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RESUMO

“VACINA CONTRA ANTIGENIOS DE BACTERIAS'

A presente invencdo refere-se ao campo das vacinas de
antigénio polissacarido bacteriano. Em particular, a presente
invencdao refere-se a polissacdridos bacterianos conjugados a

proteina D de H. influenzae.



DESCRICAO

“WACINA CONTRA ANTIGENIOS DE BACTERIAS”

CAMPO DA INVENGAO

A  presente invencdo refere-se a vacinas de antigénio
polissacarido bacteriano, a sua preparacado e a utilizacdo de

tais polissacédridos em medicamentos.

Em particular, a presente invencao refere-se a
polissacaridos bacterianos conjugados, em geral, conjugados a

proteina D de H. influenzae.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A  Streptococcus pneumoniae € uma bacteria Gram-positiva
responsavel por uma morbidade e mortalidade consideravel
(particularmente em criancas e idosos), provocando doencas
invasivas, tais como pneumonia, bacteremia e meningite e doencas
associadas com colonizacadao, tal como Otite média aguda. Estima-
se que a taxa de pneumonia pneumocdcica nos EUA para pessoas com
mais de 60 anos de idade seja de 3 a 8 por 100000. Em 20% dos
casos 1isto conduz a bacteremia e outras manifestacdes, tal como
meningite, com uma taxa de mortalidade prdxima de 30%, mesmo com

tratamento com antibidtico.

A Pneumococos € encapsulada com um polissacdarido 1ligado

gquimicamente gque lhe confere uma especificidade serotipica.
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Existem 90 serotipos conhecidos de pneumococos e a capsula € o
principio virulento determinante para pneumococos, uma vez dJque a
cdpsula, nao sbé protege a superficie interna da Dbactéria do
complemento, mas ela préopria é pouco imunogénica. Os
polissacaridos sdo antigénios independentes de T e ndo podem ser
processados ou apresentados em moléculas de MHC para interagir
com as células T. No entanto, podem estimular o sistema
imunitdrio através de um mecanismo alternativo que envolve a

reticulacdo de receptores de superficie em células B.

Foi demonstrado em varias experiéncias que a proteccgéo
contra a doenca pneumocdcica invasiva estd correlacionada com
anticorpo especifico para a cdapsula e a protecgdo € especifica

para o serotipo.

As vacinas baseadas em antigénio polissacarido sao bem
conhecidas na técnica. Foram licenciadas quatro para utilizacéao
humana, incluindo o polissacédrido Vi da Salmonella typhi, o
polissacarido PRP de Haemophilus influenzae, a vacina
meningocécica tetravalente composta pelos serotipos A, C, W135 e
Y e a vacina pneumocdcica 23-Valente, composta pelos
polissacaridos correspondentes aos serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B,
7¥, 8, 9N, 9v, 10A, 11A, 12¢r, 14,158B, 17¢, 18C, 197, 19r, 20,
22F, 23F e 33 (constituindo, pelo menos, 90% dos isolados

sanguineos pneumocdcicos).

As ultimas trés vacinas conferem protecgao contra bactérias
que provocam infecgdes respiratdrias que resultam em morbidade e
mortalidade grave em bebés, embora estas vacinas nao tenham sido
licenciadas para utilizacdo em criancas com menos de dois anos
de idade, porgque sao inadequadamente imunogénicas nesta faixa

etdria [Peltola et al. (1984), N. Engl. J. Med. 310: 1561-1566].
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L  Streptococcus pneumoniae é a causa mails comum de doencga
bacteriana invasiva e otite média em bebés e criangas. Do mesmo
modo, 0s idosos estabelecem respostas fracas a vacinas
pneumocdcicas [Roghmann et al., (1987), J. Gerontol. 42:
265-2701, devido ao aumento da incidéncia de pneumonia
bacteriana nesta populacado [Verghese e Berk, (1983) Medicine

(Baltimore) 62: 271-285].

As estratégias que foram concebidas para ultrapassar esta
lacuna na 1munogenicidade em bebés, incluem a ligacao de
polissacaridos a grandes proteinas imunogénicas que proporcionam
auxilio a células T espectadoras e que induzem memdéria
imunoldgica contra o antigénio polissacédrido, ao dqual estéo
conjugadas. As vacinas conjugadas de glicoproteina pneumocdcica
estao actualmente a ser avaliadas para seguranca,

imunogenicidade e eficdcia em véarias faixas etéarias.

A) Vacinas Polissacdridas Pneumocécicas

A vacina pneumocdcica nao conjugada 23-valente demonstrou
uma vasta variacdo em eficdcia clinica, desde 0% a 81% (Fedson
et al. (1994) Arch Intern Med. 154: 2531-2535). A eficacia
parece estar relacionada com o grupo de risco que estd a ser
imunizado, tais como 0s idosos, doenca de Hodgkin,
esplenectomia, doenca das células falciformes e
agamaglobulinémicos (Fine et al. (1994) Arch Intern Med. 154:
2666-2677) e, também, com a manifestacdo da doenca. A vacina 23-
valente nao demonstrou proteccdo contra doengas como pneumonia
pneumocdcica (em determinados grupos de risco elevado, tal como

os idosos) e otite média.



Existe, por isso, uma necessidade de composicgdes para
vacinas pneumocdcicas melhoradas, particularmente, aqgquelas gue
sejam mais eficazes na prevengao ou melhoria da doenca

pneumocdédcica (particularmente, pneumonia) em idosos e criancgas.

A presente invencgdo proporciona uma tal vacina melhorada.

B) Composigcdes Seleccionadas de Conjugado Polissacdrido

Pneumocdcico + 3D-MPL

E aceite, de um modo geral, que a eficdcia protectora da
vacina pneumocdcica ndo conjugada, comercializada, estd mais ou
menos relacionada com a concentracdo do anticorpo induzido apds
vacinacdo; de facto, os 23 polissacdaridos foram aceites para
licenciamento, somente apds a imunogenicidade de cada componente
polissacarido (Ed. Williams et al. New York Academy of Sciences
1995 pp. 241-249). Deste modo, o aumento suplementar das
respostas dos anticorpos aos polissacadridos pneumocdcicos podera
aumentar a percentagem de bebés e idosos que respondem, com
niveis protectores de anticorpo, a primeira injeccdo de
polissacarido ou conjugado de polissacdrido e podera reduzir a
dosagem e numero de injecgdes necessdrias para induzir imunidade

protectora a infeccg¢des provocadas por Streptococcus pneumoniae.

Desde 0 inicio do século 20, 0s investigadores
experimentaram um grande numero de compostos que podem ser
adicionados a antigénios, para melhorar a sua imunogenicidade em
composicgdes de vacina [revisto em M. F. Powell & M. J. Newman,
Plenum Press, NI, “Vaccine Design - the Subunit and Adjuvant
RApproach” (1995) Capitulo 7 *“A Compendium of Vaccine Adjuvants

and Excipients”]. Muitos sao muito eficientes, mas provocam
4



reacgdes sistémicas e locais adversas que impedem a sua
utilizacdo em composigdes para vacinas humanas. Os adjuvantes
baseados em aluminio (tais como alumem, hidrdéxido de aluminio ou
fosfato de aluminio), descritos inicialmente em 1926, continuam
a ser o0s uUnicos adjuvantes imunoldgicos utilizados em vacinas

humanas licenciadas nos Estados Unidos.

Os adjuvantes baseados em aluminio sao exemplos da classe
de veiculo adjuvante que funcionam através do “efeito depdsito”
que induz. O antigénio é adsorvido na sua superficie e gquando a
composicdo ¢é injectada, o adjuvante e o antigénio nao se
dissipam imediatamente na corrente sanguinea - em vez disso, a
composigao permanece no ambiente local da injecg¢ado, resultando
numa resposta imunitdria mais pronunciada. Tais wveiculos
adjuvantes apresentam uma vantagem adicional conhecida por serem
adequados para estabilizar antigénios que sao propicios a

dissociacgédo, por exemplo, alguns antigénios polissacéaridos.

O 3D-MPL é um exemplo de veiculo ndo adjuvante. O seu nome
completo é lipido A de monofosforilo 3-O-desacilado (ou lipido A
de monofosforilo 3-Des-O-acilado ou lipido A de 3-0-desacil-
4'monofosforilo) e é referido como 3D-MPL para indicar qgue a
posicdo 3 da extremidade glucosamina redutora ¢ des-O-acilada.
Para a sua preparacao, ver documento GB 2220211 A. Quimicamente
é uma mistura de lipido A de monofosforilo 3-desacilado com 4, 5
ou 6 cadeias aciladas. Foli preparado, originalmente, no inicio
dos anos 90, quando o método de 3-0O-desacilar o derivado 4'-
monofosforilo de 1lipido A (MPL) conduziu a uma molécula com
toxicidade atenuada adicional e sem alteragdao na actividade

imunoestimuladora.



O 3D-MPL tem sido utilizado como um adjuvante por si sé ou,
de um modo preferido, combinado com um veiculo adjuvante do tipo
depdsito, tais como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio
ou emulsdes dbleo-em—-agua. Em tais composicdes, o antigénio e o
3D-MPL estao ©presentes nas mesmas estruturas particuladas,
permitindo uma distribuicgao mais eficiente dos sinais
imunoestimuladores e antigénicos. Estudos demonstraram que o
3D-MPL é capaz de melhorar também a imunogenicidade do antigénio
adsorvido a altmem [Thoelen et al. Vaccine (1998) 16: 708-14;
documento EP 689454-B1]. Tais combinacdes sao, também,
preferidas na técnica, para antigénios que sdo susceptivels a
adsorcgao (por exemplo, conjugados de polissacaridos
bacterianos), onde a adsorg¢cdao em alumem tende a estabilizar o
antigénio. 0Os adjuvantes baseados em precipitados de aluminio
sdao principalmente utilizados porgue s&o 08 uUnicos adjuvantes
que sao utilizados actualmente em vacinas humanas licenciadas.
Consequentemente, as vacinas contendo 3D-MPL em combinagdo com
adjuvantes baseados em aluminio sdo favoritos na técnica, devido
a sua facilidade de desenvolvimento e rapidez na introdugdo no

mercado.

O MPL (ndo 3-desacilado) tem sido avaliado como um
adjuvante com varios antigénios de wvacina conjugados com
polissacarido monovalente. A co-injecgcdo de MPL em sSoOro
fisioldgico aumenta a resposta do anticorpo no soro para quatro
conjugados polissacdaridos monovalentes: toxdide pneumocdcico PS
6B do tétano, toxdéide pneumocdcico PS 12 da difteria e tipo 5 de
S. aureus e tipo 8 de 8. aureus conjugado a exotoxina A de

Pseudomonas aeruginosa [Schneerson et al. J. Immunology (1991)

147: 2136-2140]. As respostas aumentadas foram explicadas como
sendo especificas para antigénio. o) MPL numa emulsao
6leo—em-agua (um veiculo do tipo adjuvante) aumenta
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consistentemente o efeito do MPL em soro fisioldgico devido a
presenga de MPL e antigénio na mesma estrutura particulada e foi

considerado como sendo o sistema de adjuvante de eleigao para

uma distribuicao 6ptima de outras vacinas conjugadas
polissacaridas.
Devi et al. [Infect. Immun. (1991) 59: 3700-7] avaliaram o

efeito adjuvante do MPL (nado 3-desacilado) em soro fisioldgico,
na resposta com anticorpo de murinos a um conjugado TT de
polissacarido capsular de Cryptococcus neoformans. Quando o MPL

foi wutilizado simultaneamente com o conjugado, verificou-se

apenas um aumento minimo e ambas as respostas especificas IgM e
IgG ao PS; no entanto, o MPL apresentou um efeito muito superior
quando administrado 2 dias depois do conjugado. E questiondvel a
viabilidade da wutilizacdo de um esquema de 1imunizacado que
necessita de uma administracdo retardada de MPL relativamente ao
antigénio, especialmente em bebés. O efeito adjuvante do MPL com
polissacaridos e conjugados polissacdrido-proteina, parece ser
dependente da composicdo. Novamente, a incorporacao de MPL em
sistemas de distribuicdao de 1libertacao 1lenta adequadas (por
exemplo, utilizando um veiculo adjuvante), proporcionam um
efeito adjuvante de maior durabilidade e contornam o problema do

timing e administragdo retardada.

Em resumo, o estado da técnica explica gue, para um
polissacarido ou antigénios conjugados a polissacarido
particular, onde o MPL ou 3D-MPL sdao wutilizados como um
adjuvante, de um modo vantajoso, é utilizado em conjunto com um
veiculo adjuvante (por exemplo, os adjuvantes baseados em

aluminio), de modo a maximizar o seu efeito imunoestimulador.



De um modo surpreendente, verificou-se que para
determinados conjugados polissacaridos pneumocédcicos, a
imunogenicidade da composicdo da vacina ¢é significativamente,
superior quando o antigénio é formulado com 3D-MPL isolado, e
ndao com 3D-MPL em conjunto com um veiculo adjuvante (tal como um
adjuvante baseado em aluminio). Além disso, a melhoria observada
¢ 1independente da concentragao de 3D-MPL wutilizada e se o0s
conjugados particulares estdo numa composicdo monovalente ou se

sdao combinados de modo a formarem uma composicgdo polivalente.

C) Conjugados polissacarido-proteina D bacterianos

Como mencionado acima, as vacinas baseadas em antigénio
polissacarido sdo Dbem conhecidas na técnica. As vacinas
polissacaridas 1licenciadas, mencionadas acima, tém diferentes
eficéacias clinicas demonstradas. Estima-se que a vacina
polissacarida Vi tenha uma eficdcia entre 55% e 77% na prevencao
da febre tifdéide, confirmada em cultura (Plotkin e Cam, (1995)
Arch Intern Med 155: 2293-99). A vacina polissacarida C
meningocécica demonstrou possuir uma eficdcia de 79% sob
condicdes epidémicas (De Wals P, et al. (1996) Bull World Health
Organ. 74: 407-411). A vacina pneumocédcica 23-valente apresentou
uma ampla variacdo em eficédcia clinica, desde 0% a 81% (Fedson
et al. (1994) Arch Intern Med. 154: 2531-2535). Como mencionado
acima, é aceite que a eficdcia protectora da vacina pneumocdcica
esteja mais ou menos relacionada com a concentrag¢ao de anticorpo

induzido apdés vacinacao.

Entre 0s problemas associados com a abordagem de
polissacarido para vacinacgdo, estd o facto dos polissacéaridos

per se serem 1imunogénios fracos. As estratégias que foram
38



concebidas para ultrapassar esta falta de imunogenicidade
incluem a ligacdo do polissacdrido a grandes veiculos proteicos
altamente imunogénicos que proporcionam auxilio por células T

espectadoras.

Exemplos destes veiculos altamente imunogénicos gue séao
actualmente utilizados, de um modo geral, para a producao de
imunogénios polissacdridos incluem o toxdide da Difteria (DT ou
o mutante CRM197, toxdéide do Tétano (TT), Hemocianina de Lapa
Californiana (KLH) e proteina purificada derivada de
Tuberculina (PPD). Snapper et al., (documento WO 96/32963) refere
a co-administracdo de um antigénio com lipoproteina D. Akkoyunlu
et al.(1997) refere conjugados de Proteina D-Hib. Lee et al.,
(1997) refere a utilizacdo de conjugados polissacarido-proteina
pneumocdcicos multivalentes como vacinas. Eskola et al., (1990)
estudou a administracdo de uma vacina conjugada polissacéarido do
tipo B de Haemophilus influenzae misturada com vacinas
polissacédridas capsulares pneumocdcicas e/ou meningocdcicas. O
documento WO 99/33488 (que é da técnica anterior sob o documento
EPC Art 54(3), para esta invencao) revela formulacdes de vacina
compreendendo vacinas conjugadas polissacdridas adjuvadas com um

oligonucledétido CpG imunoestimulador.

Problemas Associados com Veiculos Geralmente Utilizados

Estdo associados varios problemas a cada destes veiculos
geralmente utilizados, incluindo na producgdo de conjugados GMP e

também em caracteristicas imunoldgicas dos conjugados.

Apesar da utilizacgado comum destes veiculos e do seu sucesso

na indugdo de respostas com anticorpo anti-polissacdrido, estéao
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associados a varias desvantagens. Por exemplo, sabe-se que as
respostas imunes especificas para antigénio podem ser suprimidas
(supressao do epitopo) através da presenca de anticorpos pré-
exlistentes direccionados contra o veiculo, neste caso, toxina do
Tétano (Di John et al; (1989) Lancet, 2: 1415-8). Na populacao
em geral, uma elevada percentagem de pessoas 1ird apresentar uma
imunidade pré-existente a DT e TT, na medida em gue as pessoas
sao vacinadas, por rotina, com estes antigénios. No R.U., por
exemplo, 95% das criancas receberam a vacina DTP compreendendo o
DT e o TT. Outros autores descreveram o problema da supressao de
epitopo para vacinas peptidicas em modelos animais (Sad et al.,
Immunology, 1991; 74: 223-227; Schutze et al., J. Immunol. 135:
4, 1985; 2319-2322).

Além disso, para vacinas gue necessitam de um reforcgo
regular, a utilizacado de veiculos altamente imunogénicos, tais
como o TT e o DT sao capazes de suprimir a resposta com
anticorpo ao polissacarido apds varias injeccdes. Estas
vacinagdes multiplas podem também ser acompanhadas por reacgdes
indesejaveis, tal como hipersensibilidade do tipo retardada

(DTH) .

A KLH € conhecida como um imunogénio potente e foi ja
utilizada como um veiculo para péptidos IgE em ensaios clinicos
com humanos. No entanto, foram observadas algumas reaccgdes
adversas (reacgdes semelhantes ao DTH ou sensibilizacdo por

IgE), bem como respostas com anticorpo contra anticorpo.

Deste modo, a seleccdo de umo veiculo proteico para uma
vacina baseada em polissacdrido ird necessitar de um equilibrio
entre a necessidade de utilizar um veiculo gque funcione em todos

dos doentes (reconhecimento amplo de MHC), a inducdo de niveis
10



elevados de respostas de anticorpo anti-polissacéarido e

respostas de anticorpo reduzidas contra o veiculo.

Deste modo, os veiculos utilizados previamente para vacinas
baseadas em polissacdaridos, apresentam muitas desvantagens. Isto
é, particularmente, verdadeiro em vacinas de combinacao, onde a
supressao do epitopo € especialmente problemdtica se € utilizado
o mesmo veiculo para varios antigénios polissacaridos. No

documento WO 98/51339, foram wutilizados varios veiculos em

vacinas de combinacdo de modo a tentar ultrapassar este efeito.

A  presente invencado proporciona um novo veiculo para
utilizagcdo na preparagao de conjugados imunogénicos baseados em
polissacarido/polipéptido que nao sofre das desvantagens

mencionadas anteriormente.

A presente invengao proporciona uma proteina D (documento
EP 0594610 Bl) de Haemophilus influenzae ou o0s seus fragmentos,
como um veiculo para composicgdes 1munogénicas baseadas em
polissacarido, incluindo vacinas. A utilizacdo deste veiculo é

particularmente vantajosa em vacinas de combinacao.

SUMARIO DA INVENGAO

A) Vacinas Polissacdridas Pneumocdcicas

Consequentemente, a presente divulgacéao descreve uma
composicdo para vacina compreendendo, pelo menos, um antigénio
polissacédrido de Streptococcus pneumoniae (de um modo preferido,
conjugado) e um antigénio proteico de Streptococcus pneumoniae

ou o seu equivalente imunologicamente funcional, opcionalmente,
11



com um adjuvante Thl (um adjuvante que induz uma resposta imune
Thl). De um modo preferido, estdo incluidos uma proteina
pneumocdcica e adjuvante Thl. As composicgdes da invencdo séo
particularmente, adequadas para o tratamento de pneumonia em

idosos.

As vacinas polissacaridas pneumocdcicas (conjugadas ou
nao), podem nao ser capazes de proteger contra a pneumonia na
populagcao mais idosa, para a qual a incidéncia desta doencga é
muito elevada. o) mecanismo de defesa principal contra
pneumococcus é a opsonofagocitose (um acontecimento mediado por
células B humorais/neutrdéfilos, provocado pela producdo de
anticorpos contra o polissacdrido pneumocdcico, as Dbactérias
tornam-se, eventualmente, fagocitadas), no entanto, partes dos
mecanismos de opsonizacao envolvidos, estdao debilitadas nos
idosos, 1i. e., a producao de superdxido por PMN (células
polimorfonucleares), produgdao de outras espécies reactivas de
oxigénio, mobilizacdao de PMN, apoptose de PMN, deformabilidade
de PMN. As respostas com anticorpo podem, também, estar

debilitadas nos idosos.

Ao contrario do dogma normalmente aceite, os niveis normais
de anticorpos anti-polissacdrido capsulares podem ndo ser
eficazes na remogao completa de bactérias, porque os
pneumocdcicos podem invadir células hospedeiras para evitarem

esta ramificacdo do sistema imunitario.

De um  modo surpreendente, 0s presentes requerentes
verificaram que estimulando, simultaneamente, a ramificacao do
sistema imunitdrio mediada por células (por exemplo, imunidade
mediada por células T) em adicdo a ramificacdo do sistema

imunitdrio humoral (mediado por células B), resulta numa
12



sinergia (ou cooperacgdo) que é capaz de aumentar a eliminacao de
bactérias pneumocdcicas do hospedeiro. Isto é uma descoberta qgue
ird auxiliar na prevencgao (ou tratamento) de infecgdes
pneumocdcicas no geral, mas 1rd ser particularmente importante
na prevencao (ou tratamento) de pneumonia nos 1idosos onde as

vacinas baseadas em polissacdridos ndo demonstram eficéacia.

Os presentes requerentes verificaram que ambas as
ramificac¢des do sistema imunitdrio podem deste modo funcionar em
sinergia, se for administrado um polissacdrido pneumocdcico (de
um modo preferido, conjugado) com uma proteina pneumocdcica (de
um modo preferido, uma proteina expressa na superficie da
bactéria pneumocdcica ou secretada ou libertada gque pode ser
processada e apresentada no contexto do MHC da Classe II e
classe I na superficie de células de mamiferos infectados).
Embora uma proteina pneumocdcica possa activar a imunidade
mediada por célula por si sb, 08 requerentes verificaram também
que a presenca de um adjuvante de inducgcdo de Thl na formulacéao
da vacina ajuda esta ramificacdo do sistema imunitdrio e, de um
modo surpreendente, potencia também a sinergia entre ambas as

ramificagdes do sistema imunitéario.

B) Composigdes seleccionadas de Conjugado Polissacarido

Pneumocdcico + 3D-MPL

Consequentemente, a presente divulgacdo descreve também uma
composicdo antigénica compreendendo um ou mails conjugados
polissacaridos pneumocdcicos adjuvados com 3D-MPL e
substancialmente desprovida de adjuvantes baseados em aluminio,
em que, pelo menos, um dos conjugados polissacaridos

pneumocdcicos é, significativamente, mais imunogénico em
13



composicgdes compreendendo 3D-MPL, em comparacgcao com composicdes
compreendendo 3D-MPL em conjunto com um adjuvante baseado em

aluminio.

As formas de realizacao preferidas proporcionadas sao
composicdes antigénicas compreendendo conjugados de um ou mais
dos seguintes polissacaridos capsulares pneumocdcicos: serotipo
4, 6B, 18C, 19F e 23F. Em tais composicdes, cada dos
polissacaridos sdo, de um modo surpreendente, mais imunogénicos
em composicdes compreendendo 0 3D-MPL isoladamente, em
comparacgao com composicdes compreendendo o 3D-MPL e um adjuvante

baseado em aluminio.

Assim, a presente divulgacao descreve uma composicao
antigénica compreendendo o) polissacarido capsular de
Streptococcus pneumoniae serotipo 4, 6B, 18C, 19F ou 23F
conjugado a uma proteina imunogénica e adjuvante 3D-MPL, em que
a composigcdo é substancialmente desprovida de adjuvantes

baseados em aluminio.

Numa segunda forma de realizacgdao, a presente divulgacgao
proporciona uma composicgao antigénica de combinacao,
substancialmente desprovida de adjuvantes baseados em aluminio e
compreendendo o adjuvante 3D-MPL e dois ou mais conjugados
polissacaridos pneumocdcicos escolhidos de um grupo consistindo
de: serotipo 4; serotipo 6B; serotipo 18C; serotipo 19F e

serotipo 23F.
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C) Conjugados de polissacdrido-proteina D bacterianos

Consequentemente, a presente invengdao proporciona uma
composicao imunogénica compreendendo varios antigénios
polissacaridos que consistem  num antigénio polissacarido
derivado de uma bactéria patogénica, conjugado a proteina D de

Haemophilus influenzae ou um seu fragmento de proteina D.

DESCRIGAO DA INVENGAO

A) Vacinas polissacaridas Pneumocécicas

A presente 1invencgdo proporciona uma vacina melhorada,
particularmente para a prevengcao ou melhoria de infecgao

pneumocdcica em idosos (e/ou bebés e criancas).

No contexto da invencao, um doente é considerado idoso se
tiver 55 anos de idade ou mais, tipicamente, mais de 60 anos e,

de um modo mais geral, mais de 65 anos.

Assim, numa forma de realizacao da divulgacao, é
proporcionada uma composicao de vacina, adequada para utilizacao
em idosos (e/ou bebés e criancas), compreendendo, pelo menos, um
antigénio polissacarido de Streptococcus pneumoniae e, pelo

menos, um antigénio proteico de Streptococcus pneumoniae.

Numa segunda forma de realizacgcao preferida, a presente
divulgagao descreve uma vacina (adequada para a prevengao de
pneumonia em idosos), compreendendo, pelo menos, um antigénio

polissacarido de Streptococcus pneumoniae e, pelo menos, um
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antigénio proteico de Streptococcus pneumoniae e um adjuvante

Thl.

Considera-se que tal vacina também serd Util no tratamento
de infeccdo pneumocdcica (por exemplo, otite média) noutros
grupos de elevado risco da populacao, tais como bebés ou

criancas.

Numa terceira forma de realizacdao, €& proporciona uma

composicdo de vacina compreendendo um antigénio polissacarido

pneumocdcico e um adjuvante Thl.

Antigénios Polissacdridos de Streptococcus pneumoniae da

Invenc¢do

Tipicamente, a vacina de Streptococcus pneumoniae da
presente invencdo irad compreender antigénios polissacaridos
conjugados, em que o0s polissacadridos sao derivados de, pelo
menos, quatro serotipos de pneumococos. De um modo preferido, os
quatro serotipos incluem 6B, 14, 19F e 23F. De um modo mais
preferido, estéao incluidos na composicao, pelo menos,
7 serotipos, por exemplo, aqueles derivados dos serotipos 4, 6B,
9v, 14, 18C, 19F e 23F. De um modo ainda mais preferido, estéao
incluidos na composicao, pelo menos, 11 serotipos, por exemplo,
a composicdo numa forma de realizagdo inclui polissacaridos
capsulares derivados dos serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14,
18C, 19F e 23F (de um modo preferido, conjugados). Numa forma de
realizacao preferida da invengdo, estao incluidos, pelo menos,
13 antigénios polisacaridos conjugados, embora sejam
contemplados pela invencdo outros antigénios polissacaridos, por

exemplo 23-valente (tais como os serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B,
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J¥, 8, 9N, 9v, 10A, 11a, 12r, 14, 15B, 17F, 18C, 19Aa, 19F, 20,
22F, 23F e 33F).

Para a vacinacdo de idosos (por exemplo, para a prevencgao
de pneumonia) é wvantajoso incluir os serotipos 8 e 12F (e, de um
modo mais preferido, também o 15 e 22) a composicdo antigénica
ll-valente descrita acima, para formar uma vacina 15-valente
enquanto, para bebés e criancas (onde a otite média ¢é mais
problematica), sdo incluidos, de um modo vantajoso, ©0s serotipos

6A e 19A para formar uma vacina 13-valente.

Para a prevencao/melhoria da pneumonia na populacao de
idosos (+55 anos) e Otite média em bebés (até 18 meses) e
criancas (tipicamente, 18 meses a 5 anos), €& uma forma de
realizacgdo preferida da invengdo, combinar um polissacarido de
Streptococcus pneumonia multivalente, como aqui descrito, com
uma proteina de Streptococcus pneumoniae ou seu equivalente

imunologicamente funcional.

Proteinas Pneumocodcicas

Para 0s objectivos desta divulgacgao, “equivalente
imunologicamente funcional” ¢é definido como um péptido de
proteina, compreendendo, pelo menos, um epitopo protector das
proteinas da divulgacao. Tais epitopos estdao, de um modo
caracteristico, expostos a superficie, altamente conservados e
podem induzir uma resposta com anticorpo Dbactericida num
hospedeiro ou prevenir efeitos tdxicos. De um modo preferido, o
equivalente funcional apresenta, pelo menos, 15 e, de um modo
preferido, 30 ou mais aminodcidos contiguos a partir da proteina

da divulgacao. De um modo muito preferido, podem ser utilizados
17



fragmentos, delecdes da proteina, tais como as suas variantes de
deleccao trasmembranares (1. e., a wutilizacdo do dominio
extracelular das proteinas), fusdes, derivados guimicamente ou
geneticamente desintoxicados e semelhantes, com a condigcao de
que sejam capazes de elevar substancialmente a mesma resposta

imunitdria que a proteina nativa.

As proteinas preferidas sao aquelas proteinas penumocdcicas
da 1invencdao dque estdo expostas na superficie externa de
pneumococos (capazes de serem reconhecidas pelo sistema
imunitdrio do hospedeiro em, pelo menos, parte do ciclo de vida
dos pneumococos) ou sao proteinas que sao secretadas ou
libertadas pelos pneumococos. De um modo muito preferido, a
proteina é uma toxina, adesina, tradutor de sinal de
2 componentes ou lipoproteina de Streptococcus pneumoniae ou OS

seus equivalentes imunologicamente funcionais.

As proteinas particularmente preferidas a serem incluidas
em tal vacina de combinacdo, incluem, mas nado estdao limitadas a:
pneumolisina (de um modo preferido, desintoxicada por tratamento
quimico ou mutagdao) [Mitchell et al. Nucleic Acids Res. 1990 Jul
11; 18(13): 4010 “Comparison of pneumolysin genes and proteins
from Streptococcus pneumoniae types 1 and 2.”, Mitchell et al.
Biochim Biophys Acta 1989 Jan 23; 1007(1l): 67-72 *“Expression of
the pneumolysin gene in Escherichia coli: rapid purification and
biological properties.”, documento WO 96/05859 (A. Cyanamid),
documento WO 90/06951 (Paton et al.), documento WO 99/03884
(NAVA)]; A PspA e as suas variantes transmembranares de deleccgao
(documento US 5804193-Briles et al.); PspC e as suas variantes
transmembranares de deleccdo (documento WO 97/09994-Briles et
al.); Psah e as suas variantes transmembranares de deleccgao

(Berry & Paton, Infect Immun 1996 Dec; 64 (12): 5255-62
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“Sequence heterogeneity of Psal, a 37-kilodalton putative
adhesin essential for virulence of Streptococcus pneumoniae’);
proteinas de ligacdo a colina pneumocdcica e as suas variantes
transmembranares de deleccao; CbpA e as suas variantes
transmembranares de delecccgdo (documento WO 97/41151; documento
WO 99/51266) ; Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (Infect.
Immun. 1996 64: 3544); HSP70 (documento WO 96/40928); PcpA
(Sanchez-Beato et al. FEMS Microbiol Lett 1998, 164: 207-14);
Proteina semelhante a M, pedido de patente N° EP 0837130 da SB;
e adesina 18627, Pedido de patente N° EP 0834568 da SB.

As proteinas utilizadas na presente divulgacao sao, de um
modo preferido, seleccionadas do grupo pneumolisina, PsalA, PspA,
PspC, CbpA ou uma combinagdo de duas ou mais de tais proteinas.
A presente divulgacao engloba, também, equivalentes
imunologicamente funcionais de tais proteinas (como definido

acima) .

No interior da composigdo, a proteina pode auxiliar a
induzir uma resposta mediada por células T contra doenca
pneumocdcica - particularmente necessaria para proteccdo contra
pneumonia - que cooperam com a ramificagdo humoral do sistema
imunitdrio, para 1inibir a invasdo por pneumocdcicos e para

estimular a fagocitose por opsonizacao.

Outras vantagens em incluir o antigénio proteico sao a
apresentacao de outros antigénios para o processo de fagocitose
por opsonizacdo e a 1inibicdo da adesdo bacteriana (se for
utilizada wuma adesina) ou a neutralizacdo de toxina (se for

utilizada uma toxina).
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Consequentemente, numa forma de realizagdo € proporciona
uma vacina de Streptococcus pneumoniae, compreendendo uma vacina
polissacarida pneumocdcica conjugada, compreendendo antigénios
polissacaridos derivados de, pelo menos, quatro serotipos, de um
modo preferido, pelo menos, sete serotipos, de um modo mais
preferido, pelo menos, onze serotipos e, pelo menos, um, mas de
um modo preferido, duas proteinas de Streptococcus pneumoniae.
De um modo preferido, uma das proteinas é Pneumolisina ou Psal
ou PspA ou CbpA (de um modo muito preferido, pneumolisina
desintoxicada). Uma combinacdo preferida contém, pelo menos,

pneumolissina ou um seu derivado e PspA.

Como mencionado acima, um problema associado com a
abordagem de polissacdarido a vacinacdo, é o facto de que esses
polissacaridos per se serem imunogénios fracos. Para ultrapassar
isto, 0s polissacdridos podem ser conjugados a veiculos
proteicos que proporcionam auxilio a células T espectadoras.
Deste modo, ¢é preferido qgue os polissacdridos utilizados na
invencdo estejam ligados a tal veiculo proteico. Exemplos de
tais veiculos que sao normalmente utilizados para a producgao de
imunogénios polissacaridos incluem toxdides de Difteria e Tétano
(DT, DT CRM197 e TT, respectivamente), Hemocianina de Lapa
californiana (KLH), OMPC de N. meningitidis e o derivado

proteico purificado de Tuberculina (PPD).

No entanto, estdo associados varios problemas com cada
destes veiculos normalmente utilizados (ver secgao *“Problemas

Associados com Veiculos Normalmente Utilizados” acima).

A presente invencgado proporciona, numa forma de realizacgéao
preferida, um novo veiculo para utilizagdo na preparacgao de

construtores imunogénicos baseados em polissacaridos, gue néo
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sofrem destas desvantagens. O veiculo preferido para composicdes
imunogénicas baseadas em polissacarido pneumocdcico (ou vacinas)
é a proteina D de Haemophilus influenzae (documento EP 594610-B)
ou os seus fragmentos. Os fragmentos adequados para utilizacéo
incluem fragmentos englobando epitopos de células T de auxilio.
Em particular, um fragmento de proteina D ird, de um modo

preferido, conter 1/3 do N-terminal da proteina.

Outro veiculo preferido para o polissacdrido pneumocdcico é
a proépria proteina pneumocdcica (como definido acima na secgao

“Proteinas Pneumocdcicas’)

As vacinas da presente invencdo sao, de um modo preferido,
adjuvadas. 0Os adjuvantes adegquados incluem um sal de aluminio,
tais como gel de hidrdxido de aluminio (alumem) ou fosfato de
aluminio, mas também pode ser um sal de calcio, ferro ou zinco,
ou podem ser uma suspensao insoluvel de tirosina acilada ou
acucares acilados, polissacaridos cationicamente ou

anionicamente derivatizados ou polifosfazenos.

E preferido, que o adjuvante seja seleccionado como sendo
um indutor preferencial de uma resposta do tipo TH1l, para
auxiliar a ramificagcdo da resposta imunitdria mediada por

células.

Adjuvantes THI da Inveng¢do

Niveis elevados de citocinas do tipo Thl tendem a favorecer
a 1inducdo de respostas imunitdrias mediadas por células a um

determinado antigénio, enquanto niveis elevados de citocinas do
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tipo Th2 tendem a favorecer a inducdo de respostas imunitarias

humorais ao antigénio.

E importante lembrar que a distincdo das respostas
imunitdrias do tipo Thl e Th2 nao & absoluta. Na realidade, um
individuo iréd suportar uma resposta 1munitdria que ¢é descrita
como sendo predominantemente Thl ou predominantemente Th2. No
entanto, € muitas vezes conveniente considerar as familias de
citocinas em termos do descrito em clones de célula T CD4 +ve de
murinos por Mosmann and Coffman (Mosmann, T. R. w Coffman, R. L.
(1989) TH1 and TH2 <cells: different patterns of lymphokine
secretion lead to different functional properties. Annual Review
of Immunology, 7, p 145-173). Normalmente, as repostas do tipo
Thl estdao associadas com a producgdo de citocinas INF-y e IL-2
pelos linfdécitos T. Outras citocinas muitas vezes associadas
directamente com a inducdo de respostas imunitdrias do tipo Thl
ndao sao produzidas pelas células T, tais como as IL-12. Em
contraste, as respostas do tipo TH2 estdao associadas com a
secrecao de 11-4, 1IL-5, IL-6, IL-10. Os sistemas de adjuvante
adequados que promovem uma resposta predominantemente Thl
incluem lipido A de monofosforilo ou um seu derivado,
particularmente, lipido A de monofosforilo 3-des-O-acilado e uma
combinagdao de lipido A de monofosforilo, de um modo preferido,
lipido A de monofosforilo 3-des-0O-acilado (3D-MPL) em conjunto

com um sal de aluminio.

Um sistema melhorado envolve a combinacdo de um lipido A de
monofosforilo e um derivado de saponina, particularmente a
combinagcdo de (QS21 e 3D-MPL, como revelado no documento
W094/00153 ou uma composicdo menos reactogénica onde o QS21 é
inactivado com colesterol, Como revelado no documento

WO 96/33739.
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Uma formulacao de adjuvante particularmente potente,
envolvendo QS21, 3D-MPL e tocoferol numa emulsdo 6leo em agua é

descrita no documento WO 95/17210 e é uma formulacdo preferida.

De um modo preferido, a wvacina compreende, adicionalmente,
uma saponina, de um modo mais preferido, QS21. A formulacao pode
também compreender uma emulsao &éleo em 4agua e tocoferol

(documento WO 95/17210).

A presente invengdao proporciona também um método para
produzir uma formulacdo de vacina compreendendo misturar uma
proteina da presente invencdao em conjunto com um excipiente

farmaceuticamente aceitavel, tal como 3D-MPL.

O CpG nado metilado contendo oligonucledétidos (documento
WO 96/02555) sdo também indutores preferidos de uma resposta THI

e sao adequados para utilizacao na presente invencao.

As composicgdes particularmente preferidas da divulgacgao
compreendem um ou mais polissacdridos pneumocdcicos conjugados,
uma ou mals proteinas pneumocdcicas e um adjuvante Thl. A
inducdo de uma resposta mediada por células através de uma
proteina pneumocédcica (como descrito acima) e a cooperagao entre
ambas as ramificagdes do sistema imunitdrio podem ser auxiliadas
utilizando tal adjuvante Th-1, resultando numa vacina
particularmente eficaz contra a doenga pneumocdcica no geral e,

de um modo importante, contra pneumonia pneumocdcica em idosos.

Noutro aspecto da presente invencado, ¢é porporcionado um
imunogénio ou wvacina, como aqui descrito, para utilizacdo em

medicina.
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Ainda noutro aspecto da invencao, ¢ proporciona uma
composicdo compreendendo um conjugado polissacarido pneumocdcico
e um adjuvante Thl (de um modo preferido, 3D-MPL) que & capaz de
seroconverter ou induzir uma resposta humoral com anticorpo
contra o antigénio polissacdrido dentro de uma populacido de nao-

resposta.

10-30% da populacdo € conhecida por ser de ndo-resposta a
imunizagdo ©polissacéarida (ndo respondem a mais de 50% dos
serotipos numa vacina) (Konradsen et al., Scand. J. Immun 40:
251 (1994); Rodriguez et al., JID, 173: 1347 (1996)). Isto pode
também ser o caso para as vacinas conjugadas (Musher et al.
Clin. Inf. Dis. 27: 1487 (1998)). Isto pode ser particularmente
grave para areas da populacado de elevado risco (bebés, criancas

e os idosos).

Os presentes requerentes verificaram que uma combinacgdo de
um polissacdrido pneumocdcico conjugado (que é propicio a
resposta fraca numa populacdo em particular) com um adjuvante
Thl (ver *“adjuvantes Thl da invencao” acima), pode, de um modo
surpreendente, ultrapassar esta auséncia de resposta. De um modo
preferido, o 3D-MPL deverd ser utilizado e, de um modo muito
preferido, o adjuvante baseado em aluminio desprovido de 3D-MPL
(que proporciona ainda, uma melhor resposta). A presente
invencao proporciona assim tais composicgdes e, proporciona ainda
uma utilizacdo de um adjuvante Thl na preparacao de um
medicamento compreendendo antigénios polissacaridos
pneumocdcicos conjugados para o tratamento contra (ou protecgdo
de) doenca pneumocédcica em individuos que sédo de nao-resposta ao

antigénio polissacéarido.
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Numa forma de realizacgdo estd incluida uma utilizagdo de
uma quantidade eficaz e segura de um antigénio polissacarido de
Streptoccocus pneumoniae e um adjuvante Thl ou uma proteina
pneumocédcica (e, de um modo preferido, ambos), para os referidos

doentes idosos

Noutra forma de realizacado, € proporcionada uma utilizacao
de uma quantidade eficaz e segura de um antigénio polissacarido
de Streptoccocus pneumoniae e um antigénio proteico de
Streptoccocus pneumoniae ou um adjuvante Thl (e, de um modo
preferido, ambos), na preparacdo de uma vacina para a prevengao

ou melhoria de otite média em bebés e criancas.

Nos métodos da invencado, como descritos acima, o antigénio
polissacarido estéd presente como um conjugado

polissacarido-proteina.

Preparacbes de Vacina da Invengdo

As preparacgdes de vacinas da presente invengdo podem ser
utilizadas para proteger ou tratar um mamifero susceptivel a
infecgdo, através da administracdo da referida vacina através da
via sistémica ou mucosal. Estas administragdes podem incluir
injecgdo através das vias intramuscular, intraperitoneal,
intradérmica ou subcutédnea; ou via administracdo mucosal nos
tractos oral/alimentar, respiratério, genitourindrio. E
preferida a administracao intranasal de wvacinas para o)
tratamento de pneumonia ou otite média (uma vez que na medida em
que o transporte nasofaringeal de pneumococos pode ser prevenido
de um modo mais eficaz, atenuando assim a infecgdo na sua fase
mais inicial).
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A guantidade de antigénio conjugado em cada dose de vacina
€& seleccionada como uma quantidade que 1induz uma resposta
imunoprotectora sem efeitos secunddrios adversos significativos
em vacinas tipicas. Tal guantidade ird variar dependendo do
imunogénio especifico empregue e de como € apresentando.
Geralmente, espera-se que cada dose ird compreender 0,1-100 ug
de polissacadrido, de um modo preferido, 0,1-50 ng, de um modo
preferido, 0,1-10 npg, das quais 1 a 5 npg é a gama mais

preferida.

O contetido em antigénios proteicos na vacina ira,
tipicamente, estar na gama 1-100 ng, de um modo preferido,

5-50 pg, mais tipicamente, na gama de 5-25 ug.

As guantidades éptimas dos componentes para uma vacina em
particular, podem ser determinados através de estudos
convencionais envolvendo a observagdo de respostas imunes
apropriadas em individuos. Apds uma vacinacao inicial, os
individuos podem receber uma ou varias imunizacdes de reforco

com intervalos adequados

A preparacao da vacina ¢é, geralmente, descrita em Vaccine
Design (“The subunit and adjuvant approach” (eds Powell M. F. &
Newman M. J.) (1995) Plenum Press, Nova Iorque). A encapsugcao em

lipossomas €& descrita por Fullerton, Patente US 4235877.

B) Composigdes seleccionadas de Conjugado Polissacarido

Pneumocdcico + 3D-MPL

Para os objectivos desta divulgacgao, o termo “conjugados

polissacaridos pneumocdécicos da divulgacao”, descreve os
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conjugados de polissacaridos capsulares de Streptococcus
pneumoniae que sao mais imunogénicos em composicdes
compreendendo 3D-MPL, em comparagao com composicdes
compreendendo 3D-MPL em conjunto com um adjuvante baseado em
aluminio (por exemplo, conjugados do serotipo 4; serotipo 6B;

serotipo 18C; serotipo 19F ou serotipo 23F).

Para os objectivos desta divulgacao, o termo
“substancialmente desprovido de adjuvantes baseados em
aluminio”, descreve uma composicao gue nao contém adjuvante
baseado em aluminio suficiente (por exemplo, hidréxido de

aluminio e, de um modo particular, fosfato de aluminio) para
provocar qualquer diminuicdao na imunogenicidade de um conjugado
polissacarido pneumocdécico da divulgacdo, em comparagdo com uma
composigao equivalente  compreendendo 3D-MPL sem adjuvante
baseado em aluminio adicionado. De um modo preferido, a
composigdo antigénica deverd conter adjuvante gque consiste
essencialmente de 3D-MPL. As quantidades de adjuvante baseado em
aluminio adicionadas por dose deverao, de um modo preferido, ser
inferiores a 50 pg, de um modo mais preferido, inferiores a
30 pg, de um modo ainda mais preferido, inferiores a 10 pg e um
modo muito preferido, nao existe adjuvante baseado em aluminio

adicionado as composicgdes antigénicas da divulgacao.

Para os objectivos desta divulgacdo, a determinacdo se um
conjugado polissacarido pneumocdcico é, significativamente, mais
imunogénico nas composicdes compreendendo 3D-MPL em comparagao
com composicdes compreendendo 3D-MPL em conjunto com um
adjuvante Dbaseado em aluminio, deverd ser estabelecida como
descrito no Exemplo 2. Como uma indicac¢do de gue uma composicao
¢, significativamente, mais imunogénica quando compreende o 3D-

MPL isolado, a taxa de concentracao de IgG de GMC (como
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determinado no Exemplo 2) entre composigdes compreendendo 3D-MPL
isolado versus uma composicao egquivalente compreendendo 3D-MPL
em conjunto com adjuvante de fosfato de aluminio, devera ser
superior a 2, de um modo mais preferido, superior a 5, de um
modo mais preferido, superior a 7, ainda de um modo mais
preferido, superior a 9 e de um modo muito preferido, superior a

14.

Entre os problemas associados com a abordagem polissacéarida
em vacinacdo, estd o facto de que os polissacaridos per se serem
imunogénios fracos. As estratégias que foram concebidas para
ultrapassar esta falta de imunogenicidade, incluem a ligacéao
(conjugacdo) do polissacarido a grandes veiculos proteicos gque
proporcionam auxilio por células T espectadoras. E preferido que
0s polissacaridos pneumocdcicos da invencdo estejam ligados a um
veiculo proteico gque  proporciona auxilio por células T
espectadoras. Exemplos de tais veiculos que podem ser utilizados
incluem os tdéxoides de Difteria, Difteria mutante e Tétano (DT,
CRM197 e TT, respectivamente), Hemocianina de Lapa Californiana
(KLH), o derivado proteico purificado de Tuberculina (PPD) e

OMPC de Neisseria meningitidis.

A proteina D de Haemophilus influenzae (documento
EP 0594610-B) ou os seus fragmentos (ver seccgao C), é utilizada
como o veiculo proteico imunogénico para os polissacaridos

pneumocdcicos da invencéo.

Numa forma de realizacdo, a composicdo antigénica da
divulgacdo compreende polissacarido pneumocdcico serotipo (PS)
4 conjugado a uma proteica imunogénica e formulado com adjuvante
3D-MPL, onde a composicdo é, substancialmente, desprovida de

adjuvante baseado em aluminio. Noutras formas de realizacado, a
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composicdo antigénica compreende PS 6B, 18C, 19F ou 23F,
respectivamente, conjugados a uma proteina imunogénica e
formulados com adjuvante 3D-MPL, onde a composicéao é

substancialmente desprovida de adjuvante baseado em aluminio.

Ainda noutra forma de realizacéao da diwvulgacao, é
proporciona uma composicéo antigénica de combinacao
compreendendo dois ou mais conjugados polissacaridos
pneumocdcicos do grupo PS 4, PS 6B, PS 18C, PS 19F e PS 23F,
formulados com adjuvante 3D-MPL, onde a composicgao é

substancialmente desprovida de adjuvante baseado em aluminio.

A imunogenicidade dos conjugados polissacaridos
pneumocdcicos da divulgacao nao ¢é significativamente afectada
por combinacéo com outros conjugados polissacaridos
pneumocdcicos (Exemplo 3). Consequentemente, um aspecto
preferido da divulgacao proporciona uma composicao antigénica de
combinacdo compreendendo um ou mais conjugados polissacdridos
pneumocdcicos da divulgacdo, em combinagdo com mais um ou mais
conjugados polissacaridos pneumocdcicos, onde a composicao é
formulada com adjuvante 3D-MPL, mas é substancialmente

desprovida de adjuvante baseado em aluminio.

Noutras formas de realizagao preferidas da divulgacao, sao
proporcionadas composicdes antigénicas de combinacdo que contém,
pelo menos, um e, de um modo preferido, 2, 3, 4 ou os 5 de PS 4,
6B, 18C, 19F ou 23F conjugados polissacaridos pneumocdcicos e,
além disso, qualqguer combinacéao de outros conjugados
polissacaridos pneumocdcicos que sdo formulados com adjuvante
3D-MPL, mas, significativamente, desprovidos de adjuvante

baseado em aluminio.
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Tipicamente, a composicdo antigénica de combinacdo de
Streptococcus pneumoniae da presente invencdo, 1rd compreender
antigénios conjugados de polissacarido, em que os polissacaridos
sao derivados de, pelo menos, quarto, sete, onze, treze, quinze
ou vinte e trés serotipos (ver “Antigénios Polissacdridos de
Streptococcus pneumoniae da Invencao” acima, para combinacgdes

preferidas de serotipos, dependendo da doenca a ser tratada.

As composigdes antigénicas da invengdo sao, de um modo
preferido, utilizadas como composigdes de vacinas para prevenir
(ou tratar) infecg¢des pneumocdcicas, particularmente, em idosos,

bebés e criancas.

Outras formas de realizacdo da presente invencao incluem: a
preparacao das composicdes antigénicas anteriores para
utilizacdo em medicina; e a utilizacdo de uma das composicgdes
antigénicas anteriores na preparacado de um medicamento para a

prevencgdo (ou tratamento) de doenca pneumocdcica.

Para a prevencao/melhoria de pneumonia na populacao de
idosos (+ 55 anos) e Otite média em Bebés (até aos 18 meses) e
criancas (tipicamente, 18 meses até 5 anos), é uma outra forma
de realizacado preferida, combinar um conjugado polissacadrido de
Streptococcus pneumoniae multivalente, formulado como aqui
descrito, com uma proteina de Streptococcus pneumoniae ou seu
equivalente imunologicamente funcional. Ver acima secgao
“Proteinas Pneumocdcicas” para combinagdes proteinas/proteina

preferidas.

De um modo preferido, as composigcdes antigénicas (e
vacinas), aqui descritas anteriormente, sdo liofilizadas até

serem utilizadas, periodo no qual sao reconstituidas
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extemporaneamente com diluente. De um modo mais preferido, séao
liofilizadas na presenca de 3D-MPL e sao extemporaneamente

reconstituidas com soro fisioldgico.

A liofilizacdo das composicgdes, resulta numa composicdo mais
estdavel (por exemplo, previne a degradacdo dos antigénios
polissacaridos). O processo €, também, de um modo surpreendente,
responsavel por um titulo em anticorpo superior contra o0s
polissacaridos pneumocdédcicos. Isto foi demonstrado como sendo
particularmente significativo para os conjugados 6B PS. Outro
aspecto da divulgacdo é, assim, uma composicdo antigénica
liofilizada compreendendo um conjugado 6B PS adjuvado com 3D-MPL
e substancialmente desprovido de adjuvantes baseados em

aluminio.

Para a preparacao de vacinas, ver acima seccdo “Preparacdes

de Vacinas da Invencao”.

C) Conjugados polissacarido-proteina D bacterianos

A tendéncia em direccgdo a vacinas de combinacdao apresenta a
vantagem de reduzir o desconforto do receptor, facilita a
programagao e garante a conclusdo do regime; mas existe também o
risco concomitante de reducdo da eficédcia da vacina (ver acima a
discussao sobre a supressao do epitopo através da utilizacéao
excessiva de veiculos proteicos). Deste modo, seria vantajoso
preparar vacinas de combinacao que Vvao de encontro as
necessidades de uma populagao e que, além disso, nao exibem
interferéncia imunogénica entre os seus componentes. Estas
vantagens podem ser alcancados através de composicdes

imunogénicas (ou vacinas) da invencao, dque sao de Dbeneficio
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particular para administracado de vacinas de combinacdo a grupos

de elevado risco, tais como bebés, criancas ou os idosos.

A presente invencao proporciona uma proteina D de
Haemophilus influenzae ou o0s seus fragmentos, como um veiculo
para composicdao imunogénica baseada em polissacaridos, incluindo
vacinas. Os fragmentos adequados para utilizacao incluem
fragmentos englobando epitopos de células T de auxilio. Em
particular, o fragmento da proteina D ird, de um modo preferido,

conter 1/3 do N-terminal da proteina.

A proteina D é uma proteina de ligacado a IgD de Haemophilus

influenzae (documento EP 0594610 Bl) e é um imunogénio potente.

Os polissacaridos que podem ser conjugados a Proteina D
contemplados pela presente invengdao incluem, mas nao estao
limitados ao antigénio polissacarido Vi contra Salmonella typhi,
polissacdaridos meningocédcicos (incluindo o tipo A, C, W135 e Y e
o polissacarido e polissacaridos modificados do grupo
meningococos B), polissacéaridos de Staphylococcus aureus,
polissacaridos de Streptococcus agalactae, polissacaridos de
Streptococcus pneumoniae, polissacaridos de Micobactéria, e. g.,
Mycobacterium tuberculosis (tais como, manofosfoinisitidos
trealose, &dcido micdlico, arabinomananos revestidos com manose,
a sua capsula e arabinogalactanos), polissacarido de
Cryptococcus neoformans, o0s lipopolissacadridos de Haemophilus
influenzae nado-tipavel, o polissacadrido capsular de Haemophilus
influenzae b, os lipopolissacdridos de Moraxella catharralis, o0sS
lipopolissacdaridos de Shigella sonnei, o lipopeptidofosfoglicano
(LPPG) de Trypanosoma cruzi, o0s ganglidésidos GD3 e GD2,
associados ao cancro, as mucinas associadas a tumor,

especialmente o antigénio T-F e o antigénio sialilo T-F e o
32



polissacéarido associado ao VIH que estd estruturalmente

relacionado com o antigénio T-F.

O polissacdrido pode ser ligado ao veiculo proteico através
de qualguer método conhecido (por exemplo, por Likhite, Patente
U.S. 4372945 e por Armor et al., Patente U.S. 4474757). De um
modo preferido, ¢ efectuada a conjugacao de CDAP (documento WO

95/08348) .

No CDAP, o reagente de cianilacdo de tetrafluoroborato de
l-ciano-dimetilaminopiridinio (CDAP) &, de um modo preferido,
utilizado para a sintese de conjugados polissacadrido-proteina. A
reaccgao de cianilacdao pode ser efectuada sob condicgdes
relativamente moderadas, que evita a hidrdélise dos
polissacaridos sensiveis a meio alcalino. Esta sintese permite a

ligagao directa ao veiculo proteico.

O polissacdrido ¢é solubilizado em 4&gua ou numa SOro
fisioldgico. O CDAP é dissolvido em acetonitrilo e adicionado
imediatamente a solucdo de polissacarido. O CDAP reage com OS
grupos hidroxilo do polissacarido para formar um éster de
cianato. Apdés o passo de activacdao, ¢é adicionada o veiculo
proteico. 0Os grupos amino da lisina reagem com o polissacarido

activado para formar uma ligacado covalente de isoureia.

Apbs a reaccao de ligacao é, depois, adicionado um grande
excesso de glicina para inactivar as fungdes residuais
activadas. O produto ¢é depois passado através de um gel de
permeagao para remover o veiculo proteico que nao reagiu e
reagentes residuais. Consequentemente, a invencado proporciona um

método de producdo de conjugados polissacadrido-proteina D,
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compreendendo os passos de activacdo do polissacarido e ligacao

do polissacarido a proteina D.

Numa forma de realizacdo preferida da invencao, é
proporcionada uma formulacdo de composicdo imunogénica @ (ou
vacina), para a prevencao de infeccgdes por Streptococcus

pneumoniae.

Os mecanismos através dos quais os pneumocdcicos se
espalham até aos pulmdes, liquido cefalorraquidiano e sangue sao
pouco compreendidos. O crescimento da bactéria que atinge os
alvéolos pulmonares normais é inibido pela sua secura relativa e
pela actividade fagocitica dos macrdfagos alveolares. Quaisquer
alteracgdes anatdmicas ou fisioldgicas destas defesas coordenadas
tendem a aumentar a susceptibilidade dos pulmdes a infeccgdo. A
parede celular de Streptococcus pneumoniae tem uma funcao
importante na formagdo da resposta inflamatdria nos alvéolos dos

pulmdes (Gillespie et al. (1997), I & I 65: 3936).

Tipicamente, a vacina de Streptococcus pneumoniae da
presente invencdo 1ra compreender conjugados de proteina
D-polissacdarido, em que o polissacdrido deriva de, pelo menos,
quatro, sete, onze, treze, dquinze ou 23 serotipos. Ver acima
“Antigénios Polissacaridos de Streptococcus  pneumoniae da
Invencao”, para combinacdes preferidas de serotipos, dependendo

da doenca a ser tratada.

Noutra forma de realizacado da invencao, € proporcionada uma
vacina para Neisseria meningitidis; em particular dos serotipos
A, B, C W-135 e Y. A Neisseria meningitidis ¢é uma das causas
mais importantes de meningite bacteriana. A cdpsula de hidratos

de carbono destes organismos pode actuar como um determinante de
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viruléncia e um alvo para anticorpo de proteccédo. Contudo, os
hidratos de carbono sao bem conhecidos, como sendo fracos
imunogénios para criancas jovens. A presente invencéao
proporciona um veiculo proteico, particularmente, adequado para
estes polissacéaridos, proteina D, gue proporcionam epitopos para
células T, gque podem activar uma resposta de células T, para
auxiliar a proliferagdo e maturagao de células B especificas
para antigénio polissacdrido, bem como a inducdo de uma memdria

imunoldgica.

Numa forma de realizagao alternativa da invencéao, &
proporcionado um conjugado polissacdarido capsular de Haemophilus

influenzae b (PRP)-proteina D.

A presente invencao contempla, também, vacinas de

combinagdo gque proporcionam protecg¢do contra uma gama de

patogénios diferentes. Um veiculo de proteina D é,
surpreendentemente, atil como um veiculo em vacinas de
combinacéo onde estao conjugados multiplos antigénios

polissacaridos. Como mencionado acima, € provavel que ocorra
supressao de epitopo se for utilizado o mesmo veiculo para cada
polissacarido. O documento W098/51339 apresenta composig¢des para
tentar minimizar esta interferéncia por conjugacdao de uma
proporcao dos polissacdaridos na composicdo em DT e o resto em

TT.

De um modo surpreendente, 0s presentes requerentes
verificaram que a proteina D é, particularmente, adequada para
minimizar tais efeitos de supressao de epitopos em vacinas de
combinacdo. Um ou mais polissacdridos numa combinacdo podem

estar, de um modo vantajoso, conjugados a proteina D e, de um
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modo preferido, todos os antigénios estdo conjugados a proteina

D em tais vacinas de combinacao.

Uma combinacdo preferida inclui uma vacina gue proporciona
proteccdo contra infeccgdo por Neisseria meningitidis C e Y (e,
de um modo preferido, A), em que o antigénio polissacdrido de um
ou mais dos serotipos Y e C (e de um modo muito preferido, A),

estdo ligados a proteina D.

A vacina baseada em polissacarido de Haemophilus influenzae
(PRP conjugado com, de um modo preferido, TT, DT ou CRM197 ou,
de um modo muito preferido, com a proteina D) pode ser formulada

com as vacinas de combinacdo anteriores.

Muitas vacinas Pedidtricas s&o actualmente administradas
como uma vacina de combinacdo, de modo a reduzir o numero de
injecgdes que uma crianca tem que receber. Assim, para vacinas
Pedidtricas, podem ser formulados outros antigénios com as
vacinas da invencgao. Por exemplo, as vacinas da invencgao podem
ser formuladas com ou administradas separadamente, mas ao mesmo
tempo com a, bem conhecida vacina de combinacgdo “trivalente” que
compreende o toxdide da Difteria (DT), toxdide do tétano (TT), e
componentes de ©pertussis [tipicamente, toxdide de Pertussis
desintoxicado (PT) e hemaglutinina filamentosa (FHA) com
pertactina (PRN) e/ou aglutinina 1+2 opcional], por exemplo, a
vacina que estd no mercado INFANRIX-DTPa™ (SmithKlineBeecham
Biologicals) gque contém os antigénios DT, TT, PT, FHA e PRN ou
com um componente de célula inteira de pertussis, por exemplo,
como comercializado pela SmithKlineBeecham Biologicals s.a.,
como Tritanrix™. A vacina de combinacdo pode compreender também
outro antigénio, tal como o antigénio de superficie da Hepatite

B (HBsAg), antigénios do Poliovirus (por exemplo, poliovirus
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trivalente inactivado-IPV), proteinas da membrana externa de
Moraxella catarrhalis, proteinas de Haemophilus influenza nao-

tipdvel, proteinas da membrana externa de N. meningitidis B.

Exemplos de antigénios proteicos de Moraxella catarrhalis
preferidos que podem ser incluidos numa vacina de combinacgéao
(especialmente para a prevencao de otite média) sdo: OMP106
[documentos WO 97/41731 (Antex) & W096/34960 (PMC)]; OMP21; LbpA
& LbpB [documento WO 98/55606 (PMC)]; TbpA & TbpB [documentos
WO 97/13785 & WO 97/32980 (PMC)1; CopB [Helminen ME, et
al.(1993) Infect. Immun. 61: 2003-2010]; UspAl/2 [documento WO
93/03761 (Universidade do Texas) ] e OmpCD. Exemplos de
antigénios de Haemophilus influenzae nao-tipavel que podem ser
incluidos numa vacina de combinacdo (especialmente, para a
prevencgao de otite média) incluem: proteina Fimbrina [ (documento
Us 5766608 Ohio State Research Foundation) ] e fusdes
compreendendo os seus péptidos [e. g., fusdes de péptido, LBl
(f); documento US 5843464 (0SU) ou documento WO 99/64067]; OMP26
[documento WO 97/01638 (Cortecs)]; P6 [documento EP 281673
(State University of New York)]; TbpA e TbpB; Hia; Hmw 1,2; Hap;
e D15.

As vacinas Pedidtricas preferidas comtempladas pela

invencgao sao:

a) conjugado polissacarido de N. meningitidis C e
conjugado polissacdrido de Haemophilus influenzae
b, opcionalmente, com conjugado polissacadrido de N.
meningitidis A e/ou Y, desde que, todos os

polissacaridos estejam conjugados a proteina D.
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b) Vacina a) com, DT, TT, componentes de pertussis (de
um modo preferido, PT, FHA e PRN), antigénio de
superficie de Hepatite B e IPV (vacina inactivada

do poliovirus trivalente).

c) antigénios polissacaridos de Streptococcus

pneumoniae conjugados a proteina D.

d) Vacina c¢) com um ou mais antigénios de Moraxella
catarrhalis e/ou Haemophilus influenzae

ndo-tipéavel.

Todas as vacinas de combinacdo acima podem beneficiar da
inclusdao de proteina D como um veiculo. Nitidamente, quantos
mais veiculos estiverem envolvidos numa vacina de combinacéao
(por exemplo, para ultrapassar a supressao do epitopo), mais
dispendiosa e complexa fica a wvacina final. Possuindo todos ou a
maioria dos antigénios polissacaridos de uma vacina de
combinacdo conjugados a proteina D proporciona, assim, uma

vantagem consideravel.

Para a prevencao de pneumonia na populacdao de idosos (+55
anos) e Otite média em Bebés ou criancas, ¢é uma forma de
realizacéao preferida da invencao, combinar antigénios
polissacaridos de pneumonia por streptococos multivalente-
proteina D, como aqui descrito com uma proteina de Streptococcus
pneumoniae ou 0s seus equivalentes imunologicamente funcionais.
Ver acima a secg¢ao “Proteinas Pneumocbdcicas da invencgao” para
combinacgdes de proteinas/proteina preferidas gque podem ser

incluidas em tal combinacgao.
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Consequentemente, a presente invencao proporciona uma
composicao imunogénica compreendendo um conjugado de
polissacarido de Streptococcus pneumoniae-proteina D e um

antigénio proteico de Streptococcus pneumoniae.

Os antigénios do conjugado polissacarido-proteina D da
presente invencgdaoc sao, de um modo preferido, adjuvados na
formulagcdo da wvacina da invencdo. 0Os adjuvantes adequados
incluem um sal de aluminio, tais como gel de hidrdéxido de
aluminio (alumem) ou fosfato de aluminio, mas também podem ser
um sal de calcio, ferro ou zinco ou podem ser uma suspensao
insoluvel de tirosina acilada ou acucares acilados,
polissacaridos cationicamente ou anionicamente derivatisados ou

polifosfazenos.

Para vacinas para i1idosos é preferido que o adjuvante seja
seleccionado para ser um indutor preferido de uma resposta do

tipo THI1.

Para adjuvantes Thl particulares, ver “Adjuvantes TH1 da

inveng¢ao” acima.

Noutro aspecto da presente invencdo ¢é proporcionado um
imunogénio ou vacina, como aqui descrito, para utilizacao em

medicina.

Para a preparacdo/administracdo da vacina do conjugado, ver

“Preparacao de Vacinas da Invengao” acima.

A proteina D é também utilizada, de um modo vantajoso, numa
vacina contra a otite média, na medida em que ela prdépria é um

imunogénio capaz de produzir protecgcdo mediada por células B
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contra H. influenzae nao-tipavel (ntHi). O ntHi pode invadir
células hospedeiras e escapar aos efeitos mediados por células B
induzidos pelo antigénio proteico. 0Os presentes requerentes
verificaram, de um modo surpreendente, uma maneira de aumentar a
eficédcia da proteina D (por si prdépria ou como um veiculo para
um polissacdrido) como um antigénio para uma vacina para otite
média. Isto é efectuado ao adjuvar a proteina D de modo a que
seja induzida uma forte resposta por TH1 no individuo, de modo a
que a ramificacdo do sistema imunitdrio mediado por células,

seja optimizada contra a proteina D. Isto € alcancado, de um

modo surpreendente, utilizando uma composicéao liofilizada
compreendendo proteina D e um adjuvante Thl (de um modo
preferido, 3D-MPL) que é reconstituido pouco antes da
administracao. Assim, a invencao proporciona também tais

composigdes, um processo para preparar tais composigdes (por
liofilizacdo de uma mistura compreendendo proteina D e um
adjuvante Thl) e uma utilizacdo de tal composicdo no tratamento

de otite média.

Num sentido mais amplo, 0S8 requerentes verificaram que a
liofilizacdo de um imunogénio na presenca de um adjuvante Thl
(ver “adjuvantes Thl da invencao”), de um modo preferido, 3D MPL
ird, de um modo geral, aumentar a resposta imune contra o
imunogénio. A ©presente invencdao ¢é, por isso, aplicéavel a
qualgquer imunogénio para o qual € necessdaria uma resposta imune
por Thl mais forte. Tais 1imunogénios compreendem antigénios
proteicos bacterianos, virais e tumorais, bem como as préprias

proteinas e péptidos.
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EXEMPLOS

Os exemplos ilustram mas ndo limitam a invencéao.

Exemplo 1

Polissacdrido capsular de S.pneumoniae:

A vacina 1ll-valente candidata, inclui os polissacaridos
capsulares dos serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e
23F que foram preparados essencialmente como descrito no
documento EP72513. Cada polissacarido é activado e derivatizado
utilizando gquimica CDAP (documento WO 95/08348) e conjugado ao
veiculo proteico. Todos os polissacaridos sdo conjugados na sua
forma nativa, excepto para o serotipo 3 (que foi reduzido no

tamanho para diminuir a sua viscosidade).

Veiculo proteico:

O veiculo proteico seleccionado é a proteina D recombinante

(PD) de Haemophilus influenzae Nao-tipavel, expressa em E. coli.
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EXPRESSAO DA PROTEINA D

Proteina D de Haemophilus influenzae

Construgdo genética para a expressdo da proteina D

Materiais de partida

O ADN gue codifica a Proteina D

A proteina D é altamente conservada entre H. influenzae de
todos o0s serotipos e estripes ndo tipaveis. O vector pHIC348
contendo a sequéncia de AND codificando a sequéncia de ADN que
codifica o gene da proteina D inteiro foi obtido pelo Dr. A.
Forsgren, Department of Medical Microbiology, University of
Lund, Malmo General Hospital, Malmo, Suécia. A sequéncia de AND
da proteina D foi publicada por Janson et al. (1991) Infect.
Immun. 59: 119-125.

O vector de expressdo pMG1l

O vector de expressdao pMGl é um derivado de pBR322 (Gross
et al., 1985) no qual foram introduzidos elementos de controlo
derivados de bacteridfago A para transcricgdo e traducadao de genes
estranhos, inseridos (Shatzman et al., 1983). Além disso, o gene
de resisténcia a ampicilina foi trocado <com o gene de

resisténcia a canamicina.
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A estirpe AR58 de E. coli

A estirpe ARS8 de E.coli foi gerada por transducdo de N99
com um stock de fago Pl previamente cultivado num derivado SA500

(galE::TN10, lambdaKil cI857 AH1).

0O N99 e SAL00 sao estirpes Kl2 de E. coli derivadas do
laboratdério do Dr. Martin Rosenberg no National Institute of

Health.

O vector de expressdo pMGl

Para a produgdo da proteina D, o ADN que codifica a
proteina tem sido c¢lonado no vector de expressdao pMGl. Este
plasmideo utilize sinais do ADN do fago lambda para orientar a
transcricdo e traducado dos genes estranhos inseridos. O vector
contém o promotor PL, operador OL e dois 1locais de utilizacéao
(NutL e NutR) para aliviar 0s efeitos de polaridade
transcricional gquando ¢é proporcionada a proteina N (Gross et
al., 1985). 0Os vectores contendo o promotor PL sao introduzidos
num hospedeiro lisogénico de E. coli para estabilizar o ADN do
plasmideo. As estirpes do hospedeiro lisogénico contém ADN de
fago lambda com replicacdo defeituosa, integrado no seu genoma
(Shatzman et al., 1983). O ADN de fago lambda cromossomal
direcciona a sintese da proteina repressora cI que se liga ao
repressor OL do vector e previne a ligagdo da ARN polimerase ao
promotor PL e, deste modo, a transcricao do gene inserido. O
gene cI da estirpe ARL8 de expressao contém um mutante sensivel
a temperatura, de modo a que, a transcricdo direccionada pelo PL
possa ser regulada por alteragcao da temperatura, 1i. e., um

aumento na temperatura da cultura inactiva o repressor e &
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iniciada a sintese de ©proteina estranha. Este sistema de
expressao permite a sintese controlada de proteinas estranhas,
especialmente, aquelas que podem ser téxicas para a célula

(Shimataka & Rosenberg, 1981).

A estirpe AR58 de E.coli

A estirpe ARS8 lisogénica de E. coli wutilizada para a
produgado do veiculo proteico D é um derivado da estirpe N99 de
E. coli K12 de NIH convencional (F su galK2, lacZ thr ). Contém
um fago lambda lisogénico defeituoso (galE::TN10, lambdaKil
cI857 AH1). O fendétipo Kil previne a interrupcdo da sintese
macromolecular do hospedeiro. A mutacado cI857 confere uma leséao
sensivel a temperatura ao repressor cIl. A deleccdo de AH1 remove
o operao direito do fago lambda e o loci bio, uvr3 e chlA dos
hospedeiros. A estirpe ARS8 foi gerada por traducdo do N99 com
um stock de fago Pl, previamente crescido num derivado SA500
(galE::TN10, lambdaKil c¢I857 AHl1). A introducgdo do lisogénico
defeituoso no N99 foi seleccionada com tetraciclina em virtude
da presenca de um transposao TN10 codificando para a resisténcia

a tetraciclina no gene galE adjacente.

Construg¢do do vector pMGMDPPrD

Foi utilizado o vector pMG 1 gue contém o gene que codifica
para a proteina S1 nao estrutural do virus Influenza (pMGNSI)
para construir o pMGMDPPrD. O gene da proteina D foi amplificado
por PCR a partir do vector pHIC348 (Janson et al. 1991) com
iniciadores de PCR contendo os locais de restrigdo Ncol e Xbal

nas extremidades 5’ e 3’, respectivamente. O fragmento NcoI/Xbal
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foi depois introduzido no pMGNS1l, entre o NcolI e o XbaI, criando
assim uma proteina de fusdo contendo 81 aminodcidos do
N-terminal da proteina NS1, seguida pela proteina PD. Este

vector foi denominado pMGNS1PrD.

Com base na construcao descrita acima, foi criada a
construcdo final para a expressao da proteina D. Foi removido um
fragmento BamHI/BamHI de pMGNS1PrD. Esta hidrdélise de ADN remove
a regido que codifica o NS1, excepto 08 primeiros trés residuos
do N-terminal. Apds nova ligacdo do vector, foi formado um gene
que codifica para uma proteina de fusdo com a seguinte sequéncia

de aminodcidos N-terminal:

NS1 Proteina D

A proteina D nao contém um péptido lider ou a cisteina
N-terminal, ao qual as cadeias 1lipidicas estdao normalmente
ligadas. Deste modo, a proteina nao ¢é excretada para o
periplasma nem deslipidada e permanece no citoplasma numa forma

soluvel.

A construcdo final de pMG-MDPPrD foi introduzida na estirpe
hospedeira AR58 por choque térmico aquecimento a 37° C. As
bactérias contendo o plasmideo foram seleccionadas na presencga
de canamicina. A presenca do pedagco de ADN que codifica a
proteina D foi demonstrada por digestdo do ADN plasmidico
isolado com endonucleases seleccionadas. A estirpe de E. colil

recombinante é referida como ECD4.
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A expressdo da proteina D estd sob controlo do promotor
P, /Operador 0O; lambda. A estirpe hospedeira AR58 contém no genoma
um gene cl sensivel a temperatura que bloqueia a expressdao do Pg
lambda a temperatura baixa, por ligacdo ao 0. Quando a
temperatura é elevada, o cI é libertado de O, e a proteina D é
expressa. No final da fermentacdo, as células sao concentradas e

congeladas.

A  extraccdo de <células recolhidas e a purificacdao da
proteina D foil efectuada como se segue. O sedimento da cultura

celular congelada ¢é descongelado e ressuspenso numa solugao de

disrupcao celular (Tampao citrato PH 6,0) para uma
OD¢so final = 60. A suspensado & passada duas vezes através de um
homogeneizador de elevada pressao a P = 1000 bar. O homogenato

da cultura celular é clarificado por centrifugacao e os detritos
celulares sao removidos por filtracadao. No primeiro passo de
purificagdao, o lisado filtrado € aplicado numa coluna de
cromatografia de permuta catiénica (SP Sepharose Fast Flow' ™). A
PD liga-se a matriz do gel por interaccdes idnicas e é eluida

por um aumento gradual da forga idnica do tampdo de eluicao.

Num segundo passo de purificacgcao, as impurezas ficam
retidas numa matriz de permuta anidénica (Q Sepharose Fast
Flow™). A PD ndo se liga ao gel e pode ser recolhida durante o

fluxo.

Em ambos os passos de cromatografia em coluna, recolha das
fracgdes é monitorizada por OD. O fluxo através da coluna de
cromatografia de permuta anidnica contendo a proteina D é

concentrado por ultracentrifugacao.
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O retido por ultracentrifugacdo contendo a proteina D &

finalmente passado através de uma membrana de 0,2 um.

Quimica:

Quimica de activagdo e ligagédo:

As condigdes de activacdao e ligacao sao especificas para
cada polissacadrido. Estas sdo apresentadas na Tabela 1. O
polissacarido nativo (excepto para PS3) foi dissolvido em NaCl 2
M ou em A&dgua para injeccéo. A concentracado ¢dptima de

polissacarido foi avaliada para todos os serotipos.

A partir de uma solucdo stock de 100 mg/mL em acetonitrilo,
foi adicionado CDAP (proporcdao CDAP/PS de 0,75 mg/mg de PS) a
solugdo de polissacdrido. 1,5 minutos depois, foi adicionada
trietilamina 0,2 M para obter o pH de activacdo especifica. A
activacdo do polissacarido foi efectuada a este pH durante
2 minutos a 25° C. Foi adicionada a proteina D (a quantidade
depende da proporcgao PS/PD inicial) ao polissacarido activado e
a reacgao de ligacdo foi efectuada ao pH especifico durante
1 hora. A reaccao foi depois terminada com glicina durante

30 minutos a 25° C e de um dia para o outro a 4° C.

Os conjugados foram purificados por filtragao em gel,
utilizando uma coluna de filtracdo em gel em Sephacryl™ S500HR

equilibrada com NaCl 0,2 M.

Foi determinado o contetdo em hidrato de carbono e proteina
das fraccgdes eluidas. Os conjugados foram reunidos e

esterilizados por filtracdo numa membrana de esterilizacao de
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0,22 pm. Foram determinadas as proporgdes PS/Proteina nas

preparacdes de conjugados.

Caracterizagdo:

Cada conjugado foi caracterizado e reuniu as especificacdes
descritas na Tabela 2. O conteudo em polissacdrido (pg/mL) foi
determinado através do teste de Resorcinol e o contetdo em
proteina (pg/mL) através do teste de Lowry. A proporgdo PS/PD
final (p/P) é determinado através da proporgao das

concentracoes.

Conteddo Residual em DMAP (ng/ug de PS):

A activacdo do polissacdrido com CDAP introduz um grupo
cianeto no polissacédrido e o DMAP (4-dimetilamino-piridina) é
libertado. O contetdo residual em DMAP foi determinado através

de um ensaio especifico desenvolvido no SB.

Conteido em polissacarido livre (%) :

O conteldo em polissacdarido livre dos conjugados mantidos a
4 °C ou armazenados 7 dias a 37 °C foi determinado no
sobrenadante obtido apdés incubacdo com anticorpos o-PD e sulfato

de aménio saturado, seguido por uma centrifugacéao.

Foi utilizado um ELISA para a quantificacao do
polissacarido livre no sobrenadante. A auséncia de conjugado foi

também controlada por um ELISA o-PD/o-PS. A redugao na
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quantidade de polissacdrido livre resulta numa vacina conjugada

melhorada.

Antigenicidade:

Foi analisada a antigenecidade nos mesmos conjugados num
ELISA do tipo sandwich, em que a captura e deteccao dos

anticorpos foram o-PS e o-PD, respectivamente.

Contetdo em proteina livre (%):

O nivel em proteina D residual “livre” foi determinado
utilizando um método com tratamento com SDS da amostra. O
conjugado foi agquecido 10 min a 100 °C na presencga de SDS a 0,1%
e injectado numa coluna de filtracdao em gel SEC-HPLC
(TSK3000-PWXL). Como a proteina D é um dimero, existe um risco
de sobrevalorizar o nivel de proteina D “livre”por dissociacéo

da estrutura com SDS.

Tamanho molecular (K.v):

O tamanho molecular foi determinado numa coluna de

filtragcdo em gel SEC-HPLC (TSK 5000-PWXL) .
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Estabilidade:

Foi determinada a estabilidade para conjugados mantidos a
4 °C e armazenados durante 7 dias a 37 ©°C, em coluna de

filtragcdao em gel HPLC-SEC (TSK6000-PWXL) .

A caracterizacao da ll-valente € apresentada na Tabela 2.
Os conjugados proteicos podem ser adsorvidos em fosfato de

aluminio e reunidos para formar a vacina final.

Conclusao:

Foram produzidos conjugados imunogénicos que desde entéao
demonstraram ser componentes de uma vacina promissora. Foram
descobertas as condigdes CDAP optimizadas para o produto

polissacarido pneumocdédcico conjugado final de melhor qualidade

para cada uma das 11 valéncias. Os conjugados destes
polissacaridos pneumocdcicos obtidos pelo processo CDAP
melhorado (optimizado) acima (independentemente do veiculo

proteico mas, de um modo preferido, a proteina D) &, assim,

outro aspecto da invencéao.

Exemplo 2 - Estudo do Efeito de Adjuvantes Desenvolvidos na
Imunogenicidade da Vacina Conjugada PS-PD Pneumocécica

ll1-Valente em Ratos Bebés

Os ratos bebés foram imunizados com vacina conjugada PS-PD
pneumocdécica 1l-valente a uma dosagem de 0,1 pg de cada

polissacarido (preparada de acordo com o método do Exemplo 1) e
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utilizando as seguintes formulacgdes adjuvantes: nenhuma, AlPO,,

3D-MPL, 3D-MPL em Al1PO,.

A formulacao apenas com 3D-MPL foi estatisticamente (e
surpreendentemente) mais imunogénica (IgG GMC mais elevado) gue
para outras formulagdes para 5 de 11 antigénios. Isto foi
verdade a concentracdes elevadas e baixas de 3D-MPL.

A fagocitose por opsonizacdao confirmou os resultados de

GMC.

Materiais e Métodos

Protocolo de Imunizacdo

Os ratos bebés OFA foram escolhidos ao acaso de diferentes
progenitoras e tinham 7 dias de idade <gquando receberam a
primeira imunizacdo. Receberam 2 imunizag¢des adicionais, 14 e 28
dias depois. Foi efectuada uma recolha de sangue no dia 56
(28 dias apds III). Todas as vacinas foram injectadas s.c. e

existiam 10 ratos por grupo de vacina.

Os ratos foram imunizados com uma vacina conjugada
pneumocdcica 11 valente compreendendo o0s seguintes serotipos de
polissacaridos conjugados a proteina D: 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V,

14, 18C, 19F, 23F.

Formulacgédo

Para examinar o efeito dos diferentes adjuvantes avancgada,

foi mantida constante a dosagem de conjugado a 0,1 pg de cada
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polissacarido e os adjuvantes AlPO, e 3D-MPL foram formulados a
diferentes dosagens e combinagdes, incluindo sem adjuvante.

Estes estdo listados numericamente na Tabela 3 para referéncia.

Adsorg¢do em AIP04

Os monovalentes adsorvidos concentrados foram preparados de
acordo com o0 seguinte processo. Foram misturadas 50 upg de AlPO4
(pH 5,1) com 5 pg de polissacaridos conjugados, durante 2 horas.
O pH foi ajustado para pH 5,1 e a mistura foi deixada durante
mais 16 horas. Foi adicionado NaCl 1500 mM para tornar a
concentracao salina 150 mM. Apds 5 minutos, foi adicionado
2-fenoxietanol a 5 mg/mL. Apds mais 30 minutos, o pH foi

ajustado para 6,1 e deixado durante mais de 3 dias a 4 °C.

Preparacdo dos diluentes

Foram preparados trés diluentes em NaCl 150 mM/fenoxietanol

5 mg/mL

A:AlPO, a 1 mg/mL.

B: 3D-MPL em AlPO; a 250 e 1000 pg/mL, respectivamente
Proporcgado em peso 3D-MPL/AIPO, = 5/20

C: 3D-MPL em Al1PO, a 561 e 1000 npg/mL, respectivamente
Proporgédo em peso 3D-MPL/AIP0,=50/89
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Preparacdo de undecavalente adsorvido

Os onze monovalentes PS-PD adsorvidos concentrados foram
misturados na proporg¢ao correcta. Foi adicionado o complemento
de AlPO; como o diluente A. Quando necessario, foi adicionado
3D-MPL como uma solugao aquosa (nao adsorvida, Método 1, ver
abaixo) ou como o diluente B ou C (3D-MPL adsorvido em AlPOs a 2

doses, Método 2, ver abaixo).

Método 1

Foi adicionado 3D-MPL aos conjugados adsorvidos combinados
como uma suspensao aquosa. Fol misturada ao undecavalente
durante 10 minutos & temperatura ambiente e armazenado a 4 °C

até administracao.

Método 2

O 3D-MPL foi pré-adsorvido a AlPO, antes da adicgado aos
conjugados adsorvidos combinados (diluente B e C). Para preparar
1 mL de diluente, foi misturada uma suspensdao aquosa de 3D-MPL
(250 ou 561 pg) com 1 mg de A1lPO,; em NaCl 150 mM pH 6,3, durante
5 min a temperatura ambiente. Esta solugdo foi diluida em NaCl a

PH 6,1/fenoxilo e incubada de um dia para o outro a 4 °C.

Preparagcdo do undecavalente ndo adsorvido

Os onze conjugados PS-PD foram misturados e diluidos na

proporgao correcta em NaCl 150 mM pH 6,1, fenoxilo. Quando
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necessario, foi adicionado 3D-MPL como uma solucgéao (nao

adsorvido) .

As formulacgdes para todas as injecgdes foram preparadas

18 dias antes da primeira administracéo.

ELISA

O ELISA foi efectuado para determinar a IgG no rato
utilizando o protocolo derivado de WHO Workshop em processo de
ELISA para a quantificacao de anticorpo IgG contra
polissacaridos da cdédpsula de Streptococcus pneumoniae no sSOro
humano. Em resumo, 0 polissacdarido capsular purificado ¢é
revestido directamente na placa de microtitulacdo. As amostras
de soro sao pré-incubadas com o polissacdrido da parede celular
comum a todos os pneumocdcus (substédncia C) e que estd presente
em ca. 0,5% em polissacdaridos pneumocdcicos purificados de
acordo com a divulgacado (documento EP72513 Bl). Os reagentes de

Jackson ImmunoLaboratories Inc. foram empregues para detector as

IgG de murinos ligadas. As curvas de titulacéao foram
referenciadas a padrdes internos (anticorpos monoclonais)
modelados pela equacgao log logistica. Os cédlculos foram

efectuados utilizando o software SoftMax Pro. Espera-se que o
erro maximo sublinhado nestes resultados esteja dentro de um

factor de 2. O erro relativo é inferior a 30%.

Fagocitose por Opsonizagdo

Foram determinados os titulos de opsonizagdao para oS

serotipos 3, 6B, 7F, 14, 19F e 23F, utilizando o protocolo CDC
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(Fagocitose por opsonizacao de Streptococcus pneumoniae
utilizando células HL60 Diferenciadas, versao 1.1) com PMN
humanos purificados e complemento de coelho bebé. A modificacéo
inclui a wutilizacdao de estirpes pneumocdcicas internas e as
células HL60 fagociticas foram substituidas por neutrdfilos PMN
humanos purificados (existe um elevado grau de correlacao entre
estas células fagociticas). Além disso, foram adicionadas
esferas de vidro de 3 mm aos pogos de microtitulagdo para
aumentar a mistura e isto permitiu a redugdo da proporcgao

fagbdécito:bactérias, que foil recomendada ser de 400.

Resultados

Concentragdes em IgG

As concentracgdes médias geométricas e IgG determinadas para
cada serotipo e PD sao apresentadas nas Tabelas 4 a 10. Para os
serotipos 6B, 14, 19F e 23F, estao incluidos os resultados
obtidos previamente utilizando uma formulagdo tetravalente, para

comparacao.

As concentracgdes de IgG mais elevadas foram realcadas nas
Tabelas 4 a 10. O valor p estatistico para as composicdes de
3D-MPL vs. composicbes de 3D-MPL/Al1PO,, encontra-se na Tabela 11.
A formulagdo de adjuvante numero 4 (conjugados nao adsorvidos
com dose elevada de 3D-MPL) que proporciona as GMC superiores
para 9 dos 11 casos. Em 5/11 casos, o MPL a dose mais baixa € o
segundo mais imunogénico. Além disso, a adjuvagao proporciona a
GMC mais elevada relativamente a modificacdao de dose para todos

0s serotipos (dados nao apresentados) e isto é estatisticamente
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significativo para os serotipos 4, 6B, 7F, 18C e 23F (p < 0,05

com 95% CI).

Fagocitose por opsonizagdo

A fagocitose por opsonizagdo no soro reunido para o0s
serotipos 3, 6B, 7F, 14, 19F e 23F é apresentada nas Tabelas 4 a
8. Para a maioria, estes titulos de opsonizagao confirmam a IgG
de GMC. De facto, a correlacdao com a concentracao de IgG é
superior a 85% para o0s serotipos 6B, 19F, 23F (dados nao
apresentados). Para o serotipo 3, €& importante notar que apenas
o grupo 3D-MPL induziu actividade de opsonizagdo acima do

limite.

Conclusodes

Nesta experiéncia, nado era esperado que a utilizacgado de

3D-MPL isolado induzisse as concentracgdes de IgG mais elevadas.

A IgG de GMC maxima obtida por modificacdo do adjuvante foi
comparada com a GMC maxima obtida por modificacdo da dosagem em
PS e verificou-se qgue o 3D-MPL poderda induzir respostas,

significativamente, superiores em 5/11 serotipos.

A Tabela 11 mostra que quando as composicdes 3D-MPL e
3D-MPL/A1PO, sdo comparadas (comparando o processo de formulacao
e a dose de 3D-MPL), 5 dos conjugados polissacaridos séo,
significativamente, melhores em termos de i1munogenicidade,
quando formulados apenas com 3D-MPL em vez de 3D-MPL mais

AlPO,:PS 4, PS 6B, PS3S18C, PS 19F e PS 23F.
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Exemplo 3-Estudo do efeito da combinagdo na imunogenicidade
dos conjugados PS 4, PS 6B, PS 18C, PS 19F e PS 23F em ratos
adultos

Os ratos adultos foram imunizados com vacinas conjugadas de
polissacarido pneumocdcico-proteina D quer individualmente ou
combinadas numa composicdo multivalente (quer tetra-, penta-,
hepta- ou undecavalente). Grupos de 10 ratos foram imunizados
duas vezes, com intervalo de 28 dias e recolhas de sangue de
teste foram obtidas no dia 28 e dia 42 (14 dias depois da 2°

dose) .

O soro foi testado por ELISA para anticorpos IgG para os
polissacaridos pneumocdcicos. Todos os conjugados induziram
anticorpos IgG especificos, como determinado por ELISA. A Tabela
12 mostra o efeito da combinacdao de conjugados de proteina D com
PS 6B, PS 18C, PS 19F e PS 23F monovalente na sua
imunogenicidade em ratos adultos, como determinado pela

concentracao IgG no dia 14 apds a 22 dose.

A andlise estatistica foil efectuada para todas as amostras
para determinar se as diferencas na concentracadao de anticorpo,
apdés combinacdo, foram significativas. A combina¢do de qualquer
um dos conjugados de proteina D com serotipos PS 6B, PS 18C, PS
19F e PS 23F numa vacina multivalente, nao alteraram

significativamente, a sua imunogenicidade.
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Tabela 1

Condicdes

de

activacdo especifica/ligacdo/inactivacdo de

conijugados PS de S.pneumoniae—-Proteina D

3
Serotipo 1 4 5 6B 7F
(nfluid.)
Conc. de PS
2,0 3,0 2,0 7,5 5,4 3,0
(mg/mL)
NaCl NaCl NaCl NaCl
Dissolugdo de PS H,O H,0
2 M 2 M 2 M 2 M
Conc. de PD
5,0
(mg/mL) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Proporgédo inicial
1/1
PS/PD (p/p) 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1
Conc. de CDAP
0,75
(mg/mg de PS) 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
PH.=pH.=pHq 9,0/9,0/9,0 | 9,0/9,0/9,0 | 9,0/9,0/9,0 | 9,0/9,0/9,0 | 9,0/9,0/9,0 | 9,0/9,0/9,0
Serotipo ov 14 18C 19F 23F
Conc. de pS 2,5 2,5 2,0 4,0 3,3
(mg/mL)
Dissolugdo de NaCl 2M NaCl 2M H,0 NaCl 2M NaCl 2M
PS
Conc. de PD 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(mg/mL)
Proporgdo 1/0,75 1/075 1/1 1/0,5 1/1
PS/PD inicial
(p/p)
Conc. de CDAP 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
(mg/mg de PS)
PH.=pH.=pH, 8,5/8,5/9,0 9,0/9,0/9,0 9,0/9,0/9,0 10/9,5/9,0 9,0/9,0/9,0
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TARELA
ll1-valente

serotipo

2

(os primeiros

Especificag¢des

numeros

da
do

vacilina

cdbdigo do

PS-PD

lote

Critério

DO1PDJ227

Do3PDJ236

D4PDJ228

D5PDJ235

D6PDJO9

Proporgido
PS/Prot (p/p)
Contetdo em
Polis.livre (%)
<10%

Contetudo em
proteina livre
(%)

<15%

Contetdo em
DMAP
PS)
<0,5

(ng/ng de

ng/ug de
PS

Tamanho
molecular (K,,)

Estabilidade

1/0,66

sem

alteracgdo

1/1,09

<1

sem

alteracéo

1/0,86

19

sem

alteracéo

1/0,86

21

0,11

pouca

alteracao

1/0,69

sem

alteracéo

pneumocdcica

indicam o

DO7PDJ225

DO9PDJ222

D14PDJ202

D18PDJ221

D19PDJ206

D23PDJ212

Proporgdo
Ps/Prot (p/p)
Contetudo em
Polis.livre (%)
<10%
ContetGdo em
proteina livre
(%)
<15%
Contetudo em
DMAP (ng/ug de
PS)
<0,5 ng/pg de
PsS
Tamanho

molecular (K,,)

1/0,58

1/0,80

<1l

1/0,68

<1

1/0,62

21

1/0, 45

10

1/0,74

12

Estabilidade

Sem

alteracgéo

Sem

alteracéo

Sem

alteracgéo

Sem

alteracao

Sem

alteracéo

Sem

alteracéo
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Tabela

3. Tabela

Resumo das Formulacgdes de Adjuvante

testadas com PS-PD Pneumocdcico ll-Valente em Ratos Bebés

6B,

Grupo A1PO4 MPL Método Descricao
1 Nenhum
2 100 AlPO4
3 5 MPL baixo
4 50 MPL Elevado
5 100 5 Método 1 Método 1 baixo
6 100 50 Método 1 Método 1 elevado
7 100 5 Método 2 Método 2 baixo
8 100 50 Método 2 Método 2 elevado
Tabela 4. Concentracado Média Geométrica de IgG do Serotipo

Seroconversao e Titulo de Opsonizacao Médido ao Dia 28 Apds

Imunizagcao III dos Ratos Bebés com PS-PD ll-valente utilizando

Ajduvantes Diferentes

(e Comparacao com Imunizacgado Tetravalente)

Grupo A1PO4 MPL Método GMC de | Sero— Titulo* GMC de | Sero-— Titulo*
ng ng IgG de | conver— de Opso | IgG de | conver— de Opso
6B sdo de | de 6B 6B sdo de | de 6B
(pg/ml) 6B (pg/mlL) 6B
Tetravalent Undecavalente

1 0,047 2/10 12,5 0,004 1/10 <6,25

2 100 0,048 4/10 65 0,019 4/10 <6,25

3 5 1,345 10/10 43

4 50 4,927 10/10 192

5 100 5 1 0,042 7/10 <6,25

6 100 50 1 0,255 10/10 <6,25

7 100 5 2 0,033 3/10 <6,25 0,048 8/10 <6,25

8 100 50 2 0,057 8/10 <6,25
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Tabela b.

Concentracao Média Geométrica de IgG do Serotipo

14, Seroconversao e Titulo de Opsonizacao Médio ao Dia 28 Apds

Imunizagdo III dos Ratos Bebés com PS-PD 1ll-valente utilizando

Adjuvantes Diferentes

(e Comparacao com Imunizacdao Tetravalente)

Grupo AlPO4 MPL Método GMC de | Sero-— Titulo* GMC de | Sero-— Titulo*
IgG de | conver— de Opso | IgG de | conver— de Opso
14 sédo de | de 14 14 sdo de | de 14
(pg/mL) 14 (pg/mL) 14

Tetravalente Undecavalente

1 0,046 3/10 64 0,022 3/10 <6,25

2 100 0,99 10/10 88 0,237 8/10 27

3 5 0,233 10/10 41

4 50 0,676 10/10 81

5 100 5 1 0,460 9/10 67

6 100 50 1 0,477 10/10 98

7 100 5 2 0,81 10/10 49 0,165 8/10 81

8 100 50 2 1,611 10/10 133

Tabela 6. Concentracado Média Geométrica de IgG do Serotipo

19F, Seroconversao e Titulo de Opsonizacgdao Médio ao Dia 28 Apds

Imunizagdo III dos Ratos Bebés com PS-PD 1ll-valente utilizando

Ajduvantes Diferentes

(e Comparacao com Imunizacdao Tetravalente)

Grupo A1PO4 MPL Método GMC de | Sero— Titulo* GMC de | Sero-— Titulo*
ng ng IgG de | conver— de Opso | IgG de | conver— de Opso
19F séao de | de 19F 19F sd0 de | de 19F
(pg/mL) 19F (pg/mL) 19F
Tetravalente Undecavalente

1 0,04 2/10 64 0,021 2/10 <6,25

2 100 1,07 9/10 367 0,222 7/10 79

3 5 4,028 10/10 296

4 50 21,411 10/10 1276

5 100 5 1 1,649 10/10 172

6 100 50 1 2,818 10/10 208

7 100 5 2 1,09 10/10 193 0,766 10/10 323

8 100 50 2 3,539 10/10 241
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Tabela 7. Concentracado Média Geométrica de IgG do Serotipo
23F, Seroconversadao e Titulo de Opsonizagcado Médio ao Dia 28 Apds
Imunizagdo III dos Ratos Bebés com PS-PD 1ll-valente utilizando

Ajduvantes Diferentes (E Comparacao com Imunizacdo Tetravalente)

Grupo AlPO4 MPL Método GMC de | Sero-— Titulo* GMC de | Sero-— Titulo*
ng ng IgG de | conver— de Opso | IgG de | conver— de Opso
23F sédo de | de 23F 23F sdo de | de 23F
(pg/mL) 23F (pg/mL) 23F
Tetravalente undecavalente

1 0,06 2/10 <6,25 0,152 3/10 <6,25

2 100 0,29 10/10 70 0,56 8/10 <6,25

3 5 2,296 9/10 389

4 50 4,969 10/10 >1600

5 100 5 1 0,462 5/10 17

6 100 50 1 0,635 8/10 54

7 100 5 2 0,38 10/10 <6,25 0,203 3/10 18

8 100 50 2 0,501 7/10 43

Tabela 8. Concentracadao Média Geométrica de IgG dos
Serotipos 3 e 7F, Seroconversao e Titulo de Opsonizacao Médio ao
Dia 28 Apds Imunizagdo III dos Ratos Bebés com PS-PD ll-valente

utilizando Ajduvantes Diferentes

Grupo A1PO4 MPL Método GMC de | Sero— Titulo* GMC de | Sero-— Titulo*
ng ng IgG de | conver— de Opso | IgG de | conver— de Opso

3 séao de | de 3 T sd0 de | de TF
(pg/mL) 3 (pg/mL) T

1 0,003 1/10 <6,25 0,040 7/10 <6,25

2 100 0,008 6/10 <6,25 0,25 9/10 43

3 5 0,070 10/10 <6,25 2,435 10/10 4717

4 50 0,108 10/10 18 2,569 10/10 332

5 100 5 1 0,015 10/10 <6,25 0,579 10/10 54

6 100 50 1 0,027 10/10 <6,25 0,611 9/10 59

7 100 5 2 0,006 10/10 <6,25 0,154 8/10 30

8 100 50 2 0,034 10/10 <6,25 0,638 9/10 140
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Tabela

Serotipos 1

9.

Concentracao

Média

Geométrica

de

IgG

dos

, 4 e 5 e Seroconversadao ao Dia 28 Apds Imunizacgdo III

de Ratos Bebés com PS-PD 1l-Valente wutilizando Diferentes
Adjuvantes
Grupo Al1PO4 MPL Método GMC de | Sero— GMC de | Sero-— GMC de | Sero—
ng ng IgG de | conver— IgG de | conver— IgG de | conver—
1 sédo de | 4 s80 de | 5 sd0 de
(ng/mL) 1 (ng/mL) 4 (pg/mL) 5
1 0,026 4/10 0,005 0/10 0,040 3/10
2 100 0,282 8/10 0,052 5/10 0,774 9/10
3 5 1,614 10/10 3,452 10/10 7,927 10/10
4 50 2,261 10/10 7,102 10/10 13,974 10/10
5 100 5 1 0,568 10/10 0,676 10/10 3,015 10/10
6 100 50 1 1,430 10/10 0,410 9/10 5,755 10/10
7 100 5 2 0,478 10/10 0,267 9/10 2,062 10/10
8 100 50 2 1,458 10/10 0,423 10/10 5,009 10/10
Tabela 10. Concentracao Média Geométrica de IgG dos

Serotipos 9V,

ITI de Ratos Bebés com PS-PD 1ll-Valente

18C e PD e Seroconversao ao Dia 28 Apds Imunizacao

utilizando Diferentes

Adjuvantes
Grupo AlPO4 MPL Método GMC de | Sero— GMC de | Sero-— GMC de | Sero-—
ng ng IgG de | conver— IgG de | conver— IgG de | conver—

oV sédo de | 18C EELS de | PD s80 de
(pg/mL) ov (pg/mL) 18C (pg/mL) PD

1 0,018 0/10 0,013 1/10 0,003 0/10

2 100 0,489 6/10 0,092 5/10 0,993 10/10

3 5 0,482 7/10 6,560 10/10 3,349 10/10

4 50 11,421 10/10 14,023 10/10 5,446 10/10

5 100 5 1 2,133 9/10 0,690 10/10 11,407 10/10

6 100 50 1 2,558 10/10 1,771 10/10 1,258 10/10

7 100 5 2 1,536 10/10 0,528 10/10 1,665 8/10

8 100 50 2 2,448 9/10 0,980 10/10 5,665 10/10
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Tabela 11:

determinar

se determinados

A significdncia estatistica

conjugados

(valor de p) para

polissacaridos

penumocdédcicos melhoraram a imunogenicidade quando formulados com

3D-MPL isolado versus com 3D-MPL/A1PO,.

0,01 é considerado altamente significativo.

2 indicam o método de formulacéao.

Um valor de p abaixo de

0O Método 1 e Método

Serotipo 50 pg de 3D-MPL vs 3D-MPL/AlPO, 5 pg de 3D-MPL vs 3D-MPL/AlPO,
Método 1 Método 2 Método 1 Método 2
1 0,3 0,05 0,079 0,11
3 0,075 0,01 0,27 0,008
4 0,002 0,0003 0,02 0,003
5 0,04 0,002 0,1 0,12
6B 0,001 0,0001 0,001 0,0006
TF 0,13 0,15 0,01 0,005
A% 0,02 0,02 0,1 0,04
14 0,65 0,21 0,3 0,66
18C 0,0008 0,0002 0,006 0,004
19F 0,0009 0,006 0,21 0,04
23F 0,002 0,0004 0,01 0,0004
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Tabela 12:

Concentracao Média Geométrica de IgG

(pg/mL) no

14 apds 2% dose apdés imunizacéao ratos adultos com
1,0 ng de conjugado polissacarido-proteina D isolado ou
combinado em vacina tetravalente, pentavalente, heptavalente ou
decavalente. Estes sdao combinados a partir de 5
experiéncias separadas.

Serotipos 4 6 18C 19F% 23F

Vacinas H BT H T T

Isolado 9,3 0,11 15 5,2 2,5

Combinado 4 0,23 3,7 3,7 2,8

T: combinado em vacinas de combinacao tetravalentes (T) (PS

6B, 14, 19F, 23F), pentavalente (T mais PS 3), heptavalente
(H) (T mais PS 4, 9V e 18C) e decavalente (H mais PS 1, 5 e
7F) . H: combinado em vacinas de combinacdo heptavalentes (H)

(T mais PS 4, 9V e 18C) e decavalente (H mais PS 1, 5 e 7F).

Exemplo 4-Impacto benéfico da adigdo de pneumolisina e
3D-MPL na eficdcia protectora de vacina de polissacarido 11-
valente conjugado a PD contra colonizagdo pneumocdcica do pulméo

em murganhos

Determinag¢do Imunoldgica

Dosagem por ELISA de IgG no SOro especifico para

phneumolisina

As imunoplacas Nunc Maxisorp'W foram revestidas durante
2 horas a 37 ©°C com 100 uL/pogo de pneumolisina nativa

recombinante (PLY) a 2 pg/mL diluida em PBS. As placas foram
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lavadas 3 vezes com tampao NaCl a 0,9%, Tween-20 a 0,05%.
Depois, foram adicionadas diluigcdes de 2 vezes em gSérie (em
PBS/Tween-20™ a 005%, 100 pL por poco) de um soro anti-PLY de
referéncia, como uma curva padrdao (comecando a 670 ng/mL de IgG)
e as amostras de soro (comegcando numa diluigdo 1/10) foram
incubadas durante 30 minutos a 20 °C sob agitacdo. Apds lavagem
como previamente descrito, a IgG de cabra anti-murganho
conjugada a peroxidase (Jackson) diluida 5000x em PBS/Tween—-20 a
0,05% foi incubada (100 pL/pogo) durante 30 minutos a 20 °C sob
agitacao. Apds lavagem, as placas foram incubadas durante 15 min
a temperatura ambiente com 100 pL/pogo de tampdo de divulgacéo
(OPDA a 0,4 mg/mL e H:0, a 0,05% em tampdo citrato 100 mM, pH
4,5). A divulgagado foi terminada por adigdo de 50 pL/pocgo de HC1
1 N. As densidades ¢épticas foram lidas a 490 e 620 nm utilizando
um imunoleitor Emax (Molecular Devices). Os titulos de anticorpo
foram calculados através do método matemdtico de 4 parédmetros

utilizando software SoftMaxPro.

Inibi¢do da Hemdlise

Este ensaio foi efectuado para determinar a capacidade dos
anticorpos do soro para inibir a actividade hemolitica da
pneumolisina (PLY). De modo a eliminar o colesterol (susceptivel
de interaccdo com a PLY), as amostras de soro foram tratadas 2x
como se segue: foram misturadas com 1 volume igual de
clorofdérmio e depois incubadas durante 45 minutos sob agitacgao.
Os sobrenadantes foram recolhidos apds centrifugacao durante
10 minutos a 1000 rpm. O soro livre de colesterol foi diluido
(diluigcdes de 2 vezes em série em ditiotreitol 1 mM, BSA a
0,01%, TRIS 15 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) em microplacas de

96 pogos (Nunc). Foram adicionados cinguenta plL de uma solucgéao
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contendo 4 HU (Unidade de Hemdlise) de PLY, a cada pogo e
incubados durante 15 minutos a 37 °C. Depois, foram adicionados
100 pL de células de sangue de ovelha (solugdo a 1%) durante
30 minutos a 37 °C. Apds centrifugacao durante 10 minutos a
1000 rpm, os sobrenadantes (150 upL) foram recolhidos e colocados
noutra microplaca de 96 pocgos para leitura da densidade éptica a
405 nm. Os resultados foram expressos como titulos de diluicgéao

de ponto médio.

Desintoxicag¢do quimica da pneumolisina

A pneumolisina nativa recombinante (PLY) foi dialisada
contra tampao Fosfato 50 mM, NaCl 500 mM pH 7,6. Todos 0S passos
seguintes foram efectuados a 39,5 °C sob agitacdo ocasional. No
dia 1, foram adicionados Tween-80 a 10% (1/250 v/v), triptofano
de N-acetilo 57,4 mM pH 7,6 (3/100 v/v), glicina 2,2 M em tampdo
Fosfato (1/100 v/v) e formaldeido a 10% em tampdo Fosfato
(3/100 v/v) a solucdo de PLY. Ro dia 2 e 3, foi adicionado de
novo formaldeido a 10%, numa proporcao 3/100 e 2/100 v/v,
respectivamente. A incubacao a 39,5 °C foi mantida até ao dia 7
sob agitacdo ocasional. Finalmente, a PLY foi dializada contra

tampdo Fosfato 50 mM, NaCl 500 mM, pH 7,6. A inactivacéao

completa da PLY foi demonstrada no ensaio de hemdlise.

Estimulo intranasal pneumocécico em murganhos OF1

Os murganhos fémea OF1 com sete semanas de idade foram
inoculados intranasalmente sob anestesia com 5,10° CFU de
serotipo 6B de S. pneumoniae adaptado para murganho. 0Os pulmdes

foram removidos as 6 horas apds estimulo e homogeneizados
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(Ultramax, 2400 rpm, 4 °C) em meio Todd Hewith Broth (THB,
Gibco). Foram plaqueadas diluicgdes de 10 vezes em série, de um
dia para o outro a 37 °C, em placas de Petri contendo agar THB
suplementado com extracto de levedura. A infeccdo pneumocédcica
nos pulmbées foi determinada como o numero de CFU/murganho,
expressa como média ponderada logaritmica. O limite de deteccao

foi de 2,14 log CFU/murganho.

Exemplo 4A - Efeito do adjuvante 3D-MPL na resposta imune

anti-pneumolisina

No presente exemplo, foi avaliado o impacto do efeito do
adjuvante 3D-MPL na resposta imune a pneumolisina recombinante
nativa (PLY, proporcionada por J. Paton, Children’s Hospital,
North Adelaide, Austrdlia) e o) seu correspondente de
quimicamente desintoxicado (DPLY). A desintoxicacao quimica foi

efectuada como descrito acima.

Grupos de 10 murganhos Balb/c fémea com 6 semanas de idade
foram imunizados intramuscularmente aos dias 0, 14 e 21 com 1 ug
de PLY ou DPLY contida em A: 100 pg de AlP0O4; ou B: 100 pg de
AlPO4 + 5 ng de 3D-MPL (lipido A de monofosforilo 3-des-0-
acilado, fornecido por Ribi Immunochem.) As figuras 1A e 1B
mostram os titulos de IgG por ELISA e Inibicdo da Hemdlise (HLI)

determinados no soro ap6s-IIT.

Qualquer que seja o antigénio, as melhores respostas imunes
foram induzidas em animais vacinados com formulacdes
suplementadas com 3D-MPL. De um modo interessante, a DPLY foi
tao imunogénica como a PLY quando administrada com

A1PO4-+-3D-MPL, embora sendo um imunogénio mais fraco em
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formulacgdes de A1P0O4. Isto mostrou a capacidade vantajosa do 3D-
MPL para melhorar a resposta do anticorpo a pneumolisina

desintoxicada.

Em composicdes contendo pneumolisina, pode ser preferivel
utilizar pneumolisina quimicamente desintoxicada em vez de
pneumolisina mutacionalmente desintoxicada. Isto porque 0sS
mutantes desintoxicados obtidos até a data apresentam ainda
actividade residual de toxina - e a pneumolisina quimicamente
desintoxicada ndo. E, por isso, considerado outro aspecto da
invencao que, no geral, composicgdes compreendendo pneumolisina
(ou mutantes de pneumolisina) que foram quimicamente
desintoxicados para utilizacao numa vacina, deveréao ser
adjuvados com um adjuvante de Thl, de um modo preferido, 3D-MPL.
Tais composicdes sdo proporcionadas pela invencdo. E também
considerado um método para aumentar a resposta imune da
pneumolisina quimicamente desintoxicada dentro de uma composigao
imunogénica, compreendendo os passos de adicdao de um adjuvante

de TH1 (de um modo preferido, 3D-MPL) a composicéo.

Exemplo 4B Impacto benéfico da adig¢do de um mutante
atenuado de pneumolisina e adjuvante 3D-MPL na eficédcia
protectora da vacina de polissacadarido 1l-valente conjugado a PD
contra colonizacdo dos pulmbées por pneumocdcicos em murganhos

OF1 estimulados intranasalmente com o serotipo 6B

No presente exemplo, foi avaliada a eficdcia profilédtica de
uma vacina contendo o conjugado polissacarido 1l-valente-
proteina D, antigénio da pneumolisina mutante atenuado (PdB,

documento WO 90/06951) e adjuvantes AlPO4 + 3D-MPL, comparada
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com a fomulacdo conjugada de polissacdrido 11 valente-proteina D

adsorvida a AlPO4.

Grupos de 12 murganhos OF1 fémeas com 4 semanas de idade
foram imunizados subcutaneamente aos dias 0 e 14 com formulacdes
contendo A: 50 pg de A1PO4; B: 0,1 pg de PS/serotipo de wvacina
polisacdrida 1ll-valente conjugada a PD + 50 pg de Al1P0O4; ou C:
0,1 pg de PS/serotipo de vacina de polissacdrido 1l-valente
conjugada a PD + 10 pg de PdB (proporcionado por J.Paton,
Children’s Hospital, North 2Adelaide, Austrédlia) + 50 ng de
AlPO4 + 5 pg de 3D-MPL (fornecido por Ribi Immunochem). O

estimulo foi efectuado ao dia 21, como descrito acima.

Como apresentado na Figura 1C, foi conferida uma proteccéao
muito significativa (p<0,007) pela vacina de ©polissacarido
ll1-valente conjugada suplementada com pdB e adjuvada com A1P0O4 +
MPL (as barras pretas representam a média aritmétrica). Pelo
contrdrio, nado foi observada proteccdo significativa em animais
imunizados com a formulacéo de polissacarido conjugado
ll-valente /AlPO4. Este resultado provou dque a adicao do
antigénio pneumolisina (mesmo atenuado) e adjuvante 3D-MPL
aumentou a eficdcia da vacina de ©polissacarido conjugado

ll-valente contra pneumonia.

Exemplo 4C, correlagdo imune da protecg¢do apresentada no

exemplo 4B

De modo a estabelecer a correlacdo 1mune da proteccéo
conferida no exemplo 4B, pela vacina de polissacarido conjugado
ll-valente suplementada com pneumolisina mutante atenuada (PdB)

e 3D-MPL, foram determinadas as respostas de anticorpo
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seroldgicas antes da estimulacdo ao polissacarido 6B e PdB, como

descrito acima.

Os titulos de anticorpo foram, depois, comparados aos
numeros de coldnias bacterianas determinados nos pulmdes dos
animais correspondentes recolhidos 6 horas apés—estimulo. Os R?

foram calculados através de regressdes lineares Log/Log.

0Os R? calculados foram iguais a 0,18 e 0,02 para respostas
de anticorpo anti-PdD e anti-6B, respectivamente. Isto mostrou a
auséncia de correlacao entre as respostas imunes humorais e
proteccao para ambos os antigénios. Os titulos de anticorpo

anti-6B nédo foram, significativamente, diferentes nos grupos

imunizados com a vacina do conjugado ll1-valente
(GMT = 0,318 ng/mL) ou com a mesma vacina suplementada com PdD e
3D-MPL (GMT = 0,458 ng/mL). Por 1isso, a melhoria na proteccao

observada para a formulacdo C nao foi sé devida a uma resposta

de anticorpo superior ao polissacdarido 6B.

Considerando, em conjunto, os resultados sugerem dgque a
proteccdo nao foi mediada por respostas imunes humorais
isoladas, mas também por uma imunidade mediada por células
induzida pelo antigénio PdB na presencga de 3D-MPL. Isto deu um
suporte adicional para a adicado de antigénio(s) proteico(s) e
adjuvante (s) potente(s) na vacina de polissacdrido pneumocdcico
conjugado, de modo a coordenar as duas ramificacdes do sistema

imunitdrio para uma proteccgdo optima.
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Exemplo 5 - A Cooperagdo de ambas as ramificagdes do
Sistema Imunitdrio em murganhos activamente imunizados com
pneumolisina e passivelmente imunizados com anticorpos contra PS

pneumocdcica

Exemplo 5A - Encontrar a Concentracdo de Anticorpo Anti-6B-
Polissacdrido (anti-PS) Passivamente Administrado gque Protege

Contra Pneumonia

Método

Grupos de Vacina: Quatro grupos de 16 murganhos foram
passivamente imunizados (i.p.) no dia 1 com 100 uL de anti-soro
anti-polissacarido de rato ndo diluido, de acordo com 0s grupos

apresentados em detalhe abaixo. (total de 64 murganhos)

Grupo Especificidade | Concentracao de

IgG no Anti-soro

exl oa-PS -6B 5 pg/mL.
G2 oa-PS -6B 2 pg/mL.
G3 oa-PS -6B 0,75 pg/mL.
G4 controlo 0 pg/mL.

Animais: 64 murganhos machos CD-1 da Charles River, Canada,

pesando aprox. 35 g (com aprox. 10 semanas de idade).

Anestesia: 0Os murganhos foram anestesiados com isoflurano

(3%) mais 02 (1 L/min).

Organismo: S. pneumoniae N1387 (serotipo 6) foi recolhida

de placas de agar de tripticase de soja (TSA) suplementado com
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sangue de cavalo a 5% e suspenso em 6 mL de PBS. Imediatamente
antes da infecgcdo, 1 mL de suspensao bacteriana foi diluido em
9 mL de nutriente agar fundido (BBL) e mantidos a 41 °C. Os
murganhos receberam aprox. 6,0 log 10 cfu/murganho num volume de

50 uL.

Infecgcdo: Ao dia 0, os murganhos foram anestesiados como
descrito acima e infectados com S.pneumoniae N1387 (50 pL de
suspensao bacteriana fria) por instilacdo intra-bronquial via
intubacdo intratraqueal nao cirurgica. Este método foi descrito
por Woodnut e Berry (Antimicrob. Ag. Chemotherap. 43: 29
(1999)).

Amostras: Ao dia 3 apds infeccgado, 8 ratos/grupo foram
sacrificados por overdose com CO; e os pulmbes foram excisados e
homogeneizados em 1 mL de PBS. Foram preparadas diluicgdes de
10 vezes em série em PBS para enumerar o0s numeros bacterianos
vidveis. As amostras foram inoculadas (20 uL) em triplicado em
placas com TSA suplementado com sangue de cavalo a 5% e
incubadas de um dia para outro a 37 °C antes da avaliacdo. Foram
sacrificados mais grupos de murganhos ao dia 7 e analisadas as

amostras como acima.
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Resultados:

Conc. de IgG (pg/mL) Numeros bacterianos
em soro de murganho (log 10 cfu/pulmdes) a dias apds
infeccéo

3 8
5 6,7 £ 0,7 (1/7) 7,2 + 0,7 (5/8)
2 6,5 + 0,7 (1/7) 6,9 £+ 1,8 (4/7)
0,75 7,7 £ 0,5 (5/8) 4,8 + 1,4 (2/8)
0 6,7 + 1,5 (3/6) 6,3 + 1,5 (3/9)

Os numeros entre paréntesis sdo o numero de animais que

morreram antes do tempo da recolha da amostra.

Conclusao: No geral, nao se verificaram diferencas
significativas nos numeros bacterianos isolados de qualgquer dos
grupos de tratamento. Isto indica que nédo foi proporcionada
proteccdo mensuravel pelo anti-polissacdrido, para concentracdes

até e incluindo 5 ug/mL.

Isto €& semelhante ao observado em alguns ensaios clinicos
em humanos, 1sto é, o corpo anti-polissacarido € insuficiente
para proteger contra a pneumonia pneumocdcica em algumas

populacgdes.

Exemplo 5B - Determinar a proteccao da pneumonia
proporcionada pela administracdo activa de Ply (pneumolisina)

com ou sem adjuvante e sinergia com anticorpo anti-PS subdptima.
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Método

Animais: 128 murganhos machos CD-1 (6 semanas de idade na
altura da imunizacdo, 10 semanas de idade na altura da infeccéo)
da Charles River, St. Constant, Quebec, Canadd. Os animais

pesavam aprox. 20 g as 6 semanas e 38 g as 10 semanas.

Imunizagdes: Seis grupos de 16 murganhos foram imunizados
por injeccdo subcutdnea ao dia -22 e -14 com 100 pL de vacina,
como descrito abaixo. (128 murganhos no total). O PdB (documento
WO 90/06951) foi obtido por cortesia do Dr. James Paton,

Australia. O 3D-MPL foi obtido de Ribi/Corixa.

Ao dia -1, os grupos especificos (ver Tabela abaixo) foram
imunizados (i.p. 100 pL) passivamente com uma concentragao de
4,26 g/mL (4 mL de 5 upg/mL + 1,3 mL de 2 ug/mL) de anticorpo

anti-polisacédrido de murganho.

Grupo Volume de Vacina administrada aos Volume de IgG Passiva
Injeccgao dias -22,-14 injeccgao (dia -1)
Activa (dosagem em ug) Passiva
1-1 100 pL s.c. PdB/A1PO4 (10/50) Nenhuma
1-2 100 pL s.c. PdB/MPL/A1PO4 (10/5/50) Nenhuma
1-3 100 pL s.c. PdB/A1P0O4 (10/50) 100 pL i.p. a-PS
1-4 100 pL s.c. PdB/MPL/A1P0O4 (10/5/50) 100 pL i.p. a-PS
1-5 100 pL s.c. MPL/A1PO4 (5/50) 100 pL i.p. a-PS
1-6 100 pL s.c. MPL/A1P0O4 (5/50) Nenhuma
Infeccao: Ao dia O, os murganhos foram anestesiados
(isoflurano a 3% mais 1 L/min de 0,). 0Os 1indculos bacterianos

foram preparados por recolha de S. pneumoniae N1387 (serotipo 6)
de placas de agar de tripticase de soja (TSA) suplementado com

sangue de cavalo a 5% e suspensas em 6 mL de PBS. Foi preparada
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uma diluicdo de dez vezes (1 mL mais 9 mL) em agar arrefecido de
nutrientes fundidos (mantido a 41 °C) imediatamente antes da
infeccdo. Os ratos foram infectados por instilacdo intra-
bronguial via intubacéao intra-tragqueal e receberam,
aproximadamente, 6,0 log 10 cfu/murganho num volume de 50 uL.
Este método foi descrito por Woodnut e Berry (Antimicrob. Ag.

Chemotherap. 43: 29 (1999)).

Amostras: Ao dia 72 apds infeccao, foram sacrificados
8 murganhos/grupo por overdose de CO; e o0s pulmbdes foram
excisados e homogeneizados em 1 mL de PBS. Foram preparadas
diluicdes de dez vezes em PBS ©para enumerar 0S8 numeros
bacterianos vidveis. As amostras foram inoculadas (20 puL) em
triplicado em placas de TSA suplementadas com sangue de cavalo a
5% e incubadas de um dia para o outro a 37 °C antes da
avaliacdo. Foram sacrificados outros grupos de murganhos ao dia

8 apds infeccdo e preparadas as amostras como anteriormente.

Analise de dados

A determinacdo do efeito para comparacao do tratamento foi
o numero de bactérias nos pulmdes aos dias 3 e 7 apds infeccgao.
Os resultados sao apresentados como médias de grupo com desvios
padrao. Foi efectuada andlise estatistica utilizando o teste t
de Student, onde um valor de P < 0,05 foi considerado

significativo.
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Resultados:

72 h apds infecgdo

As contagens

significativamente inferiores

As contagens

significativamente inferiores

bacterianas

(p < 0,05)

bacterianas

168 h apds infecgdo

(p < 0,05)

grupo 1-4 foram

as dos grupos 1-3.

grupo 1-4 foram

as dos grupos 1-5.

Os numeros bacterianos em todos os grupos foram aprox. 2

logs inferiores no dia 8, relativamente, ao dia 3, indicando que
a infeccédo foi resolvida.

As contagens bacterianas grupo 1-2 foram
significativamente, inferiores (p < 0,05) relativamente as dos
grupos 1-5.

Grupo Dia 3 Dia 8

Log Desvio Log Desvio

CFU/pulmdo | Padréao CFU/pulmdo | Padrédo
1-1 6,96 0,61 5,23 1,28
1-2 6,59 1,25 4,08 1,34

1-3 7,09 0,8 5,32 1,26

1-4 6,09 1,43 4,46 2,32

1-5 7,19 0,89 5,42 1,05

1-6 6,68 1,14 5,01 1,48
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Como demonstrado acima, o anticorpo anti-polissacarido
isolado (grupo 1-5) nao proporcionou proteccgao contra o)
crescimento de pneumococos nos pulmdes. O PdB adjuvado com AlPO,
também ndo confere proteccdo, mas ao dia 8 existe uma tendéncia

para proteccgado quando o PdB é combinado com 3D-MPL (grupo 1-2).

Ao Dia 3, o grupo mais, significativamente, protegido,
grupo 1-4, apresentou os trés elementos, PdB, 3D-MPL e anticorpo
anti-polissacédrido passivamente administrado. Esta conclusdo é
suportada pela taxa de mortalidade. O grupo 1-4 apresentou
apenas 2/8 mortes comparativamente a 5/10 para os grupos 1-5 e

1-3.

Conclusao:

Como a experiéncia foi efectuada com animais imunizados
passivamente, o efeito sinergistico da imunizacdo activa com
pneumolisina e MPL n&do pode ser devido a um aumento no nivel de

anticorpos contra o antigénio polissacarido.

Como os animais foram apenas imunizados passivamente contra
o polissacarido pneumocdcico, ao dia 8 os niveis de tal

anticorpo ter-se-ao dissipado, em grande parte, no hospedeiro.

Contudo, poderda ser observada uma proteccdo significativa
contra pneumonia pneumocdcica em grupos imunizados com
pneumolisina mais 3D-MPL e, especialmente, em grupos imunizados
com pneumolisina mais 3D-MPL mais anticorpo anti-polissacarido
administrado passivamente, indicando a sinergia desta

combinacgao.
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Se a imunizacdo anti-polissacarido tivesse sido efectuada
activamente (de um modo preferido, como polissacarido
conjugado), o efeito teria sido mais acentuado, na medida em que
o efeito das células B de memdéria e niveis constantes de
anticorpo anti-PS teriam contribuido para a cooperacgdo na
resposta imunitdria (ver, por exemplo, Fig. 1 C, onde muitos dos
animais imunizados activamente com polissacdarido e proteina néo

apresentaram bactérias nos pulmdes apds estimulo).

Exemplo 6 - Imunogenicidade em murganhos Balb/C com 1 ano
de idade com vacina de polissacarido pneumocdcico conjugado-

Proteina D adjuvada com 3D-MPL.

Introdugcao e objectivo(s):

A proteccdo contra infecgao pneumocdcica ¢é mediada por
anticorpo de serotipo especifico através de fagocitose por
opsonizacdo. Pode-se desconfiar que aumentos na concentracgado de
anticorpo irdo resultar numa protecc¢ao superior e, por isso, tem
sido feito um grande esforgo para encontrar meios de aumentar a
resposta humoral. Uma estratégia que tem sido aplicada com
sucesso para conjugar vacinas em estudos pré-clinicos é a
utilizacgcdao de adjuvantes de imunoestimulacgado (revisto em Poolman
et al., 1998, carbohydrate-Based Bacterial Vaccines. In:
Handbook of Experimental Pharmacology eds. P. Perlmann and H.

Wigsell. Springer-Verlag, Heidelberg, D).

Os dados apresentados nesta seccao mostram os resultados da
Gltima experiéncia, wutilizando lotes «clinicos num protocolo

concebido para mimetizar um ensaio clinico.
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Protocolo:

0Os murganhos balb/c com um ano de idade foram imunizados
com 1/10 de dose humana de vacina de polissacarido pneumocdcico
conjugado-proteina D ou vacina polissacarida simples 23-valente.
As vacinas utilizadas foram lotes clinicos DSP009, DSP013 ou
DSP014 correspondendo a dosagem de 1 mcg dos serotipos 6B e 23F
e 5 mcg dos restantes serotipos da vacina conjugada ll-valente,
a dosagem de 0,1 mcg da vacina conjugada ll-valente ou a dosagem
de 0,1 mcg da vacina conjugada ll-valente adjuvada com 5 mcg de
3D-MPL, respectivamente. Todas as vacinas conjugadas ll-valente

foram, também, adjuvadas com 50 pg de AlPOs4.

Os grupos de 20 murganhos foram imunizados
intramuscularmente. As injecc¢des dos grupos listados na seguinte
tabela foram efectuadas nos dias 0 e 21. As amostras de sangue
de teste foram obtidas no dia 35, (14 dias depois da segunda

dose) .
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Tabela:

1 ano de

conjugada de polissacadrido pneumocdécico —-Proteina D.

idade,

imunizados

com

lotes

clinicos

de

Dia 0 Dia 21 Numero de
Grupo Vacina Vacina murganhos
Dose 1 Dose 2
1 Pneumovax—23 Tampéao 20
2,5 mcg
2a Pn-PD 1ll-valente Tampéao 20
0,1 mcg
2b Pn-PD 1ll-valente Pn-PD 1ll-valente 20
0,1 mcg 0,1 mcg
3a Pn-PD + MPL Tampéao 20
ll-valente
0,1 + 5 mcg
3b Pn-PD + MPL Pn-PD + MPL 20
ll-valente ll1-valente
0,1 + 5 mcg 0,1 mcg
4a Pn-PD 1ll-valente Tampéao 20
1/0,5 mcg
4b Pn-PD l1ll-valente Pn-PD 1ll-valente 20
1/0,5 mcg 1/0,5 mcg
controlo Tampéao Tampéao 20

Calenddrio de Imunizacdo para murganhos Balb/c com

vacina

O soro foi testado por ELISA para anticorpos IgG para os

polissacaridos pneumocdcicos seguindo o protocolo consensual de

CDC/WHO, isto é, apds neutralizacdo do soro com polissacarido da

parede celular. O ELISA foi calibrado para proporcionar as

concentracdes de anticorpo em mcg/mL utilizando anticorpos

monoclonais IgGl de serotipo especifico.
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Foi calculada a andlise estatistica de comparacdes
utilizando UNISTAT versao 5.0 beta. Foi efectuada a ANOVA pelo
método de Tukey-HSD em concentracdes de IgG transformadas em
log. A comparagcao aos pares das taxas de seroconversao foi

efectuada utilizando o teste exacto de Fisher.

Resultados:

Q

O GMC IgG e intervalo de confiangca de 95% contra os
11 serotipos e proteina D induziu 14 dias depois da segunda
imunizacdo (dose 2) sao apresentados na seguinte tabela. Séao
apresentadas as taxas de seroconversao onde nao pode ser

calculado um intervalo de confianca de 95%.

O grupo 1 mostra o efeito de imunizacdo com polissacaridos
simples que normalmente induzem apenas IgM em animais. A maioria
dos niveis de IgG estdao abaixo do limite de deteccgao; contudo,
os murganhos Dbalb/c conseguiram produzir IgG para alguns
polissacaridos pneumocdcicos, nomeadamente, o0s serotipos 3, 19F

e 14.

A imunizacdo com vacinas conjugadas induziu o anticorpo IgG
com taxas de seroconversao elevadas contra todos os serotipos

excepto o 23F.

Foi observada uma resposta dependente da dose (grupo 4 vs
grupo 2) apenas para o0s serotipos 7F e 19F, mas estas
observagdes nao foram estatisticamente significativas. Foi
observada uma resposta superior apds duas doses (grupos b vs.

grupos a) para os serotipos 3, 6B, 7F e 19F, e PD, e estas
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observacdes

foram,

em

muitos

dos

significativas para as 3 formulacgdes.

vacina formulada com 3D-MPL

elevada

Muito

de

interessante &

IgG

especifica

significativo para todos os

qual

apresentou

superior (p

95%

Tabela:

0,02 grupo 3b vs 2b, teste exacto de Fisher).

para Seleccionar

uma taxa

Média Geométrica

o efeito

de

[IgG]

Serotipos

(grupo
e isto
serotipos,

seroconversao

do
3b)

casos,

3D-MPL.

Duas

estatisticamente

doses da

induziram a GMC mais

foi

estatisticamente

excepto para o 23F, o

Pneumocdcicos

significativamente

e Intervalos de Confianca de

e Proteina D em

Murganhos Balb/c com 1 Ano de Idade 14 dias Apds Imunizagdo IT

com Vacina Conjugada PS-PD ll-valente

Grupo 1 2a 2b 3a 3b 4a 4b
Sero— GM [IgG] GM [IgG] GM [IgG] GM [IgG] GM [IgG] GM [IgG] GM [IgG]
tipo 1g/mL ug/ml pg/mL 1g/ml g/l pg/mL g /mL
(CI 95%) (CI 95%) (CI 95%) (CI 95%) (CI 95%) (CI 95%) (CI 95%)
3 0,18 0,22
0,24 0,84 0,72 4,84 0,95
(0,11- (0,14-
(0,16-0,6) (0,47-1,5) (0,51-1,0) (3,0-7,9) (0,19-1,8)
0,27) 0,35)
3B 0,19 0,09
0,02 0,04 0,14 0,74 0,11
. (0,09- (0,05-
(0/20% (8/19) (0,07-0,27) (0,29-1,9) (0,05-0,23)
0,41) 0,16)
F 0,07 0,19 0,09
0,04 0,15 0,97 0,45
(0,04- (0,10- (0,06—
(0/20%) (0,10-0,22) (0,49-2,0) (0,20-1,02)
0,12) 0,39) 0,14)
14 0,15 4,5 6,2 12,9 13,6 4,0 6,9
(3/20% (2,5-8,1) (3,6-10,5) (7,8-21,2) (9,4-19,7) (2,0-8,0) (4,6-10,6)
19F 1,2 6,7 12,1 10,1 58,5 5,9 22,0
(0,56-2,6) (3,6-12,5) (7,6-19,3) (5,5-18,5) (42-81) (3,5-9,9) (16,0-30,2)
23F 0,07 0,08 0,08 0,07 0,17 0,06 0,10
(1/20%) (3/20%) (2/19%) (2/10%) (9/20%) (1/18% (a/20%
PD* 0,25 5,2 11,9 13,5 98,0 10,9 38,7
(1/20% (3,3-8,3) (6,9-20,7) (9,5-19,0) (49,1-195) (6,4-18,4) (21,3-70,3)
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*Em EU/mL; Valor de Taxa de seroconversdo, definida como 2

desvios padrao acima da média do controlo negativo.

Por favor referir a tabela anterior para as definicdes do grupo.

Conclusao:

Os dados aqui apresentados demonstram gue a adicao de
3D-MPL a vacina conjugada de polissacdrido pneumocdcico 11-
valente-Proteina D aumentou a resposta imune em murganhos balb/c

idosos, para todos os serotipos testados.

Na maioria dos casos, duas doses de vacina induziram
concentracdes médias geométricas de IgG superiores relativamente
a uma dose. Uma vez que isto nao foi observado utilizando a
vacina polissacdrida simples, mesmo em humanos, € considerado
uma indicacdo de uma resposta imune dependente de células T e a

indugdo de memdéria imune.

Estes dados suportam um esquema de administracdo de vacina
utilizando polissacdaridos pneumocdcicos conjugados adjuvados com
adjuvantes Thl (de um modo preferido, 3D-MPL), em gue, sSao
administradas, pelo menos, duas doses de vacina adjuvada, de um
modo preferido, com 1-12 semanas de intervalo e, de um modo
muito preferido, 3 semanas de 1intervalo. Tal esquema de

administracdo é considerado um outro aspecto da invengao.

Os murganhos utilizados na experiéncia nao responderam ao
PS 23 (simples ou conjugada). De um modo interessante, embora os
niveis de anticorpo contra o polissacdrido permaneceram baixos

independentemente da composigao de vacina utilizada, responderam
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muito mais ratos ao PS23 quando foi utilizado o 3D-MPL como
adjuvante (sendo a seroconversao, significativamente, superior).
Uma utilizacdo de adjuvantes Thl, de um modo particular, 3D-MPL,
em composicdes de vacina compreendendo polissacaridos
pneumocdcicos conjugados, de modo a aliviar a nédo resposta a um
polissacarido pneumocdécico numa vacina, € também um outro
aspecto da invencdo. Um método de aliviar a nado resposta com a
composicdo mencionada anteriormente, utilizando o esquema de
administracdao de duas doses descrito acima ¢é ainda outro

aspecto.

Exemplo 7 - Conjugado polissacarido de Neisseria

Meningitidis C -Proteina D (PSC-PD)

A: EXPRESSAO DA PROTEINA D

Como para o Exemplo 1.

B: PREPARAGAO DE POLISSACARIDO C

A fonte de polissacdrido do grupo C é a estirpe Cl1 de N.
meningitidis. Esta é fermentada utilizando técnicas de
fermentagdo cléssicas (documento EP 72513). Os polissacéaridos em
p6 seco, utilizados no processo de conjugacgcao sao idénticos a

Mencevax (SB Biologicals s.a.).

Foi descongelada uma aliquota da estirpe Cll e 0,1 mL de
suspensao €& riscada numa placa de Petri com meio Mueller Hinton

suplementado com dialisado de extracto de levedura (10%, v/v) e
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incubada durante 23 a 25 h a 36 ©°C numa incubadora de ar

saturada com agua.

O crescimento superficial €& depois ressuspenso num meio de
fermentagdao esterilizado e inoculado com esta suspensao num
frasco Roux contendo meio Mueller Hinton suplementado com
dialisado de extracto de levedura (10%, v/v) e esferas de wvidro
estéreis. Apds incubacdo do frasco Roux durante 23 a 25 h a
36 °C numa incubadora de ar saturada com &gua, O crescimento de
superficie é ressuspenso em 10 mL de meio de fermentacdo estéril
e sao inoculados 0,2 a 0,3 mL desta suspensao noutros

12 frascos Roux com meio Mueller Hinton.

Apds incubacado durante 23 a 25 h a 36 °C, numa incubadora
de ar saturada com 4&gua, O crescimento de superficie ¢é
ressuspenso em 10 mL de meio de fermentacado estéril. A suspensao

bacteriana é colocada num frasco cdénico.

Esta suspensdo é depois transferida assepticamente para o

fermentador utilizando seringas estéreis.

A fermentacadao de meningococos ¢é efectuada em fermentadores
situados numa sala limpa sob pressdo negativa. A fermentacdo é
geralmente completada apos 10-12 h, correspondendo a
aproximadamente 10'° pactérias/mL (1. e., a fase estaciondria

inicial) e detectado por aumento de pH.

Nesta fase, o caldo inteiro é inactivado por aquecimento
(12 min a 56 °C) antes da centrifugacdo. Antes e depois da
inactivacdo, ¢é retirada uma amostra do caldo e semeada em placas

de petri com meio Mueller Hinton.
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C: PURIFICAGAO DE PS

O processo de purificacdo é um processo de multiplos passos
efectuado no caldo de fermentacdo total. Na primeira fase de
purificacgao, a cultura inactivada é clarificada por

centrifugacdao e o sobrenadante é recuperado.

A purificacdo de polissacarido ¢é baseada na precipitacao
com um sal de aménio quaternario (Brometo de
cetiltrimetilaménio/CTAB, CETAVLON R). O CTAB forma complexos
insoluveils com polianides, tais como polissacaridos, 4&cidos
nucleicos e proteinas, dependendo do seu pI. Segundo condigdes
iénicas controladas, este método pode ser utilizado para
precipitar impurezas (baixa condutividade) ou polissacaridos

(elevada condutividade).

Os polissacaridos incluidos no sobrenadante clarificado séo
precipitados utilizando terra de diatomdceas (CELITE® 545) como
matriz, para evitar a formacdo de massa inerte insoluvel durante

as diferentes precipitacdes/purificacdes.

Esquema de purificagéo de polissacdrido c de N.

meningitidis.

Passo 1l: Fixacdo do complexo PSC-CTAB em CELITE® 545 e
remogcdo de detritos celulares, &acidos nucleicos e proteinas por

lavagem com CTAB a 0,05%.

Passo 2: Eluigcdo de PS com EtOH a 50%. As primeiras

fracgbdes que sao turbidas e contém impurezas e LPS sao
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rejeitadas. A presenca de PS nas seguintes reaccgdes é verificada
através do teste de floculacao.

Passo 3: Re-fixacdo do complexo PS-CTAB em CELITE® 545 e
remocdao de 4acidos nucleicos mais pequenos e proteinas por

lavagem com CTAB a 0,05%.

Passo 4: Eluicdo de PS com EtOH a 50%. As primeiras
fracgdes turbidas foram rejeitadas. A presenca de PS nas

seguintes fraccgdes é verificada através do teste de floculacéo.

O eluato é filtrado e o filtrado contendo o polissacarido
em bruto é recolhido. O polissacarido é precipitado a partir do
filtrado por adigao de etanol para uma concentragao final de
80%. O polissacarido ¢, depois, recuperado como um pd branco,

seco por vacuo e armazenado a —-20 °C.

D: CONJUGAGAO DE CDAP

Conjugag¢do de PSC e PD

Para a conjugacdao de PSC e PD, foi preferida a tecnologia
de conjugacao de CDAP em relacdo a activacdo de CNBr classica e
ligagdo via um espacgador ao veiculo proteico. O polissacarido é
activado inicialmente por cianilacdo com tetrafluoroborato de 1-
ciano-4-dimetilamino-piridinio (CDAP). O CDAP é um reagente de
cianilacdo soluvel em agua no qual a electrofilicidade do grupo
ciano ¢ aumentada em relagdao ao CNBr, permitindo que seja
efectuada a reaccao de cianilacgdo sob condigdes relativamente
moderadas. Apds activacdo, o polissacdarido pode ser associado
directamente ao veiculo proteico através dos seus grupos amino,

sem introduzir qualquer molécula espacadora. 0s grupos éster de
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cianeto gue nado reagiram sao eliminados através de uma reaccgao
extensa com glicina. O numero total de passos envolvidos na
preparagao de vacinas conjugadas € reduzido e muito importante,
nao estao presentes moléculas espacadoras potencialmente

imunogénicas no produto final.

A activagdo de polissacaridos com CDAP introduz um grupo
cianato nos polissacadridos e é libertada a dimetilaminopiridina
(DMAP). O grupo cianato reage com 0s Jgrupos NH2 na proteina
durante o processo subsequente de ligacdo e € convertido num

carbamato.

Activacdo de PSC e ligacdo de PSC-PD

A activacdo e ligacao sao efectuadas a +25 °C.

Foram dissolvidas 120 mg de PS durante, pelo menos, 4 h em

WET.

Foi adicionada uma solucgdo de CDAP (100 mg/mL preparada de
fresco em acetonitrilo) para obter uma proporcdo CDAP/PS (p/p)

de 0,75.

Apbés 1 min 30, o pH é elevado para pH de activacédo (pH 10),

por adigdo de trietilamina e é estabilizado para adigéo de PD.

Ao tempo de 3 min 30, ¢ adicionado NaCl para uma

concentracao final de 2 M.

Ao tempo de 4 min, é adicionado PD purificado para atingir

uma proporcgao PD/PS de 1,5/1; o pH é imediatamente ajustado para
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PH de ligacgcao (pH 10). A solugdao é mantida em repouso 1 h sob pH

de regulacao.

Inactivacgédo

Sdo adicionados 6 mL de uma solugdo de glicina 2 M a
mistura PS/PD/CDAP. O pH é ajustado para pH de inactivacao (pH
8,8). A solucdo € agitada, durante 30 min, & temperatura
ambiente, depois de um dia para o outro a +2-8 °C, com agitacao

continua lenta.

Purificagcdo de PS-PD

Apdés filtracado (5 um), o conjugado PS-PD é purificado numa
sala fria por cromatografia de permeacdo gel, num gel Sephacryl™
S400HR, para remover pequenas moléculas (incluindo DMAP) e PD
ndao conjugado: Eluicdo - NaCl 150 mM pH 6,5; Monitorizacdao - UV

280 nm, pH e conductividade.

Com base nos diferentes tamanhos moleculares dos
componentes da reaccgao, 0s conjugados PS-PD sao eluidos
inicialmente, seguidos pelo PD livre e, finalmente, por DMAP. As
fracgdes contendo conjugados, como detectado por DMAB (PS) e
BBCA  (proteina), sdo reunidas. As fracgbdes reunidas séo

esterilizadas por filtragao (0,2 um)
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E: FORMULAQAO DE VACINA DE CONJUGADO PSC-PD ADSORVIDO

Lavagem de AI1PO,

De modo a optimizar a adsorcao do conjugado PSC-PD em A1PO,,

o AlPO, é lavado para reduzir a concentracdo em PO,  :

- 0 AlPOs é lavado com NaCl 150 mM e centrifugado (4x);

- o0 sedimento é, depois, ressuspenso em NaCl 150 mM e,

depois, filtrado (100 pm); e

- o filtrado é esterilizado por aquecimento.

Este AlPO; lavado € referido como WAP (fosfato autoclavado

lavado) .

Processo da Formulacdo

A carga do conjugado PSC-PD é adsorvido em AlPO, WAP antes
da formulacao final do produto final. O Al1PO, WAP é agitado com
PSC-PD, durante 5 minutos, a temperatura ambiente. O pH foi
ajustado para 5,1 e a mistura foi agitada durante mais 18 horas
a temperatura ambiente. Foi adicionada solugdo de NaCl a 150 mM
e a mistura foi agitada, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente. Foi adicionado 2-fenoxietanol a 5 mg/mL e a mistura
foi agitada, durante 15 minutos, a temperatura ambiente, depois

o pH foi ajustado para pH 6,1.
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Composicdo final/dose

-PSC-PD: 10 ng de PS
~A1PO, WAP: 0,25 mg de A1’
-NaCl: 150 mM
-2-fenoxi-etanol: 2,5 mg

~Agua para injeccéio: para 0,5 mL
-pH: 6,1

F: INFORMAGAO PRE-CLINICA

Imunogenicidade do conjugado polissacarido em murganhos

A imunogenicidade do conjugado PSC-PD tem sido avaliada em
murganhos Balb/C com 6 a 8 semanas de idade. O conjugado simples
(ndo adsorvido) ou o conjugado adsorvido em AlPO, foi injectado
como uma vacina monovalente. 0Os anticorpos anti-PSC induzidos
foram determinados por ELISA, enquanto os anticorpos funcionais
foram analisados utilizando o teste bactericida, sendo ambos os
métodos baseados nos protocolos do CDC (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, EUA) . Sao apresentados o0s
resultados de duas experiéncias diferentes efectuadas para

avaliar a resposta versus a dose e efeito do adjuvante (A1PQO,).

Experiéncia da gama de dosagem

Nesta experiéncia, o PSC-PD foi injectado duas vezes (com
duas semanas de intervalo) em murganhos Balb/C. Foram utilizadas

quatro doses diferentes de conjugado formulado em AlPO,: 0,1;
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0,5; 2,5; e 9,6 pg/animal. Os ratos (10/grupc) foram sangrados
ao dia 14 (14 Poé6és I), 28 (14 Po6s II) e 42 (28 PoHs II). As
concentracdes médias geométricas (GMC) de anticorpos especificos
para polissacarido C, determinados por ELISA, foram expressos em
ng de IgG/mL, wutilizando IgG purificada como referéncia. Os
anticorpos bactericidas foram determinados no soro reunido e os
titulos expressos como reciprocos da diluicdo capaz de matar 50%
das bactérias, utilizando a estirpe Cll de N. meningitidis na

presencga de complemento de coelhos bebé.

A resposta a dose obtida mostra uma estabilizacdo da dose
de 2,5 pg. Os resultados indicaram que existiu uma boa resposta
de reforgo entre 14 RApdés I e 14 Apds II. Os niveis de anticorpo
a 28 Apbés II sao, pelo menos, equivalentes aos de 14 Apds II. Os
titulos de anticorpo bactericida sao concordantes com
concentragcdes de ELISA e confirmam a imunogenicidade do

conjugado PSC-PD.

Efeito do adjuvante

Nesta experiéncia, foi avaliado um lote de conjugado PSC-PD
formulado em AlPO,, o conjugado simples (ndo adjuvado) foi
injectado para comparacdo. Foram injectados 10 murganhos/grupo
duas vezes, com duas semanas de 1intervalo, através da via
subcutdnea, com 2 pg do conjugado. 0Os murganhos foram sangrados
nos dias 14 (14 Po6és I), 28 (14 Po6s II) e 42 (28 Po6és II), e
determinados os titulos de anticorpo funcionais e por ELISA
(apenas no dia 14 2RApds II e 28 DApdés II para o teste
bactericida). A formulacgdo com AlPO,, induz até cerca de 10 vezes
mais titulos de anticorpo quando comparada com formulagdes néao

adjuvadas.
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Conclusbes

Podem ser feitas as seguintes conclusdes gerais a partir

dos resultados das experiéncias descritas acima:

- 0 conjugado PSC-PD induz uma resposta anamnéstica,
demonstrado que o PSC, gquando conjugado, torna-se um antigénio

dependente de células T.

- As concentracgdes de anticorpo anti-PSC determinadas por
ELISA correlacionam-se bem com 0s titulos de anticorpo
bactericida, mostrado que os anticorpos induzidos pelo conjugado

PSC-PD sao funcionais contra o serogrupo C do N. meningitidis.

- Aproximadamente 2,5 ug de conjugado adsorvido em Al1P0O4

parecem induzir uma resposta de anticorpo déptima em murganhos.

- A qguimica do CDAP parece ser um método adequado para

tornar imunogénicos os conjugados PSC-PD.

Exemplo 8-Preparagdo de um Conjugado Polissacarido do

Serogrupo A de N. meningitidis - PD

Um pd seco do polissacdrido A (PSA) ¢é dissolvido durante
uma hora numa solucado de NaCl 0,2 M para uma concentracdao final
de 8 mg/mL. O pH é depois fixo para um valor de 6 com HCl ou
NaOH e a solugao ¢é regulada termicamente para 25 ©°C. Séao
adicionadas 0,75 mg de CDAP/mg de PSA (uma preparagao para
100 mg/mL de acetonitrilo) a solucgdo de PSA. Apds 1,5 minutos
sem regulagao de pH, é adicionado NaOH 0,2 M para obter um pH de

10. 2,5 minutos mais tarde, ¢ adicionada a proteina D
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(concentrada para 5 mg/mL) de acordo com uma proporgdo PD/PSA
de, aproximadamente, 1. E mantido um pH de 10, durante o periodo
de reaccado de ligacdo de 1 hora. Depois, sdo adicionadas 10 mg
de glicina (2 M pH 9,0)/mg de PSA e o pH regulado para um valor
de 9,0 durante 30 minutos a 25 ©°C. A mistura ¢é, depois,
conservada de um dia para o outro a 4 °C antes da purificacéo
por cromatografia em coluna de exclusao (Sephacryl S400HR de
Pharmacia). Primeiro ¢é eluido o conjugado, seguido por PD gue
ndo reagiu e produto secundario (DMAP, glicina, sais). O
conjugado ¢é recolhido e esterilizado por filtracdo através de

uma membrana Sartopore de 0,2 um da Sartorius.

Exemplo 9 - Caracterizagdo in vitro dos produtos dos

Exemplos 7 e 8

As caracteristicas principais estdo aqui resumidasna tabela

abaixo:
N© Descrigédo do Contetdo em Proporgéo Proteina PS
conjugado Proteina e PS | PS/proteina Livre Livre
(ng/ml) (p/p) (%) (%)
1 PS C-PD PD : 210
NaOH para PS : 308
1/0,68 <2 8-9
regulacgdo de
PH
2 PS C-PD PD : 230
TEA para PS : 351
1/0,65 <2 5-6
regulacdo de
PrH
3 PS A-PD PD : 159
NaOH para PS : 149
1/1,07 5 5-9
regulacdo de
PH
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Resultados 1in vivo

Foram utilizados murganhos Balb/C como modelo animal para
testar a imunogenicidade dos conjugados. Os conjugados foram
adsorvidos em A1lPO, ou Al1(OH)s (10 pg de PS em 500 npg de Al%) ou
nao adsorvido. Os murganhos foram injectados como se segue:

2 injecgbdes com duas semanas de intervalo (2 pg de PS/injecgéo).

A partir destes resultados, pode-se concluir que o PS livre
influéncia, de um modo significativo, a resposta imune. Foram
obtidos melhores resultados com conjugados com menos de 10% de
PS livre. As melhorias acima no processo CDAP sao, assim, um

outro aspecto da invencao.

A formulacao ¢é também importante. O AlPO, parece ser o
adjuvante mais apropriado neste modelo. Os conjugados induzem um
efeito de reforgco gque nao € observado quando os polissacaridos

sdo injectados individualmente.

Conclusbes

Os conjugados de N. meningitidis A e C foram obtidos com
uma proporcgao PS/proteina final de 1 e 0,6-0,7 (p/p),
respectivamente. O PS livre e o veiculo proteico livre estavam
abaixo dos 10% e 15%, —respectivamente. A recuperagaoc do
polissacarido ¢é superior a 70%. 0Os conjugados de PSA e PSC
obtidos pelo processo CDAP melhorado (optimizado) acima
(independentemente do veiculo ©proteico mas, de um modo

preferido, proteina D) sado, assim, um outro aspecto da invencgao.
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Exemplo 10-Preparagdo de um Conjugado Polissacdrido de H.

influenzae b-PD

O H. influenzae b é uma das causas principais de meningite
em criangas com menos de 2 anos de idade. O polissacarido
capsular de H. influenzae (PRP) como um conjugado em toxdide do
tétano é bem conhecido (conjugado por guimica desenvolvida por
J. Robbins). O CDAP é uma quimica melhorada. O que se segue é a
descricdo das condigdes o6ptimas de CDAP encontradas para

conjugar o PRP, de um modo preferido, a PD.

Os parametros que influenciam a reaccdo de conjugacdao séao

0s seguintes:

¢ A concentracdo inicial de polissacarido (que pode ter um
impacto duplo nos niveis finais de polissacdrido livre e no

passo de esterilizacadao por filtracédo).

¢ A concentracgadao inicial do veiculo proteico.

¢ A proporcgdo inicial do polissacdrido para proteina (que
pode também ter um duplo impacto nos niveis finais de
polissacarido 1livre e no passo de esterilizagdo por

filtracao).

¢ A qguantidade de CDAP utilizado (normalmente num excesso

elevado) .

¢ A temperatura da reaccdo (que pode influenciar a degradacéo
do polissacarido, as cinéticas da reaccdo e a degradacao

dos grupos reactivos).
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¢ O pH de activacédo e ligacgao.

¢ 0O pH de inactivacao (influenciando o nivel de DMAP

residual) .

¢ O tempo de activacdo, ligacdo e inactivacéao.

Os presentes requerentes verificaram gue os 3 parametros
mais criticos para optimizar a qualidade do produto final sao: a
proporgdo inicial do polissacarido/proteina; a concentracgao

inicial do polissacarido; e o pH de ligacéo.

O cubo reaccional foi, assim, concebido com as 3 condigdes
acima como os trés eixos. Os pontos centrais (e gama de valores
experimentados) para estes eixos foram: proporcdo PS/proteina -
1/1(+0,3/1); I[PS] =5 mg/mL (2 mg/mL); e pH de ligacdo = 8,0
(+1,0 unidade de pH).

Os paradmetros menos essenciais foram fixos como se segue:
foram utilizadas 30 mg de polissacédrido; temperatura de 25 °C;
[CDAP] = 0,75 mg/mg de PS; pH titulado com NaOH 0,2 M; pH de
activacdo = 9,5; temperatura para activagcdo = 1,5 minutos;
temperatura de ligacdo - 1 hora; [proteinal] = 10 mg/mL; pH de
inactivacao = 9,0; temperatura de inactivacdo = 1  hora;
temperatura de dissolugdao do PS em solvente = 1 hora em NaCl 2
M; purificacao em Sephacryl S-400HR eluida com NaCl 150 mM a 12
cm/hora; e esterilizado por filtragdo com um SARTOLAB P20 a 5

mL/min.

Os dados analisados para estabelecer as condig¢des Optimas

quando se prepara produtos dentro do cubo reaccional mencionado
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anteriormente foram: dados do processo - rendimento maximo apds
filtracao, nivel maximo de proteina incorporada; e qualidade dos
dados do produto - proporcdo PS/proteina final, nivel de PS
livre, nivel de proteina livre, niveis minimos de DMAP residual

(um produto da degradacao do CDAP).

Rendimento da filtracdo.

O factor que afecta o rendimento apds filtracdo €& a
interacg¢ao entre o [PS] inicial e o pH de ligagdo e proporcgao
PS/proteina inicial. A [PS] baixas existe pouca interaccdo com
os ultimos 2 factores e resulta sempre numa boa capacidade de
filtracdo (aprox. 95% para todos os produtos). No entanto, a

concentracgdes elevadas a capacidade de filtracdo diminui se o pH

e a proporgao inicial aumenta ([PS] elevada, proporgao mais
baixa, pH mais baixo = 99% de filtracado; mas [PS] elevado,
proporgdo e pH mais elevado = 19% de filtracgao).

Nivel de incorporacdo da proteina

A proporcdo da proporgdo final de PS/proteina em relacgdo a
proporcgao inicial é uma medida da eficédcia de ligagao. A [PS]
elevada, o pH nao afecta a proporgao das proporg¢des. No entanto,
a proporcgao inicial afecta (1,75 a proporgao inicial baixa, 1,26
a proporg¢des iniciais elevadas). A [PS] baixa, a proporgao das
proporgcdes €&, quase sempre, Dbaixa, no entanto o pH agora
apresenta mais que um efeito (pH baixo, proporcao baixa = 0,96;
pPH baixo, proporcgao elevada = 0,8; pH elevado, proporcao baixa =

1,4; e pH elevado, proporcao elevada = 0,92).
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Proporgdo PS/proteina final

A proporcao final depende a proporcgado inicial e da [PS]. As
proporgdes finais mails significativas sédo obtidas com uma
combinacdao de proporgdes iniciais elevadas e [PS] elevada. O
efeito do pH na proporcao final ndo é tao significativo como uma

[PS] fraca.

Nivel de proteina D livre

As quantidades mais baixas da proteina D livre séo
observadas a pH elevado e [PS] elevada (niveis préximos de 0,0).
O efeito de [PS] elevadas torna-se especialmente acentuadas
quando o pH é baixo. O aumento da proporcao inicial contribui um

pouco para o aumento na proteina D livre.

DMAP residual

A proporgaoc inicial ndo tem um efeito significativo. Em
contraste, o nivel de DMAP aumenta com a [PS] e diminui guando o

PH é aumentado.

Conclusodes

As condigdes de conjugacao mais preferidas sao, deste modo,
as que se seguem: pH de 1ligacdo = 9,0; [PS] = 3 mg/mL; e
proporgdo inicial = 1/1. Com tais condig¢des, as caracteristicas

do produto final s&do como se seguem:
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Proporgdo final Rendimento de Proporg¢do das Proteina D Niveis de DMAP
PS/proteina PS da filtracéo proporg¢gdes livre (ng/10 pg de
(%) (%) PS3)
valor gama valor gama valor gama valor gama valor gama
1,10 0,91- 92,6 50,138 1,16 1,03- 0,71 0- 4,95 2,60-
1,30 1,29 10,40 7,80

Os conjugados de PRP passiveis de obtencdao através do
processo CDAP melhorado (optimizado) acima (independentemente do
veiculo proteico, mas de um modo preferido, proteina D) §&,

assim, um outro aspecto da invencao.

Exemplo 11: Proteina D como um antigénio - como a sua
eficacia protectora contra H.influenzae n&o-tipavel pode ser

melhorada por formulagdo desta com 3D-MPL

Os murganhos fémeas Balb/c (10 por grupo) foram imunizados
(intramuscularmente) com a vacina conjugada polissacéarido
pneumocdcico onze-valente-proteina D pela primeira vez com
20 semanas (D0O) e receberam uma segunda imunizacao duas semanas
mais tarde (D14). O sangue foi recolhido 7 dias depois da
segunda 1munizacao. Os titulos de anticorpo contra proteina D
foram determinados em termos de quantidade de anticorpo do tipo

IgGl, IgGZa e IgG2b.

As vacinas undecavalentes secas por congelacao (sem A1PO,)
foram preparadas por combinacdo dos conjugados com lactose a
15,75%, agitacdo durante 15 minutos a temperatura ambiente,
ajustando o pH para 6,1 20,1 e liofilizagdao (o ciclo comega
normalmente a -69 °C, ajustando gradualmente para -24 °C durante

3 horas, depois mantendo esta temperatura durante 18 horas,
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depois ajustando gradualmente para -16 °C, durante 1 hora,
depois, mantendo esta temperatura durante 6 Thoras, depois
ajustando gradualmente para +34 °C durante 3 horas e,

finalmente, mantendo esta temperatura durante 9 horas).

A composicdao das formulagdes e reconstituintes para o0s

liofilizados sao apresentadas na Tabela 13.

A medida mais caracteristica para se determinar se ocorreu
uma resposta imune mediada por células do tipo Thl é conhecida
como estando correlacionada com o nivel de anticorpo IgG2a. Como
pode ser observado a partir dos dados, ¢ observado um aumento
surpreendentemente grande em IgG2a se a proteina D tiver sido

liofilizada com um adjuvante Thl (neste caso o 3D-MPL).
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Tabela 13: Composigdo de formulagdes (por dose para humanos) e titulos de anticorpo

contra proteina D em murganhos (com 1/10 da dose)

PS | ALEO, 1961 | Ig62a | IqG2b | Tg61 | Ig62a | 1g62b
Estado Imunoesti- | Agente de | Conser- | Reconsti-
(/500 (/500
Fisico mulante |aglutinacdo| vante | tuinte
L) uL) g/ 5
liquido | 1pg | 500 pg o ndo 2-PE nio o [ 0,425] 0,24 | 99,10,54]0,313
liguido | 5o | 500 pg o ndo 2-PE nio 66 10,284 0,176 | 99,310,427 | 0,265
liquido | lpg | 0Opg o ndo 2-BE nio 6,6 |0,207]0,036| 96,4 3,020,526
liquido | Spg | o g o ndo 2-BE nio 5,210,165 10,043 | 96,11 3,12 {0,795
lactose a HaCl
liofilizado | 1 g i nao 52 | 0,14710,046 | 96,4 2,73 0,853
" tee 3,15 150
lactose a tatl
liofilizado i : 1,10 0,10 | 0,168 { 97,6 | 0,967 | 1,477
) U e 35 | " | 150w
lactose a ARG,
liofilizado i ; 45 1 1,86 10,075 95,9 3,9 [0,160
lpg | Oupg Hao 3 158 ndo 500 yg,
lactose a AIPO,
liofilizado i ; 19 [ 0,077]0,119 (99,0 | 0,401 0,620
bpg | Opg lido 3 158 néo 500 g,
Liofilizado | 1 yg | 0 pg Mo lagtiéf & hao |MPLS0 b 45| 2,6 | 3,5 (98,1 5,096,849
liofilizado | 5 | yg Mo hg?;fa nio | MPL 50w | 135 | 25 | 5,1 [81,8] 15,1 3,089
¥PL (50 1 '
liofilizado | | 0 actose & | pag | tampio’ | 43| 22 | 5,7 |60,8 31,1 |8,062
B9 Hg \ 3 15
1q) ,19%
liguido | 1y | 500 yg Mpiqﬁo nio | 2PE | ndo | MI| 71| 9L |9%5| 155 [1,99
ligido | 59 | 500 yg Mﬁqﬁo ndo | 2-PE | ndo | 299 | 1,4 | 0,89 99,2 | 0,465 | 0,298

antes da injeccdo: “+/- 2 horas antes da injeccdo; “2-fenoxietanol




REIVINDICACOES

Composicgao imunogénica compreendendo varios antigénios
conjugados polissacdridos gque consistem de um antigénio
polissacarido derivado de uma bactéria patogénica conjugado
a proteina D de Haemophilus influenzae ou um seu fragmento
de proteina D compreendendo epitopos de células T de

auxilio.

Composigao imunogénica, como reivindicado na reivindicagao
1, em que os antigénios polissacaridos sao seleccionados do
grupo consistindo de: polissacédridos Vi de Salmonella
typhi, polissacaridos menigocédcicos, polissacaridos e
polissacdridos modificados do grupo B de meningocdcicos,
polissacaridos de Staphylococcus aureus, polissacdridos de
Streptococcus agalactiae, polissacadridos de Streptococcus
pneumoniae, polissacaridos de Micobactéria, polissacarido
de Cryptococcus neoformans, lipopolissacéaridos de

Haemophilus influenzae nado-tipdveis, polissacdarido capsular

de Haemophilus influenzae b, lipopolissacaridos de
Moraxella catharralis, lipopolissacaridos de Shigella
sonnei e lipopetidofosfoglicano (LPPG) de Trypanosoma
cruzi.

Composigdo imunogénica, como reivindicado na reivindicacéo
2, compreendendo antigénios polissacdridos de Streptococcus
pneumoniae de, pelo menos, quatro serotipos de

Streptococcus pneumoniae.

Composicao 1imunogénica da reivindicagdo 2, em que 0sS

antigénios polissacdridos conjugados a proteina D séo



derivados de uma combinacdo dos serotipos A, C ou Y de N.

meningitidis.

Composicao imunogénica da reivindicacdo 1, compreendendo
polissacéaridos capsulares conjugados de Haemophilus
influenzae b, meningocdécus C e meningocdcus Y, em que O0sS
antigénios polissacdridos capsulares sdao conjugados a
proteina D de H. influenzae, com a condicdo de que ©
polissacdrido capsular de Haemophilus influenzae b é

conjugado ao toxdide do tétano.

Composicao imunogénica da reivindicacdo 1, compreendendo
polissacéaridos capsulares conjugados de Streptococcus
phneumoniae, Haemophilius influenzae b, meningocdcus C e
meningocdcus Y, em que o0s antigénios polissacaridos
capsulares sao conjugados a proteina D de H. influenzae,
com a condigcdo de qgue o polissacarido capsular de

Haemophilus influenzae b é conjugado ao toxdéide do tétano.

Composigdo imunogénica, como reivindicado em gqualquer das
reivindicag¢des anteriores compreendendo adicionalmente um

adjuvante.

Composicao imunogénica, como reivindicado na reivindicacéao
7, em que os antigénios conjugados polissacarido-proteina D

estdo adsorvidos em fosfato de aluminio.

Composicao imunogénica, como reivindicado na reivindicacéao
7, em que o adjuvante ¢é um indutor preferido de uma

resposta THI.



10.

11.

12.

13.

14.

Composigao imunogénica, como reivindicado na reivindicagao
9, em que o adjuvante compreende, pelo menos, um dos
seguintes: 3D-MPL, um imunocestimulante de saponina ou um

oligonucledétido CpG imunocestimulador.

Composicdao imunogénica, como reivindicado em qualquer das

reivindicacgdes anteriores, para utilizacao como um
medicamento.
Vacina compreendendo a composicao imunogénica das

reivindicagdes 1-10.

Método de producdo de uma composicdo 1imunogénica para

vdrias bactérias patogénicas, compreendendo os passos de:

isolamento de varios antigénios polissacaridos a

partir das referidas bactérias patogénicas;

activacdo dos polissacéaridos;

conjugacdo dos polissacaridos a proteina D de

H. influenzae; e

mistura dos polissacdridos uns com os outros.

Utilizacao de uma quantidade eficaz da composicao
imunogénica, como reivindicado em qualguer das
reivindicag¢des anteriores, na preparacao de um medicamento
para a prevencgao ou tratamento de infecg¢do por uma bactéria
patogénica.

Lisboa, 10 de Marcgo de 2008
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