e o
reforgo, pode ser determinado rotineiramente.

As infecgbes por Neisseria afectam diversas areas do
corpo e, portanto, as composigdes da invencao podem ser
preparadas de diversas formas. Por exemplo, as composicdes
podem ser preparadas como injectaveis, tanto como solugdes
liguidas como suspensdes. A composicao pode ser preparada
para administragao pulmonar, por exemplo, como um inalador,
utilizando um pdé fino ou um spray. A composicao pode ser
preparada como um supositdério ou pessario. A composicao
pode ser preparada para administracgao nasal, auditiva ou
ocular, por exemplo, como spray, gJgotas, gel ou pd [por
exemplo, as refs. 210 e 211]. Foi informado o sucesso com a
administracado nasal de sacaridos pneumocdcicos [212, 2137,
polipéptidos pneumocdcicos [214], sacaridos de Hib [215],
sacaridos de MenC [216] e misturas de conjugados de

sacaridos de Hib e MenC [217].

Estabilidade durante o armazenamento
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As composigdes da invengao oferecem uma estabilidade
melhorada, particularmente para o componente de sacarido do
serogrupo A. O presente pedido divulga um processo para

preparar uma composigao de vacina que compreende as etapas

de: (1) misturar (i) wum antigénio sacarideo capsular
conjugado do serogrupo C, (ii) um antigénio sacarideo
capsular conjugado do serogrupo W135, (iii) um antigénio

sacarideo capsular conjugado do serogrupo Y e (iv) um ou
mais antigénios de polipéptidos do serogrupo B; (2) guardar
a composicao resultante da etapa (1) durante pelo menos 1
semana; (3) preparar uma seringa dgque contém a composicgao
armazenada da etapa (2) pronta para injecgao a um paciente;
e, opcionalmente (4) injectar a composigao ao paciente.

A etapa (I) também pode envolver misturar (v) um
antigénio sacarideo capsular conjugado do serogrupo A. Num
aspecto da 1invencao também envolve misturar (vi) um
antigénio sacarideo capsular conjugado de Hib. Também pode
envolver misturar (vii) um antigénio pneumocdcico. A etapa
(2) implica preferentemente pelo menos 2 semanas, 4
semanas, 6 semanas, 8 semanas, 10 semanas, 12 semanas ou
mais de armazenamento. A etapa de armazenamento (2) pode ou
pode nao estar abaixo da temperatura ambiente (por exemplo,
a 10x10°C).

O pedido também divulga um processo para preparar uma
composigcao de vacina que compreende as etapas de: (1)
misturar (i) um antigénio sacarideo capsular conjugado do
serogrupo C, (ii) um antigénio sacarideo capsular conjugado
do serogrupo W135, (iii) um antigénio sacarideo capsular
conjugado do serogrupo Y e (iv) um ou mais antigénios de
polipéptidos do serogrupo B; e (2) extrair um volume de
dose unitaria dos antigénios; e (c) embalar a dose unitaria

extraida num recipiente hermeticamente fechado.
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A etapa (I) também pode implicar misturar (v) um
antigénio sacarideo capsular conjugado do serogrupo A. Num
aspecto da invencdao também implica misturar (vi) um
antigénio sacarideo capsular conjugado de Hib. Também pode
implicar misturar (vii) uma antigénio pneumocdcico. O
recipiente hermeticamente fechado pode ser um frasco ou uma
seringa.

A invengao proporciona um recipiente hermeticamente

fechado que contém uma composicao da invengao.

Informagdo geral

O termo “que compreende” significa “que inclui”, além

4“

disso de *“consiste em”, por exemplo, uma composicao “que
compreende” X pode consistir em exclusivamente X ou pode
incluir algo adicional, por exemplo, X + E.

O termo “aproximadamente” em relagao com um valor
numérico x significa, por exemplo, x = 10%.

A palavra “substancialmente” nao exclui
“completamente”, por exemplo, uma composigdo que esta
“substancialmente livre” de Y pode estar completamente
livre de Y. Se & necessario, a palavra *“substancialmente”
pode ser omitida da definicao da invencao.

As referéncias a uma identidade de sequéncias em
percentagem entre duas sequéncias de aminoacidos significa
que, quando sao alinhadas, essa percentagem de aminoacidos
é a mesma comparando as duas sequéncias. Este alinhamento e
a homologia ou identidade de sequéncias em percentagem pode
ser determinada utilizando programas de software conhecidos
na técnica, por exemplo, aqueles descritos em seccao 7,7.18
da referéncia 218. Um alinhamento preferido é determinado
pelo algoritmo de pesqguisa de homologias de Smith-Waterman
utilizando uma pequisa de "affine gap” com o0s seguintes

parémetros: gap open penalty = 12 (fungdo do custo de
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abertura de espagamento), gap extension penalty = 2 {(funcgao
de custo de extensao de espacamento) e matriz BLOSUM de
62. O algoritmo de pesquisa de homologia de Smith-Waterman
é ensinada na referéncia 219.

O termo “alquilo” refere-se a grupos alquilo em formas
tanto lineares como ramificadas. O grupo alquilo pode estar
interrompido com 1, 2 ou 3 heteroatomos seleccionados de -
0-, -NH- ou -S-. O grupo algquilo também pode estar
interrompido com 1, 2 ou 3 ligagdes duplas e/ou triplas. No
entanto, o termo “alquilo” normalmente refere-se a grupos
alquilo gue nado tém interrupgdes de heterocdtomos ou
interrupgdes de duplas ou triplas ligagdes. Quando se faz
referéncia a alquilo Cj.4; 1ndica-se que o grupo alquilo
pode conter qualquer numero de atomos de carbono entre 1 e
12 (por exemplo, Ci, Cz, Cs, Ca Cs, Cs, Cy, Cs, Co, Cio, Ci1,
Ci2) . Similarmente, quando se faz referéncia a alquilo Ci
indica-se que o grupo alquilo pode conter gqualguer numero
de 4tomos de carbono entre 1 e 6 (por exemplo, C;, C,, Cs,
Csr Cs, Co).

O termo “cicloalquilo” inclui grupos cicloalquilo,
policicloalquilo e cicloalquenilo, além de combinagdes
destes com grupos alquilo tais Ccomo grupos
cicloalquilalquilo. 0 grupo cicloalquilo pode estar
interrompido com 1, 2 ou 3 heteroatomos seleccionados de -
o-, -NH- ou -S-. ©No entanto, o termo “cicloalquilo”
normalmente refere-se a grupos cicloalquilo gque nao tém
interrupgdes de heterodatomos. Exemplos de grupos
cicloalquilo incluem grupos ciclopentilo, ciclohexilo,
ciclohexenilo, ciclohexilmetilo e adamantilo. Quando se faz
referéncia a cicloalquilo Cs.1, 1indica-se que o0 Jgrupo
cicloalquilo pode conter gqualquer numero de atomos de
carbono entre 3 e 12 (por exemplo, C3, C., Cs, Cq, Cy, Cg,

Coy Ci0, Ci1, Ci2).
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O termo *“arilo” refere-se a um grupo aromatico tal
como fenilo ou naftilo. Quando se faz referéncia a arilo
Cs_12 1indica-se que o grupo arilo pode conter qualquer
numero de atomos de carbono entre 5 e 12 (por exemplo, Cs,
Cer Coy Cgy Coy Cigy Cr1, Ci2).

O termo *“aril Csiz-alquilo Ci1.¢” refere-se a grupos
tais como benzilo, feniletilo e naftilmetilo.

Grupos protectores de azoto incluem grupos sililo
(tais como TMS, TES, TBS, TIPS), derivados de acilo (tais
como ftalimidas, trifluoroacetamidas, metoxicarbonilo,
etoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo (Boc), benziloxicarbonilo
(7 ou Cbz), 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), 2-
(trimetilsilil)etoxicarbonilo, 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo
(Troc)), derivados de sulfonilo (tais como B-
trimetilsililetanosulfonilo (SES)), derivados de sulfenilo,
alquilo Ci12, benzilo, benzhidrilo, tritilo, 9-
fenilfluorenilo, etc. Um grupo protector de azoto preferido
é Fmoc.

As sequéncias incluidas para facilitar a clonagem ou
purificacao, etc., nao contribuem necessariamente a
invencao e podem ser omitidas ou eliminadas.

Se apreciara que podem existir anéis de agucar em
forma aberta e cerrada e dque, enquanto que as formas
fechadas mostram-se em férmulas estruturais no presente
documento, as formas abertas também estdo englobadas pela
invencao.

Os polipéptidos da invencao podem ser preparados por
diversos meios (por exemplo, expressao recombinante,
purificacao de cultura celular, sintese guimica (pelo menos
em parte), etc.) e em diversas formas (por exemplo, nativo,
fusbes, nao glicosilados, lipidados, etc.). Sao preparados
preferentemente em forma substancialmente pura (isto &,

substancialmente livre de outras proteinas de
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meningitidis ou de células hospedeiras). Embora a expressao
do polipéptido possa ocorrer em Neisseria, prefere-se um
hospedeiro heterdlogo. O hospedeiro heterdélogo pode ser
procariota (por exemplo, uma bactéria) ou eucariota.
Preferentemente é E. coli, mas outros hospedeiros adequados
incluem Bacillus subtilis, Vibrio cholerae, Salmonella
typhi, Salmonella typhimurium, Neisseria lactamica,
Neisseria cinerea, Mycobacteria (por exemplo, M.
turberculosis), levadura, etc.

O acido nucleico de acordo com a invencao pode ser
preparados de muitas formas (por exemplo, por sintese
guimica (pelo menos em parte) a partir de bibliotecas
gendémicas ou de ADNc, a partir do préprio organismo, etc.)
e pode tomar diversas formas (por exemplo, de cadeia
simples, de cadeia dupla, vectores, sondas, etc.). Sao
preparados preferentemente em forma substancialmente pura
(isto €&, substancialmente livre de outros &acidos nucleicos
de N. meningitidis ou de células hospedeiro). O termo
“acido nucleico” inclui ADN e ARN, e também seus analogos,
tais como aqueles que contém esqueletos modificados (por
exemplo, fosforotiocatos, etc.), e também A&cidos nucleicos
de péptido (PNA), etc. A invencgdo inclui acido nucleico que
compreende sequéncias complementarias as descritas
anteriormente (por exemplo, para propdsitos antisense ou de
sondagem) .

Depois do serogrupo, a classificacdao meningocdcica
inclui sorotipo, sorosubtipo e em seguida imunotipo, e a
nomenclatura padrao enumera serogrupo, sorotipo,
sorosubtipo e imunotipo, cada um separado por dois pontos,
por exemplo, B:4:P1,15:1L3,7,9. Dentro do serogrupo B,
algumas linhagens produzem frequentemente doencga
(hiperinvasiva), algumas linhagens produzem formas mais

graves de doenga gue outras (hipervirulentas), e outras
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raramente produzem doenga em absoluto. Sao reconhecidas
sete linhagens hipervirulentas, concretamente os subgrupos
I, III e IV-1, complexo ET-5, complexo ET-37, conjunto A4 e
linhagem 3. Estes foram definidos por meio de electroforese
de enzimas multilocus (MLEE), mas também foi utilizada a
tipagem de sequéncias multilocus (MLST) para classificar

meningococos [ref. 104].

Modos para levar a cabo a invencédo

Proteina hibrida A G287-953

A proteina 287 que codifica ADN da estirpe 394/98
meningocdcica do serogrupo B e a proteina 953 da estirpe
2996 meningocdécica do serogrupo B foram digeridas e
ligadas, junto com uma sequéncia Ilinker curta, dando um
plasmideo que codificava a sequéncia de aminoacidos SEQ ID
7. O plasmideo foi transfectado em E. coli e as bactérias
foram cultivadas para expressar a proteina. Depois do
crescimento adequado, as bactérias foram colhidas e a
proteina foil purificada. A partir da cultura, as bactérias
foram centrifugadas e o sedimento foi homogeneizado em
presenca de tampao acetato 50 mM (pH 5) com uma relagao em
volume de precipitado:tampao de 1:8. A lise foli realizada
utilizando um homogeneizador a alta pressao (AVESTIN, 4
ciclos a 14000 psi). Depois da lise foil adicionada ureia a
uma concentracao final de 5 M, seguido de agitagao durante
1 hora a temperatura ambiente. O pH fol reduzido de 6 a b5
utilizando tampao acetato 200 mM (pH 4) + ureia 5 M. A
mistura foi centrifugada a 16800 g durante 60 minutos a 2-
8°C. O sobrenadante foil colhido e filtrado por SARTOBRAN P
(0,45-0,22 pum de SARTORIUS). A proteina no sobrenadante
filtrado foi estavel durante pelo menos 30 dias a -20°C e

durante pelo menos 15 dias a 2-8°C.
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A proteina foi purificada adicionalmente numa coluna
de permuta catidnica (SPFF, Amersham Biosciences) com
eluigdo utilizando NaCl 350 mM + acetato 50 mM + ureia 5 M
a pH 5,00. A maioria das impurezas estavam presentes no
fluxo continuo. Uma lavagem de pré-eluicao utilizando uma
menor concentragao de NaCl (180 mM) eliminou vantajosamente
duas proteinas de E. coli contaminante.

O material eluido foi ajustado a pH 8 (utilizando TRIS
200 mM/HC1 + wureia 5 M a pH 9) e fol purificado
adicionalmente sobre uma coluna de Q Sepharose HP
(Amersham) com eluicao utilizando NaCl 150 mM + TRIS 20
mM/HC1 a pH 8,00 em ureia 5 M. De novo, uma lavagem de pre-
eluigao com sal reduzido (90 mM) foi Util para eliminar
impurezas.

O material eluido filtrado da coluna Q HP foi diluido
1:2 utilizando PBS a pH 7,00 (NaCl 150 mM + fosfato de
potédssio 10 mM, pH 7,00) e em seguida se diafiltrou contra
10 volumes de PBS a pH 7,00 por meio de ultrafiltracgao
tangencial. Ao final da diafiltragcdao o material foi
concentrado 1,6 vezes a aproximadamente 1,2 mg/ml de
proteinas totais. Utilizando uma membrana de 3 0,000 Da de
corte (membrana de celulose regenerada de 50 cm?, Millipore
PLCTK 30) foi possivel dializar o material com um

rendimento de aproximadamente 90%.

Proteina hibrida 936-AG741

A proteina 936 que codifica ADN da estirpe 2996
meningocdcica do serogrupo B e a proteina 741 da estirpe
MC58 meningocdcica do serogrupo B foram digeridas e
ligadas, Jjunto com uma sequéncia Ilinker curta, dando um
plasmideo que codificava a sequéncia de aminoacidos SEQ ID
8. O plasmideo foi transfectado em E. coli e as bactérias

foram cultivadas para expressar a proteina. A proteina
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recombinante nao foi secretado, mas permaneceu soluvel
dentro das bactérias.

Depois do crescimento adequado, as bactérias foram
centrifugadas dando uma pasta humida e foram tratadas do
seguinte modo:

- Homogeneizagdo por meio de um sistema a alta pressao
em presenca de fosfato de sdédio 20 mM a pH 7,00.

- Centrifugacao e clarificagao por filtragao ortogonal.

- Cromatografia em coluna catidnica (SP Sepharose Fast

Flow), com eluigdo com NaCl 150 mM em fosfato de sdédio

20 mM a pH 7,00.

- Cromatografia em coluna anidnica (Q Sepharose XL) com
recolha em fluxo continuo.

- Cromatografia em coluna hidréfoba (Phenyl Sepharose 6

Fast Flow High Sub) com eluigado com fosfato de sddio 20

mM, pH 7,00.

- Diafiltragao contra PBS a pH 7,4 com um corte de 10
Kd.

- Esterilizagao por filtragao final e armazenamento a -
20°C

A proteina no material final foi estavel durante pelo
menos 3 meses tanto a -20°C como a 2-8°C.

Proteina Ncida®™" ()

A proteina NadA que codifica ADN da estirpe 2996
meningocdécica do serogrupo B foi digerida para eliminar a
sequéncia que codificava sua extremidade C dando um
plasmideo que codificava a sequéncia de aminoacidos SEQ ID
1. O plasmideo foi transfectado em E. coli e as bactérias
foram cultivadas para expressar a proteina. A proteina
recombinante foi secretada no meio de cultura e o péptido
lider esteve ausente da proteina secretada (SEQ ID 2). O

sobrenadante foi tratado do seguinte modo:
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- Concentragao 7X e diafiltracgao contra tampao TRIS 20
mM/HC1 a pH 7,6 por UF de fluxo cruzado (corte de 30
Kd) .

- Cromatografia em coluna anidnica (Q Sepharose XL) com
eluigdo com NaCl 400 mM em TRIS 20 mM/HCl a pH 7,6.

- Etapa de cromatografia em coluna hidrdéfoba (Phenyl
Sepharose 6 Fast Flow High Sub) com eluig¢ao com NaCl 50
mM em TRIS/HCl a pH 7,6.

- Cromatografia em coluna cerdmica de hidroxilapatita
(HA Macro. Prep) com eluigdo com fosfato de sddio 200 mM

a pH 7,4.

Diafiltracgcao (corte de 30 Kd) contra PBS a pH 7,4
- Esterilizacdao por filtracao final e armazenamento a -
20°C

A proteina no material final foi estavel durante pelo
menos 6 meses tanto a -20°C como a 2-8°C.

A proteina NadA ¢é susceptivel a degradacao, e formas
truncadas de NadA podem ser detectadas por transferéncia
Western ou por espectrometria de massa (por exemplo, por
MALDI-TOF) que indica até uma perda de 10 kDa de MW. Os
produtos de degradagcao podem ser separados da NadA nativa
por filtragao em gel (por exemplo, utilizando a coluna TSK
300SWXL, pré-coluna TSKSWXL, TOSOHAAS). Tal filtracaoc da
trés picos: (i) um primeiro pico com tempo de retencao de
12,637 min e MW aparente de 885,036 Da; (ii) tempo de
retencao de 13,871 min e MW aparente de 530,388 Da; (iii)
tempo de retencao 13,871 min e MW aparente de 530,388 Da. A
analise de dispersdo da luz dos trés picos revela valores
de MW reais de (i) 208500 Da, (ii) 98460 Da, (iii) 78760
Da. Portanto, o primeiro pico contém agregados de NadA e o

terceiro pico contém produtos de degradagao.
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Como o peso molecular predito de Nad

AN © e 34 113

(1i) contém uma proteina trimérica que € o
imunizados ratinhos com uma composicao que
as trés proteinas e, ©para propdsitos de
as trés proteinas também foram testadas

Foram utilizados dez ratinhos por grupo. A

mistura pdde induzir altos titulagdes bactericidas contra

diversas estirpes:

Estirpe meningocdcica (Sere9=re)

2996 MC58 NGH38 394/98 H44/76 F6l24 Bz133 C1l1

(8) (8) (®) (®) @) (© (©

(1) 32000 16000 130000 16000 32000 8000 16000 8000

(2) 256 131000 128 16000 32000 8000 16000 <4
(3) 32000 8000 - — — 8000 — 32000
Mistura 32000 32000 65000 16000 260000 65000 >65000 8000

'-' indica que esta estirpe ndo contém o gene NadA

Observando ratinhos individuais, a triple mistura

induziu titulagbes bactericidas altas e coerentes contra as

trés estirpes do

antigénios individuais:

serogrupo B das quais

sao derivados os

ne 1 2 4 5 6 7 9 10

2996 | 32768 | 16384 | 65536 | 32768 | 32768 | 65536 | 65536 | 32768 | 65536 | 8192
MC58 | 65536 | 32768 | 65536 | 65536 | 65536 | 8192 | 65536 | 32768 | 32768 | 65536
394/98 | 65536 | 4096 | 16384 | 4096 | 8192 | 4096 | 32768 | 16384 | 8192 | 16384
Combinag¢do e comparagdo com OMV
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Em outras experiéncias, os antigénios (20 pg de cada
antigénio por dose) foram administrados em combinagao com
10 pg de OMV preparadas tanto a partir da estirpe H44/76
(Noruega) como a estirpe 394/98 (Nova Zelédndia). Os
controlos positivos foram o mAb anti-SEAM-3 capsular para o
serogrupo B ou os conjugados CRM 197-sacaridos capsulares
para outras estirpes. A mistura quase sempre deu melhores
titulagcbes gque as OMV simples, e a adicao da mistura a OMV
guase sempre potenciou significativamente a eficacia das
OMV. Em muitos casos, a mistura de antigénios igualou ou
superou a resposta observada com o controlo positivo.
Testes de linhagem hipervirulento

Foram testadas os seguintes antigénios contra uma
variedade de estirpes do serogrupo B a partir de uma
variedade de linhagens hipervirulentas:

(a) Nada ™ (@

(b) AG287-953

(c) 936-AG741

(d) uma mistura de (a), (b) e (c¢)

(e) OMV preparadas a partir da estirpe H44/76

(Noruega)

(f) OMV preparada a partir da estirpe 394/98

(Nova Zelandia)

(g) uma mistura de AG287 e (e)
(h) uma mistura de (d) e (e)
(1) uma mistura de (d) e (f)

SEAM-3 foi utilizada como controlo positivo.

Os resultados foram do seguinte modo, expressos como a
percentagem de estirpes na linhagem hipervirulenta indicada

quando a titulagao bactericida em soro superou 1024:
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Ne¢ de (@) | (B) | () | () | (e) [ (£) | (g) | (h) | (i) | S-3
estirpes
A4 4 50 50 0 100 | 25 25 25 100 | 100 +
ET-5 8 25 75 88 100 71 14 71 100 | 100 +
Linhagem 3 13 0 75 15 93 8 85 8 92 93 +
ET-37 4 11 22 0 33 0 0 0 22 25 +
Contra estirpes de referéncia particulares, as

titulagdes bactericidas foram do seguinte modo:
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Estirpe | (a) | (b) | (c) | (d) | (e} | (6) | (@ | (W) | (i) |83

B | 961-5945 ] 126 | 2048 <8 | 2048 | 262144 | 8192 | 262144 | 162144 | 40% | 8192

ET-5| 44776 | <4 | 2048 | 32768 | 131072 | 524288 | 8192 | 524288 | 524288 | 52428 § | 16384

Linhagem 3| 394/98 | <4 | 1024 32 | 40% | <4 |16384) 250 | 16384 | 16384 | 16384

ET-37| LPN17592 | 2048 | 1024 | 256 | 409 | <8 <8 | 512 | 16384 | 65536 | 1024
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Portanto, as composigdes (d), (h) e (i) 1induzem respostas
de anticorpos bactericidas contra uma ampla variedade de
estirpes de meningococo do serogrupo B dentro das linhagens
hipervirulentas 24, ET-5 e linhagem 3. As titulacgles
utilizando as composigdes (h) e (1) foram geralmente
superiores a com (d), mas a cobertura das estirpes dentro
das linhagens hipervirulentas A4, ET-5 e linhagem 3 nao foi
melhor.

A cobertura de estirpes sem tipificar também foi alta

com as composigdes (d), (h) e (i).

Combinag¢do com conjugados meningocdécicos e/ou de Hib

A composigao de MenB tripla ¢é combinada com uma
mistura de conjugados de oligossacaridos para 0S8 Serogrupos
C, W135 e Y dando uma vacina gque contém os seguintes

antigénios:

Componente | Quantidade por 0,5 ml de dose

Conjugado de serogrupo C | 10 pg de sacdrido + 12,5-25 pg de CRM;qy

Conjugado de serogrupo W135 | 10 pg de sacdrido + 6,6-20 ug de CRM;y

Conjugado de serogrupo Y | 10 pug de sacarido + 6,6-20 pg de CRM;qy

AG287-953 | 20 pg de polipéptido

936-AG741 | 20 pg de polipéptido

NadA | 20 pg de polipéptido

Prepara-se uma vacina similar qgue inclui conjugado de
MenA (10 pg de sacarido + 12,5-33 ug de CRMjey) e/ou um
conjugado de Hib HbOC (10 pg de sacarido + 2-5 ug de
CRMi97) .

Numa série de testes foram combinados os conjugados
dos serogrupos C, W135 e Y, estando cada conjugado presente
a 40 pg/ml (medido como sacdarido). Para o armazenamento

antes de utilizacdo com antigénios de MenB, os conjugados
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combinados foram liofilizados [-45°C durante 3 horas, -35°C
durante 20 horas a 50 mTorr a vacuo, 30°C durante 10 horas
a 50 mTorr, 30°C durante 9 horas a 125 mTorr] em presenga
de 15 mg de sacarose, tampao fosfato 10 mM (pH 7,2). O
volume final antes da liofilizagao foi 0,3 ml. Portanto,
depois da ressuspensao em 0,6 ml de solugao aguosa, O0S
sacaridos estao presentes a 12 ug por serogrupo. A
liofilizacgdo foil utilizada somente por comodidade, e nem a
eficdcia nem a estabilidade durante o armazenamento normal
do produto final requerem liofilizacao.

Foi preparado um segundo lote de material da mesma
forma, mas também incluindo o conjugado do serogrupo a
mesma dosagem de sacarido que para os serogrupos C, W135 e
E.

Foi preparado um terceiro lote de material da mesma
forma (serogrupos A, C, W135 e Y), mas também incluindo um
conjugado de Hib-CRM;9; a mesma dosagem de sacarido que para

0s meningococos.

Componentes 1 2 3 4 5 6 7 8
Nada ™ (@ pg/dose | 20 20 20 20 20 20
936-741 pg/dose 20 20 20 20 20 20
287-953 ng/dose 20 20 20 20 20 20
MenA-CRM ug/dose* 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
MenC-CRM ng/dose* 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
MenW—-CRM ng/dose* 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
MenY-CRM ng/dose* 2,4 | 2,4 2,4 | 2,4 | 2,4
Hib-CRM ug/dose* 2,4 2,4
Hidroéxido de aluminio mg/dose | 0,15]0,15(0,15|0,15|0,15|0,15] 0,15 | 0,15
Histidina mM 10 10 10 10 10 10 10 10
Sacarose mg/dose 3 3 3 3 3 3
Manitol mg/dose 1,8
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Fosfato de potdssio a pH 7,2 mM 3 3 3 3 3 3

Fosfato de sédio a pH 7,2 mM 3

Cloreto de sdédio mg/dose | 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8

* A quantidade mostrada é sacdrido

Para a comparagao foram preparadas preparagdes
liofilizadas dos conjugados do serogrupo A e C. O material
de MenA foi liofilizado com 15 mg de sacarose dando uma
dose de 12 pg de sacarido depois da reconstituigdo como foi
descrito anteriormente. O material de MenC foil liofilizado
com 9 mg de manitol dando uma dose de 12 ug de sacarido
depois da reconstituicao.

Estes materiais foram combinados com 600 pl da mistura
de serogrupos (d) (ou, como controlo, isto é, os grupos 2 e
3, numa composicao idéntica mas que nao possuil dos

antigénios) dando oito composigdes:

Estas composigdes foram administradas
intraperitonealmente num volume de 200 pl a CD/1 ratinhos
(8 por grupo) nos dias 0, 21 e 35, com uma sangria final no
dia 49. Os soros do dia 49 foram testados em ensaios de SBA
contra uma variedade de estirpes meningocdcicas nos

serogrupos A, B, C, W135 e E. Os resultados foram:




B A 135 Y
o 2996 MC58 394/98 44/76 | F6124 | CI1 312294 C4678 ML569 |LPN17592 | 860800
111024 4096 1024 8192 | 2048 | 2048 <Llb*  G4x  128% | 512 | 65536
2 | <« <128 <16 | 4096 | 8192 - - - 32 32748
I« d Ao | 409 | 16384 - - - 512 | 32748
4 | o4 40% 512 8192 | 8192 | 128 - - - 2% | 32748
5 | 256 40% 1024 8192 | 256 | 8192 >B192 >B192 8192 | 512 | 32768
6 | 128 1024 25 8192 | 128 | 8192 8192 8192 »>B192| 512 | 16384
T | 256 512 312 16384 ) 1024 | 8192 40%  >B192 8192 1024 | 16384
§ | 250 2048 512 8192 | 1024 | 8192 2048 >B192 8192 | 512 | 32748
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Portanto, o antigénio meningocdcico de proteinas continua
sendo eficaz inclusive depois da adigao dos antigénios
sacarideos meningocdécicos e de Hib conjugados.
Similarmente, os conjugados meningocdécicos retém a eficacia
inclusive depois da adicao dos antigénios de proteinas. De
facto, os dados sugerem gque a adigao dos antigénios de
proteinas aos conjugados potencia a eficacia anti-MenW135
(vejam—-se os grupos 2 e 7).

Além disso, existe um nivel de reactividade cruzada,
em particular para o serogrupo Y, Jja gque os antigénios de
proteinas solos dao uma boa titulacdo anti-MenY [veja-se a
referéncia 220] como os grupos 4 e 5.

Os dados também indicam que a adicao de um conjugado
de Hib a conjugados meningocdcicos (vejam-se oS grupos 2 e

3) potencia a actividade anti-wW135.

Utilizagdo de sacdrido de MenA modificado

O polissacarido capsular foil purificado a partir de
MenA e fol hidrolisado dando o oligossacarido de MenA. O
polissacarido (2 g) foi hidrolisado a 50°C em tampéao
acetato de sdédio 50 mM, pH 4,75, a uma concentragao de
polissacarido de 10 mg/ml durante aproximadamente 4 horas
[73]. Depoils da hidrdlise, a solugao foi seca por meio de
evaporagao rotatdria.

O oligossacarido foi activado utilizando o seguinte

esquema de reacgao:
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0 O
DMSO it =y
Sac--OH . JL Sac _O__C_N/-\l
héh\N N \\ _ \=N

Ak
R'R*NH
Sac = Fracgéo de sacarido
O

Sac -—O~—g——NR’RZ

O oligossacarido foi dissolvido em DMSO dando uma
concentragcao de sacarido de 10 mg/ml. De acordo com uma
relacdo molar de oligossacarido:CDI que é 1:20, em seguida
foram adicionados 21,262 g de CDI e a mistura de reacgao
foi agitada durante 16 horas a temperatura ambiente. O
composto MenA-CDI resultante foi purificado por meio de
precipitagdao selectiva numa mistura de 80:20 (v/v) de
acetona:DMSO seguido de centrifugagao. Foil calculado que a
eficiéncia da reacgao de activagao era aproximadamente
67,9% determinando a relacao de imidazol livre com respeito
a imidazol ligado.

Na segunda etapa de reaccgao, o oligossacdarido de MenA-
CDI foi solubilizado em DMSO a uma concentrac¢do de sacarido
de aproximadamente 10 mg/ml. De acordo com uma relacao
molar de unidade de MenA-CDI:DMA que ¢é 1:100 foram
adicionados 36,288 g de cloridrato de dimetilamina a 99%
(isto é, R' e R> = Me) e a mistura de reaccdo foi agitada
durante 16 horas a temperatura ambiente. O produto de
reacgao foi liofilizado e se ressolubilizado em 10 mg/ml de
solugao de agua.

Para eliminar o reagente de reacgao de baixo peso
molecular (em particular a dimetilamina (DMA)) da
preparagdo de oligossacaridos fol realizada uma etapa de
didlise através de uma membrana de MWCO de 3,5 kDa

(Spectra/Porm). Foram levadas a cabo quatro etapas de
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dialise: (i) 16 horas contra 2 1 de cloreto de sédio 1 M
(factor de dialise 1:20), (1ii) 16 horas contra 2 1 de
cloreto de sdédio 0,5 M (factor de didlise 1:20), (iii) e
(iv) 16 horas contra 2 1 de WFI (factor de didlise 1:20).
Para melhorar a purificacao também foi realizada uma etapa
de diafiltracao através de uma membrana de MWCO de 1 kDa
(Centricon’) .

O produto de MenA-CDI-DMA purificado foi tamponado a
PH 6,5 em L-histidina 25 mM (Fluka™) .

Para preparar conjugados do sacarido de MenA
modificado (MenA-CDI-DMA), 0 processo global foi do
seguinte modo:

- hidrdélise do polissacarido dando fragmentos de
oligossacaridos

- dimensionamento dos fragmentos de oligossacaridos

- aminacdo redutora de grupos aldeido terminais sobre os
oligossacaridos dimensionados

- protecgao de grupos -NH; terminais pelo grupo Fmoc
antes da reaccgao de CDI

- desprotecgcao intrinseca de grupos -NH; durante a
reacgao de DMA

- activagdo de grupos -NH; terminais por SIDEA (acido N-
hidroxisuccinimida-adipico)

- unido covalente a proteina CRMjgy

O conjugado de oligossacarido de MenA modificado foi
muito mais resistente a hidrdlise que seu homdélogo natural
a temperaturas elevadas. Depois de 28 dias a 37°C, por
exemplo, a percentagem de sacarido libertado é 6,4% para o
oligossacarido modificado versus 23,5% para o antigénio
natural. Além disso, as titulacdes induzidos pelos
oligossacaridos modificados ndo sao significativamente
menores que adgqueles obtidos utilizando as estruturas de

acucar nativa.
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O conjugado de MenA modificado ¢é combinado com
conjugados de MenC, MenWl35 e MenY como substituto do
conjugado de oligossacarido sem modificar. Esta mistura
tetravalente se mistura com os trés polipéptidos de MenB
dando uma vacina eficaz contra os serogrupos A, B, C, W135

e Y de N. meningitidis numa dose unica.

Combinag¢des pneumocdcicas

As trés proteinas de MenB combinadas sado misturadas
com conjugados de sacaridos pneumocdcicos dando uma
concentragdo final de 2 ug/dose de cada um dos sorotipos
pneumocdcicos (duplo para o sorotipo 6B). Portanto, a

vacina reconstituida contém os seguintes antigénios:

Componente | Quantidade por 0,5 ml de dose

Conjugado de serogrupo A | 5 upg de sacdrido + 6,25-16,5 nug de

CRM; 55

Conjugado de serogrupo C | 5 ung de sacdrido + 6,25-12,5 ug de

CRM; 97

Conjugado de serogrupo W 135 | 5 ug de sacdrido + 3,3-10 p de CRMiqy

Conjugado de serogrupo Y | 5 png de sacdrido + 3,3-10 ng de CRM;q

Conjugado do sorotipo 4 de pneumococo | 2 pg de sacdrido + 2,5 ug de CRMjqy

Conjugado do sorotipo 9V de pneumococo | 2 ug de sacdrido + 2,5 ng de CRM;qy

Conjugado do sorotipo 14 de pneumococo | 2 ug de sacdrido + 2,5 ng de CRM;qy

Conjugado do sorotipo 18C de | 2 ng de sacdrido + 2,5 ug de CRMq

pneumococo

Conjugado do sorotipo 19F de | 2 ng de sacdrido + 2,5 pg de CRM;oy

pneumococo

Conjugado do sorotipo 23F de | 2 ng de sacdrido + 2,5 ug de CRMjgy

pneumococo

Conjugado do sorotipo 6B de pneumococo | 4 ng de sacdrido + 5 ug de CRMjqy

Serda entendido que a invencado somente foi descrita por

meio de exemplo e que podem ser feitas modificagdes
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enquanto sigam dentro do alcance da invengao, que foi
definido nas reivindicag¢des adjuntas.
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LISTA DE SEQUENCIAS

SEQ ID
1 NadA da estirpe 2996, com delecdo da extremidade C
2 NadA da estirpe 2996, com delecao da extremidade C e
péptido lider processado
3 AG741 da estirpe MC58
4 936 da estirpe MC58 com péptido lider processado
5 953 da estirpe MC58 com péptido lider processado
6 AG287 da estirpe MC5H8
7 Hibrido de 287-953
8 Hibrido de 936-741
9 Linker
10 Sequéncia de 741
11 Sequéncia de 741
12 Sequéncia de 741
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<212> PRT
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Met Lys His Phe Pro Ser Lys Val Leu Thr Thr Ala Ile Leu Ala Thr

1 5 10 15

Phe Cys Ser Gly Ala Leu Ala Ala Thr Asn Asp Asp Asp Val Lys Lys
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Thr
b5

Phe
¥al
Ser
i..eu
Lys
145
e
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Thr
Glu
225
Ala
Ala
Ala

Asp

Ala
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Gly
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Ile

Lys

Asn

Glu

Ata
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Val

His

Thr

Ala

210

Thr

Ala

Asp

Asp

Gly

290

Glu

Thr
35

Phe
Thr
Gly
Glu
Tle
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Asp

Lys
195

Glu
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Asp

Ile

Val
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Leu

Lys

20

Val

Lys

Lys

Leu

Asn
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Glu

Thr

Glu

Ile

Glu
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&la

Lys
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260

Tyr

Asn
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Als

Lys

Gly

85

Lys

Lys

Asp

Asn

Asp

165

Ala

Asp

Thr

Gly

Ala

245

Thr

Thr

Ala

ile

e

Gly

Asp
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Leu

Gin

Leu

ala

fte
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Glu

Phe
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Lys

Lys

230

Glu

Asn

Arg

Thr
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Glu

55

Ala
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Asn

Thr
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Thr

Lys

Asn
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Gin

215

Ata
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Lys
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Thr
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Thr

Thr

Lys

Val

Thr
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Thr

Ley

Asp

Val
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Glu
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Glu

His
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ite
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Val
Asp
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Lys
Asp
Phe
Glu
Ite
185
val
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Ala
Asn
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Lys

Asp

Tyr

Ty r“
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Yal
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Ala

Leuy

Ala

Ala

Ala
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The

Asp

Ala

Ala

250

I1e

Asp

Leu

Thy

Asn

Asp

Asp

Thr
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Thr
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¥al

Asp

Ala
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Alta
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Asp

Arg

Asn
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Asn
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Thr
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Glu
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Asn
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Gly
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Thr
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Glu
Leu
Lys
Thr
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Leu
Glu
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Thr
Thr
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285
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Thr
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Thr
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Ser
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Lys Thr Val Ser Asp Leu Arg Lys Glu Thr Arg Gin Gly Leu Ala Glu
325 330 335

Gin Ala Ala teu Ser Gly Leu Phe Gin Pro Tyr Asn Val Gly

340 345 350
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Gly

45

Leu
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“Gly
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4
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Neisseria meningitidis
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Gln
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Gly
Thr
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Ala

Arg
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35

Tyr
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Arg
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Pro

Val
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Pro
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Arg

Ite

55

Gin

Arg

Arg

Ile

135
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GIn

Ala

Gin
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Thr
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val
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Lys
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Ala
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25

Tyr

Val
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Thr
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Val
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Glu
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Leu

Tyr
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Ile
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Gly
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Arg

Gly

Glu

75

Gly
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Leu
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Gin
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Ala
Asn

Gin

Tyr
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Lys

Val

Gly

Asn
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[1e

Leu

Lys
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Asn
45

Asn
Gin
Tyr
Ala
Ile
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Val

Thr

Tyr

Ser
Met
30

Asn
Arg
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Ser

Thr

Glin

Gin
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His
Val
Tyr
95

Asp

Pro

Tyr

Lys

Asn
175

Val

Leu

Thr

Leu

Gly
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Ile

Thr

Ala

Val
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<213> Neisseria meningitidis

<400> 5
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55

Arg
Val
Lys
Vai
Met
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Thr

His

Ser

ile

50

Leu

Phe

Asp

Ala

Cys
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Asp

Gin
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<212> PRT

Tyr
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Val
35

Pro
Lys
Val
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Glu
1156
Gly
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[le

Lys

Asn

20

Glu
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Ser

teu

Glu

Val

Thr

Phe
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Ala

Thr

85

Leu

Phe

Asp

Vai

Ala
165

Asp

Ser
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Asp
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Asn
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Glu Tyr
Thr Asn
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[Te Phe
Phe Asn
Met His
Cys Tyr
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Ser Thr
135

Val Gly

Lys Glin
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Lys
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Met

Ala
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Gly

Arg
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Ala
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90

Lys

Ser
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Thr
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Gly

Asp

Ser

Ala
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Gly
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Pro
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Ala
Phe
Gly
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§0
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Ala
Met
Arg

140

Ser

Arg
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45

His
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Pro
Glu
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Thr

val

Phe

Gly
30

Itle

Phe

Pro

feu

Val

110

Lys

Lys

Arg

Ala
15

Leu

Asp

Thr

Asp

Val

95

Lys

Thr

Trp

Ite

Ile

Thr

1le

Asp

Ile

80

Ser

Leu

Glu

Gly

Asp
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Ser Pro Asp
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Val
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Met
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225
Asp

Asn
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Val
Ser
Alg
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Asn
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130

Ala
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Phe

Gin
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210

Ser

Lys

Gin
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35
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Pro
Ala
Leu
Gin
115
Gly
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Gly
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195
Phe
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TIyr

Arg
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Glu
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Lys
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Asp
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Arg
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{le
Leu
Ala
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Ser

Lys
Lys
Gin
Gru
Asn
Thr
85
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Ala
Asp
Ala
Pro
165
Yal
Thr
Asp
Asp
Gly

245

ite

§er
Glu
Gly
Glu
Glu
70

Asp
Asn
Asn

Pro

Asn

Ala

Thr

Ala

Asn

55

Asp

Ser

Met

Gin

Ser

135

Gin

150

Ala

Asp

Leu

Glu

Lys

230

Ley

Phe

Arg

Ser

Leu

Thr

Glu

215

Yal

Tyr

Ser

Asp
Glu
Pro
40

Thr
Glu
Ser
Glu
Pro
120
Ala
Ala
Asn
Ala
His
200
Val
Ser
Ala
Lys

Arg

93

The

Als

25

Ser

Gly

Val

Thr

Asn

105

Gly

Gly

Fro

Asn

i85

Cys

Gin

Asn

Asp

Pro

265

Arg

feu

10

Lys

Ala

Asn

Ala

Pro

a0

Gin

Met

Gly

Asn

Ala

170

Gly

Lys

Leu

Tyr

Ser

250

Lys

Ser

Ser

Glu

Gin

Gly

Lys

‘Asp

Gly

Gly

- 60

Gin

75

Asn
Ala
Ala
Gin
Asn
155
Pro
¥al
Gly
Ly5s
Lys
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Val

Pro

Leu

His
Thr
Asn
Asn
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Ala
Leu
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Ser
220
Lys
Gin
Thr

Pro

Pro

Ala

Ser
45

Ala

x Asp

Thr

Asp

Ala

125

Ala

Ala

Asn

[ie

Ser

205

Glu

Asp

Met

Ser

Ata

Ala

Pro

30

Gin

Val

Met

Pro

Ala

110

Ala

Gty

Ala

Gly

Asp

180

Cys

Phe

Gly

Lys

Phe

270

Glu

Ala
15

Gin
Asp
Thr
Prd
Asp
g5

Gly
Asp
Asn
Giy
Gly
175
Gty
Ser
Glu
Lys
Gly
255

Ala

Met

Pro
Ala
Met
Ala
Gin
80

Pro
Glu
Gly
Thr
Ser
160
Ser
Pro
Gly
Lys
Asn
240
fte

Arg

Pro



Leu

Val

Ile
290

Ser

305

Tyr
Ala
Ala
Arg
Ser
385
Gly
Thr

Pro

Ala

Arg

Leu

Ala

Pro

379

Lys

Thr

Trp

Ala

Glu
450
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<211> 644
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<213> Neisseria
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Pro
Leu
Tyr
Arg
Val
355
Tyr
Ser
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Thr

Gy
435

Val
Thr
Leu
Val
340
Tyr
Pro
¥al

Lys

Asn

Gly

GIn

His

- 310

The

325

Gin

Asn

Thr

Asp

Phe

405

Glu
420

Glu

5 Gly

Asn

Glu

Gly

Tyr

Gly

Gly

Gly
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Lys
Gly
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Phe

Ala
29%
Ser
Gly
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REIVINDICACOES

1. Uma composigcao 1munogénica aquosa que, depois da
administragao a um individuo, pode induzir uma resposta
imune que é (a) bactericida contra pelo menos © Serogrupo
W135 de N. meningitidis e (b) protectora contra doenga por
H. influenzae de tipo b, em que a composigcao compreende:
(1) um antigénio sacarideo capsular conjugado do
serogrupo W135; e
(1ii) um antigénio sacarideo capsular conjugado de H.
influenzae de tipo b ('Hib');
e em que o sacarido do serogrupo W135 esta conjugado com um

toxdide diftérico.

2. Uma composigcao 1munogénica aquosa que, depois da
administragdao a um individuo, pode induzir uma resposta
imune que é (a) bactericida contra pelo menos o Serogrupo
W135 de N. meningitidis e (b) protectora contra doenga por
H. influenzae de tipo b, em que a composigcao compreende:

(i) um antigénio sacarideo capsular conjugado do

serogrupo W135; e

(1ii) um antigénio sacarideo capsular Hib conjugado;
e em que o sacarido do serogrupo W135 esta conjugado com um

toxdide tetdnico.

3. Uma composigcao imunogénica aquosa que, depois da
administracdo a um individuo, pode induzir uma resposta
imune que ¢ (a) bactericida contra pelo menos © Serogrupo
W135 de N. meningitidis e (b) protectora contra doenga por
H. influenzae de tipo b, em que a composigcao compreende:
(1) um antigénio sacarideo capsular conjugado do
serogrupo W135; e

(ii) um antigénio sacarideo capsular Hib conjugado;



e em gue o sacarido do serogrupo W135 estda conjugado com

uma proteina D de H. influenzae.

4. Uma composigcao imunogénica aquosa gque, depois da
administracdo a um individuo, pode induzir uma resposta
imune que é (a) bactericida contra pelo menos © Serogrupo
W135 de N. meningitidis e (b) protectora contra doenga por
H. influenzae de tipo b, em que a composicao compreende:

(i) um antigénio sacarideo capsular conjugado do

serogrupo W135; e

(ii) um antigénio sacarideo capsular Hib conjugado;
e em gue o sacarido Hib estda conjugado com um toxdide

tetdnico.

5. Uma composigcao 1munogénica aquosa que, depois da
administragdao a um individuo, pode induzir uma resposta
imune que é (a) bactericida contra pelo menos o Serogrupo
W135 de N. meningitidis e (b) protectora contra doenga por
H. influenzae de tipo b, em que a composigcao compreende:

(i) um antigénio sacarideo capsular conjugado do

serogrupo W135; e

(1ii) um antigénio sacarideo capsular Hib conjugado;
e em que a composigdao inclui um adjuvante de fosfato de

aluminio.

6. Uma composigcao imunogénica aquosa que, depois da
administracdo a um individuo, pode induzir uma resposta
imune que ¢ (a) bactericida contra pelo menos © Serogrupo
W135 de N. meningitidis e (b) protectora contra doenga por
H. influenzae de tipo b, em que a composigcao compreende:
(1) um antigénio sacarideo capsular conjugado do
serogrupo W135; e

(ii) um antigénio sacarideo capsular Hib conjugado;



e em que o sacarido do serogrupo W135 esta conjugado com um
mutante da toxina diftérica, o CRMig7, € a composicao

compreende <30 pug de sacarido meningocdécico por dose.

7. A composigao de gqualquer reivindicagao anterior que
compreende além disso antigénios sacarideos capsulares

conjugados dos serogrupos C e Y e, opcionalmente, A.

8. A composicao de gqualquer reivindicacao anterior que
compreende, além disso, um ou mais antigénios

polipeptidicos do serogrupo B de N. meningitidis.

9. A composicao de qgqualgquer uma das reivindicagdes 1-7,
em que a composigao consiste essencialmente em (i), (ii) e
antigénios sacarideos capsulares conjugados dos serogrupos

C e Y e, opcionalmente, A.

10. A composicao de qualquer reivindicacgdao anterior, em
que o sacarido do serogrupo W135 tem um grau de

polimerizagao inferior a 30.

11. A composigao de qualgquer reivindicagao anterior guando
dependente da reivindicacao 4 ou da reivindicacao 5, em que
o sacarido do serogrupo W135 esta conjugado com um toxdide
diftérico, um toxdide tetdnico ou um mutante da toxina

diftérica, o CRMjg7.

12. A composicao de qualquer reivindicacgao anterior, em
que a mesma proteina transportadora é utilizada para todos

0S Serogrupos.



13. A composicao de qualquer reivindicagao anterior, em
gque o sacarido do serogrupo WI135 tem uma relacgdo de

sacarido:proteina (peso/peso) entre 1:5 e 5:1.

14. A composigcao de qualquer reivindicagao anterior, em
que o sacarido do serogrupo W135 esta conjugado por meio de

um linker.

15. A composicao de qualguer uma das reivindicagdes 1 a
13, em qgque o sacarido do serogrupo W135 estd conjugado

directamente.

16. A composigcao de qualquer reivindicacgao anterior guando
dependente de uma das reivindicagdes 1-3 ou 5-6, em gque o
sacarido Hib esta conjugado com mutante da toxina
diftérica, o CRMigy, um toxdide tetdnico ou um complexo da

membrana externa de N. meningitidis.

17. A composigcao de gualquer reivindicagao anterior, em

que a composigcao compreende um adjuvante.

18. A composicao de qualquer reivindicagao anterior, em
gque a composicdo nao inclui um adjuvante de hidrdxido de

aluminio.

19. A composigao de qualgquer reivindicagao anterior guando
dependente de uma das reivindicagbes 1-4 ou 6, em gque a

composigao inclui um adjuvante de fosfato de aluminio.

20. A composicgao da reivindicagao 5 ou 19, em que o

antigénio Hib estd adsorvido a fosfato de aluminio.



21. A composigdao da reivindicagao 5 ou 19, em qgque o

antigénio Hib ndo estéd adsorvido a fosfato de aluminio.

22. A composicao de gqualquer reivindicac¢ao anterior, em

que o antigénio Hib ¢é inicialmente liofilizado.

23. A composigcao de qualguer reivindicag¢ao anterior, em
que a administracao do antigénio Hib produz uma
concentracgao de anticorpo anti-fosfato de

polirribosilribitol de 20,15 pg/ml.

24. A composigcao de qualguer reivindicagao anterior, em
gque o0s conjugados tém uma relacdo de sacarido:proteina

(peso/peso) de entre 1:5 e 5:1.
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