i

b
Tk

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicagéo: PT 1019437 E

(51) Classificagdo Internacional:
CO7K 14/00 (2011.01) CO7K 16/00 (2011.01)
CO07K 17/00 (2011.01) A61K 39/385 (2011.01)
A61K 39/395 (2011.01)

(22) Data de pedido: 1998.09.29

(30) Prioridade(s): 1997.10.02 US 942852
(43) Data de publicagéo do pedido: 2000.07.19

(45) Data e BPI da concessdo: 2012.01.25

081/2012

(73) Titular(es):

CONNAUGHT LABORATORIES INCORPORATED
ROUTE 611, P.O.BOX 187 SWIFTWATER
PENNSYLVANIA 18370-0187 us

(72) Inventor(es):
ROBERT P. RYALL us

(74) Mandatario:
ANTONIO JOAO COIMBRA DA CUNHA FERREIRA
RUA DAS FLORES, Ne 74, 42 AND 1249-235 LISBOA PT

(54) Epigrafe: METODO PARA A LIGACAO COVALENTE DE POLISSACARIDOS A MOLECULAS

DE PROTEINA
(57) Resumo:

SAO AQUI DIVULGADOS E REIVINDICADOS UM METODO PARA A LIGAGAO COVALENTE DE
POLI- E OLIGOSSACARIDOS A MOLECULAS DE PROTEINA ATRAVES DE DESPOLIMERIZAGAO
POR PEROXIDO DE HIDROGENIO DAS UNIDADES POLISSACARIDICAS, SEGUIDA POR LIGAGAO
DA CADEIA POLISSACARIDICA DESPOLIMERIZADA AOS GRUPOS AMINOACIDO DE UMA
PROTEINA DE INTERESSE ATRAVES DE UMA MOLECULA LIGANTE, PRODUTOS ORIGINARIOS
DO MESMO, E METODOS PARA UTILIZACAO DOS PRODUTOS.



EP 1 019 437/PT

RESUMO

"Método para a ligagdo covalente de polissacaridos a
moléculas de proteina"

Sdo aqui divulgados e reivindicados um método para a
ligacédo covalente de poli- e oligossacaridos a moléculas de
proteina através de despolimerizacdo por perdxido de
hidrogénio das unidades polissacaridicas, seguida por ligacéo
da cadeia polissacaridica despolimerizada aos grupos
aminodcido de uma proteina de interesse através de uma
molécula ligante, produtos origindrios do mesmo, e métodos

para utilizacdo dos produtos.
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DESCRICAO

"Método para a ligagdo covalente de polissacaridos a
moléculas de proteina"

CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se a um método para a ligacédo
covalente de poli- e oligossacédridos a moléculas de proteina
através de despolimerizacdo por perdéxido de hidrogénio das
unidades ©polissacaridicas, seguida por ligacdo da cadeia
polissacaridica despolimerizada aos grupos aminodcido de uma
proteina de interesse através de uma molécula ligante.

Neste ©pedido de ©patente s&o referenciadas varias
publicacdes. A citacéo completa destas publicacdes é
encontrada onde estas sdo citadas ou no final do fasciculo,
imediatamente precedendo as reivindicacdes. Estas publicacdes
referem-se ao estado da técnica a qual o invento pertence; no
entanto, nao existe qualquer admisséo de que estas
publicacdes sejam de facto especialidade anterior.

ANTERIORIDADE DO INVENTO

Em anos recentes, tem-se verificado um consideréavel
interesse no desenvolvimento de abordagens ©para ligar
covalentemente ©poli- e oligossacaridos a moléculas de
proteina. Esta abordagem tem sido aplicada na &rea do
desenvolvimento de vacinas, onde polissacaridos capsulares
bacterianos purificados tém 1lido ligados covalentemente a
moléculas de proteina (Dick, W.E. et al., 1989). Estas
construcdes foram denominadas vacinas conjugadas.

A razdo para a preparacdo destas construcdes & que
polissacédridos capsulares bacterianos purificados, gue séo
classificados como antigénios independentes de células T,
podem ser convertidos em antigénios semelhantes a células T
por ligac&o covalente a certas moléculas de proteina. As
vacinas de polissacédrido ndo conjugadas ndo sdo capazes de
induzir uma resposta anamnéstica no ser humano, e a resposta
imunitdria a estes antigénios pode ser de duracdo limitada,
especialmente em populacdes mais Jjovens. Por esta razdo, as
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vacinas de polissacarido n&o tém sido recomendadas para
utilizacdo em populacdes infantis, por causa da sua eficécia
limitada inerente nesta populacéo.

Ao logo dos Ultimos dez a quinze anos, polissacarido
capsular purificado a partir de Haemophilus influenzae tipo b
tem sido ligado <covalentemente a varias moléculas de
proteina, e.g. proteina toxdéide da difteria e toxdide do
tétano, e estes conjugados sdo conhecidos por induzirem uma
resposta imunitédria dependente de células T na populacédo
infantil. Esta particularidade tem permitido o)
desenvolvimento e licenciamento de vacinas eficazes contra
doenca causada pela bactéria Haemophilus influenzae tipo Db
(Santosham, M., 1993). Esta abordagem a preparacdo de vacinas
conjugadas tem também sido alargada a outros polissacéaridos
capsulares, tais como os purificados a partir de Neisseria

meningitidis e Streptococcus pneumoniae.

OBJECTOS E SUMARIO DO INVENTO

Uma via geral que tem sido utilizada para preparar estes
conjugados sacarido-proteina ¢é activar um ou mais locais
sobre a cadeia sacaridica de modo que estes locais activados
reagirdo com um ou mais dos grupos aminodcido da proteina.

No desenvolvimento de uma estratégia para ligar
covalentemente polissacaridos a proteinas, ¢ aqui descrita
uma via onde a cadeia polissacaridica ¢é inicialmente
despolimerizada até oligossacdridos de peso molecular médio
na gama de 10-30 000 e.g., 10-25 000 daltons. Duas vantagens
para se utilizarem polissacéridos despolimerizados para
preparar os conjugados sdo: (a) os conjugados preparados a
partir da utilizacdo de polissacédridos despolimerizados podem
ser inerentemente mais imunogénicos do gque o0s conjugados
correspondentes preparados a partir de polissacédridos a todo
o comprimento; e (b) reaccdes utilizadas para preparar estas
vacinas conjugadas podem oferecer um grau de controlo mais
elevado, bem como mais versatilidade no desenho do processo,
quando se utilizam cadeias polissacaridicas despolimerizadas
versus cadeias polissacaridicas a todo o comprimento.
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Nalguns casos, podem-se ligar covalentemente as cadeias
polissacaridicas despolimerizadas por adicdo de um reagente
especifico que permite a formacdo de uma ligacdo entre o
polissacérido e as moléculas de proteina. Dependendo da
quimica gque é utilizada para realizar esta operacdo, podem-se
formar wuma ou mais ligacbdes entre o polissacarido e a
proteina. Noutros casos, tem sido utilizada uma via
alternativa pela qual uma pequena molécula quimica é ligada
quer ao polissacdrido despolimerizado quer a molécula de
proteina, e esta molécula, por causa da sua reactividade
inerente, serve Ccomo uma molécula ligante entre o)
polissacéarido e a proteina. Estas moléculas tém sido
denominadas ligantes quimicos, ligante e/ou ligante directo.

o)

O método do presente invento utiliza preferivelmente
tltima abordagem, pela gqual uma molécula ligante ¢ ligada a
cadeia polissacaridica gque proporciona ligacdo selectiva a
grupos aminoacido de proteinas. Neste processo, 0s
polissacéridos sdo primeiro despolimerizados utilizando
perdéxido de hidrogénio sob condic¢des hidroliticas moderadas.
A reaccdo de hidrdlise €& um processo bem controlado que
produz uma distribuicdo uniforme de cadeias de oligossacarido
que prontamente reagem com uma hidrazida e/ou uma amina. O
grau com o qual a hidrazida ou amina podem ser ligadas aos
polissacédridos hidrolisados por perdéxido de hidrogénio pode
ser aumentado por adicdo de um composto reagente de carbodi-
imida soluvel em agua.

A razdo para esta caracteristica ¢é que wuma certa
populacdo das cadeias polissacaridicas despolimerizadas
possul um grupo quimico que pode ser prontamente derivatizado
com hidrazida ou amina pela adicdo de carbodi-imidas soluveis
em 4gua ao meio reaccional. Estas cadeias polissacaridicas
derivatizadas com hidrazida/amina resultantes podem depois
ser ligadas selectivamente a grupos &cido carboxilico de
proteina.

Deste modo, num primeiro aspecto, o presente invento
proporciona um método para preparacdo de uma construcgédo
compreendendo um polissacdrido e/ou oligossacédrido ligados
covalentemente a uma molécula de proteina, o referido método
compreendendo despolimerizacdo do referido polissacéarido e/ou
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oligossacérido utilizando perdxido de hidrogénio sob
condicdes hidroliticas moderadas, gerando desse modo um grupo
adcido carboxilico, onde as referidas condicdes moderadas séao
uma temperatura de 30°C a 80°C e um pH de 4,5 a 8,0 + 0,10;
derivatizacéo do polissacérido e/ou oligossacéarido
despolimerizado com uma molécula seleccionada entre o grupo
consistindo em uma amina e uma hidrazida, onde a
derivatizacdo é realizada na presenca de uma carbodi-imida; e
conjugacdo do referido polissacadrido e/ou oligossacéarido
despolimerizado derivatizado com grupos &acido carboxilico de
uma molécula de proteina.

Num segundo aspecto, o presente invento proporciona uma
construcdo preparada de acordo com o método do primeiro
aspecto.

Um terceiro aspecto do presente invento refere-se a uma
composicéo imunoldgica, imunogénica ou terapéutica
compreendendo a construcdo de acordo com o segundo aspecto,
onde a construcdo compreende uma porcdo seleccionada entre o
grupo consistindo em um epitopo de interesse, um modulador da
resposta bioldégica e um factor de crescimento, e um
transportador ou diluente farmaceuticamente aceitével, onde a
proteina da referida construcdo ¢é capaz de induzir uma
resposta imunitédria dependente de células T num hospedeiro

injectado com a referida proteina.

Num quarto aspecto, o presente invento proporciona uma
vacina compreendendo a composicdo imunoldégica do terceiro
aspecto.

Um guinto aspecto do presente invento refere-se a uma
construcdo de acordo com o segundo aspecto para inducdo de
uma resposta imunoldgica num vertebrado, onde a construcédo
compreende uma porcdo seleccionada entre o grupo consistindo
em um epitopo de interesse, um modulador da resposta
biolbégica e um factor de crescimento.

Num sexto aspecto, o presente invento proporciona uma
construcdo de acordo com o segundo aspecto para tratamento de
um vertebrado necessitado de tratamento, onde a construcédo
compreende uma porcdo seleccionada entre o grupo consistindo
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em um epitopo de interesse, um modulador da resposta
biolbégica e um factor de crescimento.

Concretizacdes preferidas dos aspectos do presente
invento sdo apresentadas nas reivindicagdes 2 a 12.

Assim, o método do presente invento proporciona um
processo pelo qual polissacaridos podem ser degradados ou
despolimerizados de modo controlavel sob condicdes
hidroliticas moderadas, i.e., utilizando baixas concentracdes
de perdéxido de hidrogénio a temperaturas ligeiramente
elevadas e em condicdes ligeiramente 4&cidas, Dbéasicas ou
neutras, i.e. temperaturas na gama de 30-80°C e valores de pH
na gama de 4,5-8,0 + 0,10.

Este processo foi surpreendentemente adaptado a partir
da degradacdo de moléculas de carboidrato por perdxido de
hidrogénio alcalino sob varias condicdes de reaccdo (Isbell,
H.S. et al., 1987). Este processo de despolimerizacdo parece
decorrer por um ataque aleatdrio a ligacdes glicosidicas pelo
perdxido de hidrogénio, produzindo por isso uma distribuicéo
de peso molecular uniforme de cadeias de <carboidrato
despolimerizadas.

Historicamente, 0s polissacéaridos tém sido
despolimerizados por uma variedade de abordagens que incluem
aquecimento sob condicdes 4dcidas, basicas ou neutras,
irradiacéo ultra-sénica, forca de atrito, clivagens
catalisadas por enzimas, mediadas por radicais, catalisadas
por ido metdlico e oxidacdo de periodato onde aplicéavel
(Yalpani, M., 1988). A capacidade de qualgquer um destes
métodos para despolimerizar uma cadeia polissacaridica
particular ¢é ditada pela constituicdo fisica da cadeia
polissacaridica. A previsio das melhores condicdes
hidroliticas &, por vezes, dificil mesmo quando se conhece a
estrutura da unidade de repeticdo de polissacéarido.

No entanto, em contraste inesperado com as abordagens
histdéricas a despolimerizacdo de polissacaridos, o método de
o0 presente invento foi aplicado a varios polissacaridos

estruturalmente dissimilares.
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A definicdo das condicdes para obter a distribuicdo de
peso molecular desejada é um processo relativamente simples,
porque o Unico parédmetro experimental muito influente no
processo do invento é a temperatura. Os outros pardmetros
experimentais que permitem ajustamentos finos da distribuicgéo
de peso molecular s&do a percentagem de perdéxido de hidrogénio
utilizada na mistura reaccional e o intervalo de tempo da

reaccdao.

Tém sido propostos varios mecanismos para a degradagéo
alcalina de carboidratos utilizando perdéxido de hidrogénio
(Isbell, H.S. et al., 1987). A clivagem das cadeias parece
ocorrer selectivamente na ligacdo glicosidica. O acucar
terminal redutor assim gerado, ou permanece no seu estado de
oxidacdo nativo (i.e. aldeido), ou pode sofrer oxidacdo para
o estado de oxidacdo mais elevado seguinte (i.e. &cido
carboxilico). A forma de aldeido é muito mais reactiva em
relacdo a hidrazidas do que o0s grupos acgucar terminais
redutores normais gerados por hidrélise é&cida ou béasica, o
gue sugere que o0 aclUcar terminal redutor pode existir numa

forma aberta e ndo como um hemiacetal.

De acordo com o mecanismo proposto por Isbell (1987), o
actcar terminal redutor pode sofrer degradacdo limitada
nestas reaccgdes para produzir uma unidade alditol mais
pequena, deixando por isso o acucar terminal redutor na forma
aberta. Os dados disponiveis suportam a afirmacdo de que as
cadeias geradas ©por despolimerizacdo ©por perdxido de
hidrogénio sdo muito mais reactivas em relacdo a hidrazidas
do que as cadeias que sdo despolimerizadas guer por acido
quer por base.

Existem também cadeias polissacaridicas despolimerizadas
que contém grupos que Sdo reactivos com carbodi-imidas
soltiveis em A&gua, gque permitem a derivatizacdo adicional com
compostos contendo quer amina quer hidrazida. Podem-se
derivatizar ambos o0s grupos polissacadrido na mesma reacgdo
adicionando o composto de carbodi-imida soltvel em &gua ao
meio reaccional.

A construcdo pode ser pode ser obtida a partir de um
polissacéarido capsular bacteriano despolimerizado
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derivatizado seleccionado entre o grupo consistindo em
Streptococcus pneumoniae serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 19F e 23F e Neisseria meningitidis grupos A, C, WI135
e Y.

O peso molecular médio do poli/oligossacarido
despolimerizado pode ser 10-30 000 daltons, e.qg., 10-
25 000 daltons.

O invento compreende adicionalmente a construcdo ou
composicdo compreendendo a construcdo para obtencdo de uma
resposta imunoldédgica ou imunitédria ou para tratamento ou
terapia, por exemplo por administracdo da construcdo ou
composicédo compreendendo a construcdo a um animal ou humano.

Estes e outros objectivos e concretizacdes sédo
divulgados ou sdo 6bvios a partir da, e sdo abrangidos pela,

descricdo detalhada seguinte.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1A mostra o perfil SEC S-2000 do polissacarido
Pn 19F despolimerizado;

A Figura 1B mostra o cromatograma SEC S5-200 para o
polissacédrido Pn 19F despolimerizado, onde o tracado superior
segue o indice de refraccdo do eluente da amostra e o tracado
inferior segue a absorvancia UV a 254 nm;

A Figura 1C mostra o) perfil cinético para a
despolimerizacéo de polissacéaridos por perdxido de
hidrogénio;

A Figura 2A mostra a reaccdo de dextrano despolimerizado
por perdéxido de hidrogénio com di-hidrazida adipica, com
seguimento por UV a 300 e 210 nm ao longo do tempo;

A Figura 2B mostra a reacgcdo de polissacéarido 19F
pneumocdcico despolimerizado por perdxido de hidrogénio com
di-hidrazida de &4cido adipico, com seguimento por UV de 310 a
210 nm ao longo do tempo;
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As Figuras 3A e 3B mostram a hidrazona formada a partir
da reaccdo de hidrazida de acido acético e glutaraldeido e de
hidrazida de &acido acético e gliceraldeido, respectivamente,
onde o varrimento UV & de 320 a 220 nm; e

As Figuras 4A-C mostram o perfil SEC S$S-200 de
polissacarido Pn6RB despolimerizado e derivatizado,
respectivamente.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

0 processo inventivo foi aplicado a varios
polissacéaridos capsulares bacterianos distintamente
diferentes, bem como a polissacdridos de dextrano disponiveis
comercialmente, ainda que ndo seja necessadrio que o pProcesso
esteja limitado apenas a estes polissacéaridos. Os
polissacéaridos capsulares bacterianos que foram
despolimerizados e derivatizados com compostos contendo
hidrazida por este processo incluem Streptococcus pneumoniae
serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, e
Neisseria meningitidis grupos A, C, W135 e Y.

De acordo com o método do ©presente invento, os
polissacéridos sdo primeiro dissolvidos em gqualgquer dos
tampdes Tris-HCI1, citrato, acetato ou fosfato (numa
concentracdo de tampdo 50-100 mM), as solucdes sdo agquecidas
a 30-80°C e o pH é ajustado numa gama entre 4,5-8,0 * 0,1. A
adicdo de perdéxido de hidrogénio é efectuada apds a solucgédo
ter atingido a temperatura desejada, e esta adicdo é
considerada como o tempo zero. Apds o tempo de aguecimento
desejado estar completo, o material despolimerizado é
arrefecido até a temperatura ambiente. Este passo serve para
parar a reaccdo hidrolitica. O perdéxido de hidrogénio néo
reagido pode ser neutralizado quer por adicdo de um agente de
reducdo, tal como bissulfito de sbédio, quer por meios de
remocdo fisicos, e.g., didlise ou ultrafiltracéo.

As determinacdes de peso molecular sédo efectuadas por
eluicdo através de uma coluna de exclusdo de tamanhos que é
calibrada utilizando padrdes de dextrano disponiveis
comercialmente. O numero de grupos terminais redutores pode
ser determinado utilizando o método de Park Johnson (Park,
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J.T. et al., 1949). A recuperacdo de polissacérido ¢&
determinada por ensaio de um ou mais dos aclUcares componentes

presentes na unidade de repeticdo de polissacarido.

A cinética da reaccdo de despolimerizacdo segue uma
relacdo linear representando graficamente o log do peso
molecular médio (MW) do polissacarido despolimerizado versus
o tempo que a amostra ¢é aquecida (tempo de reaccdo).
Utilizando uma série de colunas de exclusdo de tamanhos,
constatou-se que esta linearidade se estende na gama de MW de
10 000 a 500 000 daltons. Em geral, a temperatura da reaccédo
de despolimerizacdo e a quantidade de perdxido utilizada na
reaccgéao de despolimerizacéado servem como ajustamentos
grosseiros para a velocidade de despolimerizacédo, 1i.e.,
quanto mais elevada a temperatura, ou quanto mais elevada a
concentracdo de perdéxido, mais réapida a reaccéo.

O tempo de aquecimento, ou tempo de reacgdo, permite
ajustamentos finos para conseguir o peso molecular médio
desejado para o polissacéarido despolimerizado. A concentracdo
de polissacdrido na gama de 1 a 8 mg de polissacarido/ml de
volume reaccional ndo parece influenciar o resultado da
despolimerizacdo. O pH da despolimerizacdo foi feito variar
na gama entre 5 e 8. Sob certas condicgdes de reaccdo, onde
apenas se faz wvariar o pH da mistura, a extensdo da
despolimerizacdo a pH 7 ou 8 & essencialmente a mesma, porém,

a velocidade da reacgdo é mais lenta a pH abaixo de 7.

A citacdo "amina" como aqui utilizada refere-se a um
composto da férmula R'NR?R’, onde R' é Ci a Cu (e.g., Ci-Cia,
tal como C;-Cg) algquilo de cadeia linear ou ramificada,
alcenilo de cadeia linear ou ramificada, alcinilo,
cicloalquilo de cadeia linear ou ramificada e aromdtico né&o
substituido ou substituido (e.qg., fenilo, naftilo e
fenantrilo), R? e R7, independentemente um do outro, sé&o
hidrogénio, Ci; a Cyy (e.g., Ci1-Cip, tal como C;-Cg) alquilo de
cadeia linear ou ramificada, alcenilo de cadeia linear ou
ramificada, alcinilo de cadeia linear ou ramificada,
cicloalquilo de cadeia linear ou ramificada e aromatico né&o
substituido ou substituido (e.qg., fenilo, naftilo e
fenantrilo), onde o C; a Cyy (e.g., Ci1-Ciz, tal como C;-Cg)
alquilo de cadeia linear ou ramificada, alcenilo de cadeia
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linear ou ramificada, alcinilo de cadeia linear ou
ramificada, cicloalquilo de cadeia linear ou ramificada e
aromatico ndo substituido ou substituido (e.g., fenilo,
naftilo e fenantrilo) pode estar substituidos com NR’R®, onde
R’ e R’ sdo como definidos acima.

Além disso, a citacdo do termo "hidrazida" refere-se a
um  composto da férmula  NH,NR'R?, onde R! e R
independentemente um do outro, sdo hidrogénio, C: a Cy (e.g.,
C1-Ci2, tal como C1-Cg) alquilo de cadeia linear ou
ramificada, alcenilo de cadeia linear ou ramificada, alcinilo
de cadeia linear ou ramificada, cicloalgquilo de cadeia linear
ou ramificada, aromédtico ndo substituido ou substituido
(e.g., fenilo, naftilo e fenantrilo) e carbonilo, onde o C; a
Cop (e.g., C1-Cip, tal como C;-Cg) algquilo de cadeia linear ou
ramificada, alcenilo de cadeia linear ou ramificada, alcinilo
de cadeia linear ou ramificada, cicloalgquilo de cadeia linear
ou ramificada e aromdtico ndo substituido ou substituido
(e.g., fenilo, naftilo e fenantrilo) podem estar substituidos
com NR'R°NH,, onde R' e R? sdo como definidos acima. Numa
concretizacdo preferida, a hidrazida é NH,NR'C (0) R%C (0) NR°NH,,
e R, R? e R’ sdo como definidos acima.

A reaccdo de despolimerizacdo produz uma distribuicédo
média simétrica de cadeias de peso molecular, como sSe mostra
na Figura 1. Todas as cadeias na reaccdo de despolimerizacéo
sofrem hidrélise, como determinado por ensaio gquanto a
presenca de carboidrato no eluido da coluna de exclusédo de
tamanhos, e a extensdo da despolimerizacdo é governada pelas
varidveis experimentais aqui descritas. As recuperacdes de
polissacdrido a partir da reaccdo de despolimerizacdo sé&o
quase gquantitativas, O que sugere que a reacgdo prossegue por
uma clivagem aleatdria de ligacdes glicosidicas em vez de ser
um processo de degradacdo de grupos terminais.

As cadeias polissacaridicas hidrolisadas sé&do bastante
reactivas em relacdo a aminas e hidrazidas. Isto parece ser
uma propriedade Unica do processo do invento, porgque quando o
mesmo polissacdrido é despolimerizado por &cido ou base, o
polissacérido despolimerizado resultante ou é nédo reactivo ou
reage de modo relativamente lento com aminas e hidrazidas.
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A base de Schiff que se forma a partir da reaccédo das
aminas com o8 ©polissacdridos despolimerizados pode ser
estabilizada por reducdo wutilizando cianoboro-hidreto de
sédio. As hidrazonas formadas a partir da reaccdo dos
polissacaridos despolimerizados com hidrazidas sédo
inerentemente muito mais estédveis do que as bases de Schiff
geradas por amina formadas por reaccdo dos polissacaridos
despolimerizados com uma amina. As hidrazonas formadas a
partir dos polissacéridos despolimerizados com hidrazida
podem também ser adicionalmente estabilizadas por reducgédo
utilizando quaisquer condicdes de reducdo apropriadas, e.g.,
cianoboro-hidreto de sédio. As reacgdes quer com aminas gquer
com hidrazidas sdo relativamente rapidas sob as condicdes
apropriadas. A derivatizacdo das cadeias despolimerizadas
pode ser conseguida dentro de um intervalo de tempo de varios
minutos a 1 a 2 horas, por agitacdo da mistura reaccional a
temperatura ambiente entre pH 5 e 8, num meio aquoso. Estas
reaccdes podem ser visualizadas por seguimento do aumento em
absorvédncia a 237 nm, como se mostra na Figura 2. Esta
absorvéncia parece ser devida a formacdo de hidrazona, porqgque
0 seu Aux € aproximadamente o mesmo que O Ayx Observado para
a hidrazona formada a partir da reaccdo de di-hidrazida
adipica com glutaraldeido e gliceraldeido, como se mostra nas
Figuras 3A e 3B.

Adicionalmente, parecem existir dois grupos reactivos
diferentes que sdo produzidos como resultado da reaccdo de
despolimerizacdo. Como aqui referido, um grupo parece ser um
aldeido reactivo, com base nas observacdes seguintes: as
cadeias polissacaridicas despolimerizadas possuem actividade
redutora quando ensaiadas pelo método de Park Johnson (Park,
J.T., et al., 1949). A actividade redutora pode ser eliminada
quando as cadeias ©polissacaridicas despolimerizadas sé&o
tratadas com boro-hidreto de soédio, e as cadeias
polissacaridicas despolimerizadas mostram reactividade com
reagentes conhecidos por reagirem com aldeidos, tais como
hidrazidas.

O segundo grupo que é gerado a partir destas reaccdes de
despolimerizacdo parece ser um grupo A&acido carboxilico. Os
grupos acido carboxilico parecem resultar da oxidacdo dos
grupos aldeido terminais durante o curso da reaccdo de
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despolimerizacdo, o que estd de acordo com o0s mecanismos de
reaccdo que tém sido propostos (aqui descritos).

A existéncia do grupo &cido carboxilico foi demonstrada
como se segue: quando o polissacarido despolimerizado, tal
como dextrano T-2000 ou polissacérido capsular de
Streptococcus pneumoniae tipo 14, que sdo ambos neutros, e
nenhum dos quais contém um grupo acido carboxilico nativo, é
primeiro reduzido com boro-hidreto de sédio, na extensdo em
que toda a actividade redutora associada com o polissacéarido
¢ eliminada, entdo este polissacadrido reduzido deixa de ser
reactivo em relacdo a hidrazidas gquando se misturam os dois
sob condig¢des que normalmente conduzem a reaccdo; no entanto,
quando se inclui 1l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodi-imida
(EDAC) na mesma mistura reaccional, a hidrazida é incorporada
nas cadeias polissacaridicas despolimerizadas reduzidas.
Cadeias polissacaridicas despolimerizadas nédo reduzidas, gue
sdo misturadas com compostos de hidrazida tais como di-
hidrazida adipica ou 1, 6-diamino-hexano, conduziréao a
reaccdo, pelo que as hidrazidas produzem ligacdes hidrazona
estdveis aos polissacdridos despolimerizados, e as aminas
reagem para formar ligacdes de base de Schiff instédveis aos
polissacadridos despolimerizados. Tanto as bases de Schiff
como as hidrazonas podem ser estabilizadas por reducgédo
utilizando gquaisquer condic¢cdes de reducdo apropriadas, e.g.
cianoboro-hidreto de sdédio. Quando se inclui EDAC nesta
ultima reaccdo, o nivel de hidrazida que ¢é incorporado nas
cadeias polissacaridicas é maior do que gquando a reaccdo é
realizada sem EDAC.

Esta série de resultados sugere que, durante o curso da
despolimerizacdo, as cadeias sdo primeiro clivadas de um modo
aleatdério na ligacdo glicosidica o que produz um residuo
acucar terminal redutor. O aclcar terminal redutor ou contém
um grupo aldeido, ou em alguns casos este grupo aldeido sofre
oxidacdo adicional num grupo &cido carboxilico. O nivel de
derivatizacéao é consistente com cada cadeia ficar
derivatizada com uma hidrazida reactiva ou com uma amina
reactiva, dependendo do co-reagente utilizado. O nivel
tedérico de incorporacdo de hidrazida ou amina pode ser
determinado a partir do peso molecular do polissacarido
despolimerizado tomando o reciproco do peso molecular médio,
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e.g. se o peso molecular médio de um dado polissacéarido

despolimerizado é 10 000, entdo o nivel méaximo tedrico de
derivatizacéo cada

100 nmol,

para miligrama de polissacarido ¢é

assumindo um local reactivo por cadeia.
lista de varios

com Os

A Tabela 1
polissacéaridos

proporciona uma

despolimerizados, em conjunto seus

pesos moleculares médios, o nivel tedrico de derivatizacédo

com hidrazida, e o nivel observado de derivatizacé&o.

Adicionalmente, a Figura 4A & um cromatograma de filtracdo em

gel de um polissacdrido despolimerizado. A Figura 4B é um

segundo cromatograma de filtracéo em gel do mesmo

polissacarido apds derivatizacdo com di-hidrazida adipica.

Como se mostra na Figura 3B, a distribuicdo de hidrazida

sobrepde-se com a distribuicdo de pesos moleculares para o
polissacédrido. Para além disso, existe uma relacdo linear no
que se refere ao nivel de derivatizacdo com o peso molecular
como seria de

do polissacérido, como se mostra na Figura 4C,

esperar com um uUnico local de derivatizacdo por cadeia em

oposicdo a um local de derivatizacdo aleatdrio.

Tabela 1. Sumédrio do nivel de derivatizacdo com hidrazida
para polissacéridos despolimerizados por perdxido de
hidrogénio.

Tipo de | Lote de MW por nmol de AH MW por grupo Razdo
Ps Ps SEC por mg final MW sec
MW e.qg.
Pn3 D01305 19 000 82 12 200 1,56
Pn4 D01306 17 000 109 9 200 1,85
Pno6B D01300 17 400 103 9 700 1,79
Pnov D01304 17 000 90 11 100 1,53
Pnl4 D01302 17 900 64 15 600 1,15
PnlgC D01038 18 000 82 12 200 1,48
Pnl9F D01299 15 900 90 11 100 1,43
Pn23F D01310 13 900 125 8 000 1,74
MenA D01270 19 300 97 10 300 1,87
MenC D01741 19 100 55 18 200 1,05
Como aqui afirmado, 0 processo do invento para

derivatizacdo utiliza uma molécula pequena, e.g. di-hidrazida
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adipica ou 1, 6-diamino-hexano, que é ligada covalentemente ao
polissacdrido despolimerizado por perdéxido de hidrogénio.
Estas moléculas pequenas sdo ligadas ao ©polissacarido
despolimerizado por uma de duas ligacdes ou elementos de
ligacdo distintos. No caso de di-hidrazida adipica, pensa-se
que a ligacdo que liga a molécula pequena ao polissacéarido
despolimerizado é um elemento de ligacdo de hidrazida, gue
resulta da reducdo por cianoboro-hidreto de sédio do elemento
de ligacdo hidrazona inicial, e um elemento de ligacdo de
hidrazida de &4cido, que resulta da reaccdo da di-hidrazida
adipica gque reage com o &cido carboxilico putativo activado
por EDAC. No caso de 1,6-diamino-hexano, pensa-se dque a
ligacdo é um elemento de ligacdo amina, que resulta da
reducdo por cianoboro-hidreto de sdédio da base de Schiff, e
um elemento de ligacdo amida, que resulta da reaccédo de 1,6-
diamino-hexano com o &cido carboxilico putativo activado por
EDAC. Estes polissacaridos derivatizados sdo capazes de
reagirem prontamente de um modo selectivo com grupos &acido
carboxilico activados, tais como &cido carboxilico activado
com carbodi-imida, e ésteres de N-hidroxissuccinimida de

dcidos carboxilicos.

Dependendo de como se deseja desenhar o conjugado alvo,
possuindo um Unico local reactivo selectivo, i.e. um local de
derivatizacdo com uma amina ou hidrazida no polissacéarido,
sdo possiveis varias opcgdes. Pode-se ligar selectivamente o
polissacarido despolimerizado derivatizado com hidrazida ou
amina directamente aos grupos &acido carboxilico de proteina,
utilizando quer EDAC quer  EDAC na presenca de N-
hidroxissuccinimida. Alternativamente, o) polissacéarido
despolimerizado derivatizado pode ser adicionalmente
derivatizado com hidrazida ou amina com outras moléculas
pequenas activadas, tais como ligantes bifuncionais
disponiveis comercialmente (i.e., gqualquer molécula quimica
possuindo duas porcdes reactivas distintas cada uma capaz de
formar uma ligacdo com uma proteina e/ou um aminoacido), e
isto permitird a reaccdo com outros grupos na proteina tais
como grupos amino e/ou tiol.

Adicionalmente, estd bem dentro do entendimento do
técnico competente escolher as condicdes de reaccao
apropriadas para praticar o presente invento, dadas as linhas
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de orientacéo gerais aqui proporcionadas, i.e.,
especificamente no que se refere a escolha do polissacéarido e
proteina de interesse, agentes de reducdo, condicdes tampdo e
porcdes de ligacdo apropriadas, sem sair do espirito do
dmbito do invento.

O polissacédrido e/ou a proteina a qual se pretende que
este seja ligado contém preferivelmente um ou mais dos
seguintes: um epitopo de interesse, um modulador da resposta
bioldégica ou um factor de crescimento. No que se refere a
estes termos, ¢é feita referéncia a discussdo seguinte, e
geralmente a Kendrew, THE ENCYCLOPEDIA OF MOLECULAR BIOLOGY
(Blackwell Science Ltd., 1995) e Sambrook, Fritsch e
Maniatis, Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2.2 Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1982.

Um epitopo de interesse é uma regido imunologicamente
relevante de um antigénio ou imunogénio ou seu fragmento
imunologicamente activo, e.g., a partir de um patogénio ou
toxina de interesse humano ou veterindrio. Um epitopo de
interesse pode ser preparado a partir de um antigénio de um
patogénio ou toxina, e.g., um antigénio de um patogénio ou
toxina de humano, ou a partir de outro antigénio ou toxina
que induz uma resposta em relacdo ao patogénio, tal como, por
exemplo: um antigénio de morbilivirus, e.g., um antigénio de
virus da cinomose canina ou de sarampo ou de peste bovina tal
como HA ou F; uma glicoproteina da raiva, e.g., glicoproteina
G da raiva; antigénio de influenza, e.g., antigénio de virus
influenza HA ou N ou de influenza aviadria, e.g., influenza HA
de peru, antigénio de influenza Chicken/Pennsylvania/1/83 tal
como uma nucleoproteina (NP); um antigénio de virus de
leucemia de bovino, e.g., gpb5l,30 de envelope; um antigénio
do Virus da Doenca de Newcastle (NDV), e.g., HN ou F; um
antigénio de virus de leucemia de felino (FelV), e.g.,
proteina de envelope de FelLV; RAV-1 env; matriz e/ou
pepldédmero de virus de bronquite infecciosa; uma glicoproteina
de virus herpes, e.g., uma glicoproteina de virus herpes de
felino, virus herpes de equino, virus herpes de bovino, virus
da pseudo-raiva, virus herpes canino, HSV, virus da Doenca de
Marek, Epstein-Barr ou citomegalovirus; um antigénio de
flavivirus, e.g., um antigénio de virus de encefalite
japonesa (JEV), um antigénio de Febre-amarela, ou um
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antigénio do virus Dengue; um antigénio de malaria
(Plasmodium), um antigénio de virus de imunodeficiéncia,
e.g., um antigénio de virus de imunodeficiéncia de felino
(FIV) ou um antigénio de virus de imunodeficiéncia de simio
(SIV) ou um antigénio de virus de imunodeficiéncia de humano

(HIV); um antigénio de parvovirus, e.g., parvovirus canino;
um antigénio de influenza de equino; um antigénio de
poxvirus, e.g., um antigénio de ectromelia, um antigénioc de

poxvirus de candrio ou antigénio de poxvirus de frango; um
antigénio de virus de doenca bursal infecciosa, e.g., VP2,
VP3, VP4; um antigénio de wvirus de hepatite, e.g., HBsAg; um
antigénio de virus Hantaan; um antigénio de C. tetani; um
antigénio de papeira; um antigénio pneumocdcico, e.g., PspA;
um antigénio de Borrelia, e.g., OspA, 0spB, OspC de Borrelia
associada a doenca de Lyme tal como Borrelia burgdorferi,
Borrelia afzelii e Borrelia garinii; ou um antigénio de pox
de galinha (varicela zb6ster). Assim, a proteina e/ou
polissacdrido podem ser um antigénio ou imunogénio, ou uma
sua porcdo contendo um epitopo. E actualmente preferido
utilizar um epitopo de interesse a partir de Haemophilus
influenzae tipo b, Neisseria meningitidis e Streptococcus

pneumoniae.

Tal como para epitopos de interesse, um perito na
especialidade pode determinar um epitopo ou regido
imunodominante de um péptido ou polipéptido a partir do
conhecimento na especialidade, sem experimentacdo indevida.

Por exemplo, um epitopo de interesse pode ser gerado a
partir do conhecimento dos aminodcidos e das sequéncias de
ADN correspondentes do péptido ou polipéptido, bem como a
partir da natureza de aminoadcidos particulares (e.qg.,
tamanho, carga, etc.) e do dicionédrio de coddes, sem
experimentacdo indevida. Ver, e.g., Ivan Roitt, Essential
Immunology, 1988; Kendrew, supra; Janis Kuby, Immunology,
1992 e.g., pags. 79-81. Algumas linhas de orientacdo, para
determinar se uma proteina é um epitopo de interesse que
estimulard uma resposta, incluem: comprimento do péptido - o
péptido deverd ter pelo menos 8 ou 9 aminoacidos de
comprimento para caber no complexo MHC de classe I e pelo
menos 13-25 aminocédcidos de comprimento para caber num
complexo MHC de classe II. Este comprimento é¢ um minimo para
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o péptido se 1ligar ao complexo MHC. Prefere-se que o0s
péptidos sejam mais longos do que estes comprimentos porque
as células podem cortar os péptidos. O péptido devera conter
um motivo &ncora apropriado que lhe permitird ligar-se as
varias moléculas de classe I ou classe II com especificidade
elevada o suficiente para gerar resposta imunitdria (ver
Bocchia, M. et al., "Specific Binding of Leukemia Oncogene
Fusion Protein Peptides to HLA Class I Molecules", Blood
85:2680-2684; Engelhard V.H., "Structure of peptides
associated with class I and class II MHC molecules" Ann. Rev.
Immunol. 12:181 (1994)). 1Isto poderd ser efectuado, sem
experimentacdo indevida, comparando a sequéncia da proteina
de interesse com estruturas publicadas de péptidos associados
as moléculas de MHC. Assim, o técnico competente pode
determinar um epitopo de interesse ©por <comparacdo da
sequéncia de proteina com sequéncias listadas na base de
dados de proteinas.

Ainda adicionalmente, outro método é simplesmente gerar
porcdes de uma proteina de interesse, gerar anticorpos
monoclonais para essas porcgdes da proteina de interesse, e
depois determinar se esses anticorpos inibem o crescimento in
vitro do patogénio a partir do qual a proteina foi derivada.

Por conseguinte, o técnico competente pode utilizar as
linhas de orientacdo nesta divulgacdo e na especialidade para
gerar porc¢des de uma proteina de interesse para analisar se
anticorpos em relacdo a esta inibem ou ndo o crescimento in
vitro. Por exemplo, o técnico competente pode gerar porcdes
de uma proteina de interesse por seleccdo de porcgdes da
proteina de 8 a 9 ou 13 a 25 aminoacidos de comprimento,
seleccdo de regides hidréfilas, seleccdo de porgdes que
mostraram ligar-se a partir de dados de raios X do complexo
de antigénio (a todo o comprimento) - anticorpo, seleccdo de
regides que diferem em sequéncia de outras proteinas,
seleccdo de motivos de ligacéo de ancoragem de HLA
potenciais, ou qualquer combinacdo destes métodos ou outros
métodos conhecidos na especialidade.

Epitopos reconhecidos por anticorpos sédo expressos sobre
a superficie de uma proteina. Para determinar as regides de

uma proteina que muito provavelmente estimulam uma resposta
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de anticorpo, um perito na especialidade pode preferivelmente
realizar um mapa de epitopos, utilizando os métodos gerais
acima descritos, ou outros métodos de mapeamento conhecidos
na especialidade.

Como se pode observar a partir do anterior, sem
experimentacdo indevida, a partir desta divulgacdo e do
conhecimento da especialidade, o técnico competente pode
determinar a sequéncia de aminodcidos de um epitopo de
interesse para obter uma resposta de célula T, célula B e/ou
anticorpo para utilizacéo na pratica do invento.
Adicionalmente, ¢ feita referéncia a Gefter et al., Patente
dos E.U.A. N.° 5019384, concedida em 28 de Maio de 1991, e
aos documentos ai citados (note-se especialmente a seccédo
"Literatura Relevante" desta patente, e a coluna 13 desta
patente que divulga que: "Foi definido um grande nUmero de
epitopos para uma ampla variedade de organismos de interesse.
Sdo de interesse particular aqueles epitopos aos gquais sé&o
dirigidos anticorpos de neutralizacdo. Divulgacdes destes
epitopos estdo em muitas das referéncias citadas na secgéo
Literatura Relevante.")

No que se refere a um modulador da resposta bioldbgica, é
feita referéncia a Wohlstadter, "Selection Methods”
WO 93/19170, publicada em 30 de Setembro de 1993, e aos
documentos ai citados. O técnico competente pode obter um
modulador da resposta bioldgica para utilizacdo no invento,
sem qualquer experimentacdo indevida.

Um factor de crescimento pode ser definido como péptidos
de sinalizacéo intercelulares, actuando localmente,
multifuncionais, que controlam tanto a ontogenia como a
manutencdo de tecidos e funcao (ver Kendrew, supra,
especialmente na pagina 455 et seqg.). O técnico competente
pode obter um factor de <crescimento para utilizacdo no

invento, sem qualquer experimentacdo indevida.

Em relacdo as construcdes do invento, deverd ser
entendido gque, na préadtica do invento, se podem utilizar
técnicas para purificacdo de proteinas, e estas técnicas, em
geral, incluem técnicas padrdo de purificacdo de proteinas
para purificacdo adicional da proteina de interesse,
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incluindo: precipitacdo tirando vantagem da solubilidade da
proteina de interesse para concentracdes de sal variaveis,
precipitacdo com solventes organicos, polimeros e outros
materiais, precipitacéo por afinidade e desnaturacéo
selectiva; cromatografia de coluna, incluindo cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia de permuta
iénica, afinidade, imunoafinidade ou pigmento-ligando;
imunoprecipitacdo e a utilizacdo de filtracdo em gel, métodos
electroforéticos, ultrafiltracdo e focagem isoeléctrica. Cada
um dos métodos acima identificados estd bem dentro do
conhecimento do técnico competente, e ndo ¢é requerida
qualgquer experimentacédo indevida para purificar as
construgcdes do invento, utilizando as metodologias padréo
aqui definidas, e na literatura, bem como 0s ensinamentos nos
Exemplos abaixo.

O invento refere-se ainda a uma composicdo imunogénica,
imunoldégica ou de wvacina contendo a construcdo do invento e
opcionalmente um transportador ou diluente aceitavel (e.g.,
veterinariamente aceitdvel ou farmaceuticamente aceitével).
Uma composicdo imunoldgica contendo a construcdo induz uma
resposta imunoldgica - local ou sistémica. A resposta pode
ser mas ndo é necessario que seja protectora. Do mesmo modo,
uma composicdo imunogénica induz uma resposta imunoldgica
local ou sistémica que pode ser mas ndo & necessario que seja
protectora. Uma composicdo de vacina induz uma resposta
protectora local ou sistémica. Por conseguinte, o0s termos
"composicdo imunoldbgica"™ e "composicdo imunogénica" incluem
uma "composicdo de wvacina" (visto que os dois primeiros
termos podem ser composicdes protectoras).

Deste modo, o invento proporciona também uma construcdo
do invento ou uma composicdo imunogénica, imunoldgica ou de
vacina compreendendo a construcéo do invento e um
transportador ou diluente aceitdvel para utilizacdo num
método de inducdo de uma resposta imunoldgica num vertebrado
compreendendo administrar ao vertebrado uma construcdo do
invento ou uma composicdo imunogénica, imunoldgica ou de
vacina compreendendo a construcéo do invento e um
transportador ou diluente aceitédvel. Para efeitos deste
fasciculo, "animal" inclui todas as espécies vertebradas,
excepto humanos; e "vertebrado™ inclui todos os vertebrados,
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incluindo animais (tal como "animal" ¢ aqui utilizado) e
humanos. E, obviamente, um subconjunto de "animal”™ ¢é&é o
"mamifero" que, para efeitos deste fasciculo, inclui todos os
mamiferos, excepto humanos.

No que se refere a antigénios para utilizacdo em
composicdes imunoldgicas ou de vacina, é feita referéncia aos
documentos aqui citados, as discussdes apresentadas nos
documentos aqui citados e ao conhecimento na especialidade,
e.g., Stedman's Medical Dictionary (24.°% edicédo, 1982, e.g.,
definicdo de vacina; para uma lista de antigénios utilizados
em formulacdes de vacina; estes antigénios ou epitopos de
interesse a partir desses antigénios podem ser utilizados no
invento, quer como uma construcdo sozinha, quer numa
composicdo multivalente contendo pelo menos uma construcdo do

invento) .

Quando a construcdo compreende um factor de crescimento
e/ou modulador da resposta bioldégica, o invento proporciona
também uma composicdo terapéutica contendo a construcdo do
invento e opcionalmente um transportador ou diluente
aceitavel (e.g., veterinariamente aceitavel ou
farmaceuticamente aceitével), e.g. para utilizacdo num método
para tratamento de um vertebrado, animal ou humano
necessitado de tratamento compreendendo administrar a
construcdo ou composicdo compreendendo a construcdo ao
vertebrado, animal ou humano. Adicionalmente, uma vez que
composicdes imunoldgicas, antigénicas, imunogénicas ou de
vacina estdo agora a ser utilizadas em terapias, o invento
compreende uma composicdo terapéutica contendo a construcéo
do invento compreendendo um  epitopo de interesse e
opcionalmente um transportador ou diluente aceitéavel (e.g.,
veterinariamente aceitdvel ou farmaceuticamente aceitével),
e.g. para utilizacdo num método para tratamento de um
vertebrado, animal ou humano necessitado de tratamento
compreendendo administrar a construcédo ou composicéado

compreendendo a construcdo ao vertebrado, animal ou humano.

O procedimento de administracdo para as construcdes do
invento, composicdes do invento tais como composicdes
imunoldgicas, antigénicas ou de vacina ou composicdes
terapéuticas pode ser uma via parentérica (intradérmica,
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intramuscular ou subcuténea) . Uma tal administracédo
possibilita uma resposta imunitéaria sistémica. A
administracdo pode ser através de uma via mucosa, e.g., oral,
nasal, genital, etc. Uma tal administracdo possibilita uma
resposta imunitéria local.

Mais geralmente, as composicdes antigénicas,
imunoldégicas ou de vacina ou composicdes terapéuticas do
invento podem ser preparadas de acordo com técnicas padréo
bem conhecidas dos peritos nas especialidades farmacéuticas,
médicas ou veterinéarias. Estas composicdes podem  ser
administradas em dosagens e por técnicas bem conhecidas dos
peritos nas especialidades médicas ou veterindrias tendo em
consideracdo factores tais como a raca ou espécie, idade,
sexo, peso, genética e condicdo do paciente particular, e a
via de administracdo. As composicdes podem ser administradas
sozinhas, ou podem ser co-administradas ou administradas
sequencialmente com outras composig¢gdes do invento ou com
outras composicdes imunoldgicas, antigénicas ou de vacina ou
composicdes terapéuticas. Estas outras composicdes sé&o
administradas tendo em consideracdo os factores anteriormente

mencionados.

Exemplos de composicdes do invento incluem preparacdes
liquidas para administracdo a orificios (e.g., oral, nasal,
anal, genital, e.g., vaginal, etc.) tais como suspensdes,
xaropes ou elixires; e preparacdes para administracéo
parentérica, subcutéanea, intradérmica, intramuscular ou
intravenosa (e.qg., administracdo injectével) tais como
suspensdes ou emulsdes estéreis. Nestas composicdes a
construcdo pode estar em mistura com um transportador,
diluente ou excipiente adequado tal como é&agua estéril,
solucdo salina fisioldbgica, glucose ou outros.

As composicdes antigénicas, imunoldgicas ou de vacina
podem conter tipicamente um adjuvante e uma quantidade da
construcdo para induzir a resposta desejada. Em aplicacdes
humanas, o altmen (fosfato de aluminio ou hidrdéxido de
aluminio) é um adjuvante tipico. A saponina e seu componente
purificado Quil A, adjuvante completo de Freund e outros
adjuvantes sdo utilizados em investigacdo e aplicacdes
veterinarias. Podem  também ser utilizadas preparacdes
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definidas quimicamente tais como dipéptido de muramilo,
lipido A monofosforilo, conjugados de fosfolipido tais como
os descritos por Goodman-Snitkoff et al. J. Immunol. 147:410-
415 (1991), encapsulacédo da proteina dentro de um
proteolipossoma como descrito por Miller et al., J. Exp. Med.
176:1739-1744 (1992) e encapsulacdo da proteina em vesiculas
de 1lipido tais como vesiculas de 1lipido Novasome  (Micro
Vescular Systems, Inc., Nashua, NH).

A composicdo pode ser embalada numa forma de dosagem
individual para imunizacdo ou tratamento por administracéo
parentérica (e.g., intramuscular, intradérmica ou subcuténea)
ou administracdo a orificios, e.g., administracdo perlingual
(e.g., oral), intragéstrica, mucosa incluindo intra-oral,
intra-anal, intravaginal, e outras. E outra vez, a dosagem
eficaz e a via de administracdo sdo determinadas pela
natureza da composicdo, pela natureza da construcdo e por
factores conhecidos, tais como a linhagem ou espécie ou raca,
idade, sexo, peso, genética, condicdo e natureza do
vertebrado ou animal ou humano, bem como a LDsg e outros
procedimentos de rastreio gque sdo conhecidos e ndo requerem
experimentacdo indevida. As dosagens de construcdo podem
variar desde algumas até algumas centenas de microgramas,
e.g., 5 a 500 png.

Transportadores ou diluentes adequados podem ser agua ou
uma solucdo salina tamponada, com ou sSem um conservante. A
construcdo pode estar 1liofilizada ©para ressuspensdo no
momento de administracdo ou pode estar em solucdo. O
transportador pode também ser um sistema polimérico de
libertacédo retardada. Ver, e.g., Kreuter, J., "Microcapsules
and Nanoparticles in Medicine and Pharmacology", M. Donbrow
(Ed) . CRC Press, péags. 125-148. A microencapsulacdo tem sido
aplicada a injeccdo de féarmacos microencapsulados para
proporcionar uma libertacdo controlada. Exemplos de polimeros
Uteis para microencapsulacdo sdo policarbonatos, poliésteres,
poliuretanos, poliortoésteres e poliamidas, particularmente
aqueles que s&o biodegradéveis.

Um transportador para libertacdo controlada pode também
ser poli (D,L-1lactido-co-glicélido) (PLGA) . Ver, e.qg.,
Eldridge, J.H., et al. "Current Topics in Microbiology and
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Immunology", 1989, 146:59-66. 0 aprisionamento em
microesferas de PLGA de 1 a 10 micron de didmetro pode ter um
efeito adjuvante quando administradas oralmente. O processo
de microencapsulacdo em PLGA utiliza uma separacdo de fase de
uma emulsdo de Aagua-em-6leo. O composto de interesse &
preparado como uma solucdo aquosa € o PLGA é dissolvido em
solventes orgédnicos adequados tais como diclorometano e
acetato de etilo. Estas duas solucgdes 1imisciveis sdo co-
emulsionadas por agitacdo a alta velocidade. Adiciona-se
depois um ndo solvente ©para o polimero, causando a
precipitacdo do polimero a volta das goticulas oleosas para
formar microcédpsulas embrionarias. As microcapsulas séo
recolhidas e estabilizadas com um de vVvarios agentes
(poli(4lcool vinilico) (PVA), gelatina, alginatos,
polivinilpirrolidona (PVP), metilcelulose) e remove-se 0O
solvente quer por secagem in vacuo quer por extraccdo por

solventes.

Assim, estdo previstas composicdes sdlidas, incluindo
sélido contendo liquido, ligquidas e em gel (incluindo "gel
caps") .

Adicionalmente, as construcdes do invento podem ser
utilizadas em qualquer regime de imunizac¢do ou administracdo
desejado; e.g., como parte de vacinacdes periddicas tais como
vacinacdes anuais tal como nas especialidades veterinédrias ou
como vacinacdes periddicas como na especialidade de medicina
humana, ou como num regime de provocacdo inicial-reforco,
onde uma construcdo ou composicdo do invento compreendendo
uma construcédo é administrada quer antes quer apds
administracdo do mesmo epitopo de interesse ou de um epitopo
de interesse diferente ou de uma construcdo compreendendo
este mesmo epitopo de interesse ou um epitopo de interesse
diferente.

Adicionalmente, as construcdes do invento podem ser
utilizadas para estimular uma resposta em células in vitro ou
ex vivo para reperfusdo subsequente num paciente. Se o
paciente é seronegativo, a reperfusdo é para estimular uma
resposta imunitéaria, e.g., uma resposta imunoldgica ou

antigénica tal como imunizacdo activa. Num individuo
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seropositivo, a reperfusdo ¢ para estimular ou reforcar o

sistema imunitdrio contra um patogénio.

Uma melhor compreensdo do presente invento e das suas
muitas vantagens seréd proporcionada a partir dos Exemplos néo
limitantes seguintes, fornecidos a titulo de ilustracéo.

EXEMPLOS

Exemplo 1 - Despolimerizagcdo de conjugado de polissacarido de

Streptococcus pneumoniae serotipo 19F

Os materiais utilizados no processo de despolimerizacédo
incluem polissacéarido capsular serotipo 19F,
tris(hidroximetil)aminometano 50 mM  preparado em Agua
destilada estéril, perdxido de hidrogénio a 30%, é&cido
cloridrico 0,1 N estéril, hidrdéxido de sdédio 0,1 N estéril e
solucdo salina fisioldbgica estéril (0,85%).

Carregou-se um Wheaton Celstir™ de um litro com 580 ml
de tampdo tris 50 mM, pH 8,0. Aqueceu-se o tampdo a 80°C +
0,5°C wutilizando wum banho de 4&gua com recirculacdo a
temperatura constante. Quando o tampdo atingiu 80°C,
adicionaram-se ao tampdo aquecido 1500 mg de polissacéarido
capsular de Streptococcus pneumoniae serotipo 19F. Apds todo
o polissacadrido se ter dissolvido (tipicamente em 15-
30 minutos), ajustou-se o pH a 8,0 * 0,1. A esta solucédo
adicionaram-se 20 ml de perdxido de hidrogénio a 30% para dar
uma concentracdo final de 1%, e agitou-se a mistura
resultante a 80°C durante 30 minutos. Apbdés 30 minutos,
arrefeceu-se rapidamente a mistura até a temperatura
ambiente, e ajustou-se o pH a 6,0 * 0,5 utilizando HC1 0,1 N.
0 polissacarido despolimerizado foi purificado por
ultrafiltracdo utilizando uma unidade de filtracdo de fluxo
tangencial Filtron minisette equipada, na unidade do canal de
filtracdo, com wuma cassete de poliétersulfona modificada
Omega, com um limite de exclusdo de peso molecular (MWCO) de
1000. Utilizaram-se seis volumes de solucdo salina a 0,85%
para remover as espécies de peso molecular baixo. A solucgédo
de polissacédrido despolimerizado foi concentrada utilizando
uma unidade de filtracdo de fluxo tangencial Filtron mini-
ultrasette equipada, na unidade do canal de filtracdo, com
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uma cassete de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO
de 3000.

O peso molecular do polissacéidrido despolimerizado foi
determinado por passagem através de uma coluna Sephacryl S-
200 que foi previamente calibrada utilizando padrdes de peso
molecular de dextrano. A quantidade de polissacéarido
recuperado é determinada por ensaio de ramnose (metilpentose)
utilizando o método de Dische, Z. & Shettles, L.B. (1948)
Journal of Biological Chemistry 175, pags. 595-603. O teor em
fésforo € determinado pelo método de Bartlett, G.R.J. (1959)
Journal of Biological Chemistry, 234, 466. A actividade
redutora ¢é determinada pelo método de Park, J.T. & Johnson,
M.J. (1949) Journal of BRiological Chemistry 181, péags. 149-
151.

Neste estado o) polissacarido é adequado para
derivatizacdo com uma amina ou hidrazida.

O processo do invento é também utilizado para
polissacédrido capsular serotipos 9V e 14 derivados de
Streptococcus pneumoniae € Ppara O grupo A derivado de
Neisseria meningitidis. A quantidade recuperada de
polissacadrido 9V e 14 derivatizado ¢ determinada por ensaio
de galactose utilizando o método de orcinol/&cido sulfurico
de Weiner, H.E. & Moshin, J.R. (1952) American Review of
Tuberculosis 68, pag. 594. A quantidade de N-acetilmanosamina
no serotipo 9V e a quantidade de N-acetilglucosamina no
serotipo 14 ¢é determinada pelo método de Elson, L.A. &
Morgan, W.T. (1933) Biochemical Journal 27, 1824. A
quantidade de grupo A é determinada por ensaio de fdésforo
pelo método de Bartlett.

Exemplo 2 - Derivatizacdo de conjugado de polissacarido de
Streptococcus pneumoniae serotipo 19F

Os materiais wutilizados no processo de derivatizacédo
incluem perdxido de hidrogénio, polissacédrido capsular
serotipo 19F despolimerizado, da seccdo A, di-hidrazida de
dcido adipico, EDAC, <cianoboro-hidreto de sdédio, é&cido
cloridrico 0,1 N estéril, hidrdéxido de sdédio 0,1 N estéril e
solucédo salina fisioldgica estéril (0,85%).
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Carregou-se um copo de um litro, equipado com uma barra
de agitacéo e sonda de PH, com o) polissacarido
despolimerizado concentrado preparado de acordo com O
Exemplo 1, e diluiu-se com solucdo salina fisioldbgica a 0,85%
estéril para conseguir uma concentracdo final na mistura
reaccional de 6,0 mg/ml. A esta solucdo adicionaram-se uma
aliquota concentrada de di-hidrazida adipica e EDAC, cada uma
dissolvida em solucédo salina fisioldgica a 0,85% estéril, tal
que cada uma estivesse numa concentracdo final na mistura
reaccional de 1,0 mg/ml. Depois adicionou-se EDAC a mistura
reaccional, manteve-se o pH a 5,0 * 0,1 durante duas horas
utilizando acido cloridrico 0,1 N, mantendo ao mesmo tempo a
temperatura da mistura reaccional a 22°C + 0,5°C. Apds duas
horas, adicionou-se a mistura reaccional uma aliquota
concentrada de cianoboro-hidreto de sédio, dissolvida em
solucédo salina fisiolbgica a 0,85% estéril, tal que a
concentracdo final na mistura reaccional fosse 2,0 mg/ml.
Manteve-se o pH da mistura reaccional a 5,0 = 0,1 durante uma
hora a 22°C £ 0,5°C, e deixou-se a mistura reaccional agitar
a mesma temperatura durante 44 horas * 4 horas. Apds este
periodo de reaccdo, ajustou-se o pH a 6,0 * 0,1, e purificou-
se o polissacérido derivatizado por ultrafiltracdo utilizando
uma unidade de filtracdo de fluxo tangencial Filtron
minisette equipada, na unidade do canal de filtracdo, com uma
cassete de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO de
1000. Utilizaram-se seis volumes de solucéo salina
fisioldégica a 0,85% para remover as moléculas pegquenas.
Concentrou-se o polissacdrido derivatizado wutilizando uma
unidade de filtracdo de fluxo tangencial Filtron mini-
ultrasette equipada, na unidade do canal de filtracdo, com
uma cassete de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO
de 3000. A guantidade de polissacédrido foi determinada pelos
métodos descritos no Exemplo 1. O nivel de hidrazida ¢é
determinado pelo método do acido 2,4,06-
trinitrobenzenossulfénico de Snyder, S.L. & Sobocinski, P.Z.
(1975) Analytical Biochemistry 64, pags. 284-288.

O método do invento foi também utilizado para preparar
serotipos 9V e 14 derivados de Streptococcus pneumoniae e
grupo A derivado de Neisseria meningitidis derivatizados com
di-hidrazida adipica.
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Exemplo 3 - Conjugacdo de conjugado de polissacarido de

Streptococcus pneumoniae serotipo 19F

Os materiais utilizados nesta preparacéo incluem
serotipo 19F derivatizado com di-hidrazida adipica, preparado
de acordo com Exemplo 2, toxdide de difteria estéril, EDAC,
sulfato de amdénio, &cido cloridrico 0,1 N estéril, hidrdéxido
de sdédio 0,1 N estéril e solucdo salina fisioldgica estéril
(0,85%) .

Carregou-se um copo de um litro, equipado com uma barra
de agitacdo e sonda de pH, com o polissacarido derivatizado
do Exemplo 2, e diluiu-se com solucdo salina fisioldgica a
0,85% estéril para conseguir uma concentracdo final na
mistura reaccional de 500 nmol de hidrazida reactiva/ml. A
esta solucdo adicionaram-se toxdide de difteria estéril até
uma concentracdo final de 3,8 mg/ml. A reaccdo foil iniciada
por adicdo de wuma aliguota concentrada de EDAC até uma
concentracdo final de 2,25 mg/ml. Ajustou-se o pH da mistura
reaccional a 5,0 +* 0,1, e manteve-se este pH durante duas
horas wutilizando &cido cloridrico 0,1 N. Apdbdbs duas horas,
ajustou-se o pH a 7,0 * 0,1 utilizando hidrdéxido de sbédio
0,1 N estéril, e a mistura reaccional foi armazenada a 5°C &
3°C durante 21 horas * 3 horas.

Apbs este periodo, aqueceu-se a mistura até 22°C + 1°C,
e ajustou-se o pH a 6,5 + 0,5 utilizando &cido cloridrico
0,1 N estéril. Submeteu-se a mistura reaccional a trés
precipitacdes sucessivas com sulfato de aménio como se segue.
Adicionou-se sulfato de aménio como um sdbdélido até 70% de
saturacéo, e recolheu-se por centrifugacdo o conjugado
precipitado. Dissolveu-se o conjugado em solucdo salina
fisioldgica a 0,85% estéril, e repetiu-se o processo de
precipitacdo. Apds a terceira precipitacdo, submeteu-se o
conjugado a diafiltracdo utilizando uma unidade de filtracédo
de fluxo tangencial Filtron minisette equipada, na unidade do
canal de filtracdo, <com uma cassete de poliétersulfona
modificada Omega, com um MWCO de 30 000. Utilizaram-se seis
volumes de solucdo salina fisioldgica a 0,85% para remover as
moléculas pequenas. O conjugado diafiltrado foi primeiro
filtrado através de uma céapsula de filtro contendo um filtro



EP 1 019 437/PT

de 1,2 pym e 0,45 pm, e depois filtrado através de uma segunda
cépsula de filtro contendo um filtro de 0,22 pm. A guantidade
de polissacarido ¢é determinada pelos métodos descritos no
Exemplo 1. A gquantidade de proteina é determinada pelo ensaio
de proteina de Lowry, O.H. et al. (1951) Journal of
Biological Chemistry 193, 265-275.

O processo do invento é também utilizado para preparar
conjugados de polissacarido para os serotipos 9V e 14
derivados de Streptococcus pneumoniae, e grupo A de Neisseria
meningitidis.

Exemplo 4 - Despolimerizagdo de conjugado de polissacarido de

Streptococcus pneumoniae serotipo 6B

Os materiais utilizados nesta preparacéo incluem
polissacéarido capsular serotipo 6B derivado de Streptococcus
pneumoniae, tampdo de fosfato de sdédio 100 mM estéril, &cido
cloridrico 0,1 N estéril, hidrdéxido de sdédio 0,1 N estéril,
peréxido de hidrogénio a 30% e solucdo salina fisioldgica
estéril (0,85%).

Carregou-se um Wheaton Celstir™ de um litro com 580 ml
de tampédo de fosfato de sédio 100 mM, pH 8,0. Agueceu-se o
tampdo a 75°C £+ 0,5°C wutilizando um banho de 4&gua com
recirculacdo a temperatura constante. Quando o tampdo atingiu
75°C + 0,5°C, adicionaram-se ao tampdo aquecido 1500 mg de
Streptococcus pneumoniae serotipo 6B. Apds todo o
polissacérido se ter dissolvido, ajustou-se o pH da mistura a
8,0 £ 0,1. A esta solucdo adicionaram-se 20 ml de perdxido de
hidrogénio a 30% para se conseguir uma concentracdo final de
perdxido de 1%. Manteve-se a mistura resultante a 75°C
durante 25-35 minutos. Uma vez decorrido o tempo alocado,
arrefeceu-se rapidamente a mistura até a temperatura
ambiente, e Dbaixou-se o pH da mistura para 6,0 = 0,5
utilizando HC1 0,1 N. O polissacdrido despolimerizado foi
purificado por ultrafiltracdo wutilizando uma unidade de
filtracdo de fluxo tangencial Filtron minisette equipada, na
unidade do canal de filtracéo, com uma cassete de
poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO de 1000.
Utilizaram-se seis volumes de solucdo salina a 0,85% para
remover as espécies de peso molecular baixo. A solucdo de
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polissacédrido despolimerizado foi concentrada utilizando uma
unidade de filtracdo de fluxo tangencial Filtron mini-
ultrasette equipada, na unidade do canal de filtracdo, com
uma cassete de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO
de 3000.

As determinacdes de peso molecular, actividade redutora,
teor em fésforo e ramnose foram realizadas como no Exemplo 1.

O processo do presente invento foi wutilizado para
polissacédridos capsulares serotipos 3, 4, 7F, 18C e 23F
derivados de Streptococcus pneumoniae. A quantidade de
serotipo 3 ¢é determinada por ensaio de acido glucurdnico
utilizando o método de Dische, 7. (1947) Journal of
Biological Chemistry 167, pag. 189, e a quantidade de glucose
¢ determinada utilizando o método de orcinol/&cido sulfurico
de Weiner & Moshin. A quantidade de serotipo 4 é determinada
por ensaio de galactose pelo método de orcinol/acido
sulfdarico de Weiner & Moshin, a quantidade de N-
acetilmanosamina e N-acetilgalactosamina ¢é determinada pelo
método de Elson & Morgan. A quantidade de serotipo 7F &
determinada por ensaio de ramnose pelo método de Dische &
Shettles, a quantidade de galactose é determinada pelo método
de orcinol/4cido sulfurico de Weiner & Moshin, a quantidade
de N-acetilglucosamina e N-acetilgalactosamina ¢é determinada
pelo método de Elson & Morgan. A quantidade de serotipo 18C é
determinada por ensaio de ramnose pelo método de Dische &
Shettles, a quantidade de foésforo é determinada pelo método
de Bartlett e a quantidade de galactose ¢é determinada pelo
método de orcinol/édcido sulftrico de Weiner & Moshin. A
quantidade de serotipo 23F ¢ determinada por ensaio de
ramnose pelo método de Dische & Shettles, a quantidade de
fésforo é determinada pelo método de Bartlett e a quantidade
de galactose ¢ determinada pelo método orcinol/&cido
sulftirico de Weiner & Moshin. 0Os pesos moleculares e o teor
de actividade redutora de cada um dos polissacdridos listados
neste exemplo foram determinados pelos métodos descritos no
Exemplo 1.
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Exemplo 5 - Derivagdo de conjugado de polissacarido de
Streptococcus pneumoniae serotipo 6B

O método e o0s materiais descritos no Exemplo 2 séo
utilizados para preparar polissacarido capsular serotipo 6B
derivatizado com hidrazida de &cido adipico. Este mesmo
conjunto de procedimentos de reaccdo €& também utilizado para
preparar polissacaridos capsulares serotipos 3, 4, 7F, 18C e
23F derivados de Streptococcus pneumoniae derivatizados com
dcido adipico.

Exemplo 6 - Despolimerizagcdo de conjugado de polissacarido de

Streptococcus pneumoniae serotipo 6B

O método e o0s materiais descritos no Exemplo 3 sé&o
utilizados para ©preparar o conjugado de polissacéarido
serotipo ©6B. O mesmo conjunto de procedimentos de reaccdo é
também utilizado para preparar conjugados de polissacarido
serotipos 3, 4, 7T7F, 18C e 23F derivados de Streptococcus
pneumoniae.

Exemplo 7 - Despolimerizacdo de conjugado de polissacirido de

Neisseria meningitidis grupo A

Os materiais utilizados nesta preparacéo incluem
polissacéarido capsular grupo A derivado de Neisseria
meningitidis, tampdo tris 50 mM estéril, a&acido cloridrico
0,1 N estéril, hidréxido de sdéddio 0,1 N estéril, perdxido de
hidrogénio a 30% e solucdo salina fisioldgica estéril
(0,85%) .

Carregou-se um Wheaton Celstir™ de um litro com 580 ml
tampdo citrato 50 mM, pH 6,0. Agueceu-se o tampdo a 60°C =+
0,5°C wutilizando wum banho de &gua com recirculacdo a
temperatura constante. Quando o tampéo atingiu c0°C,
adicionaram-se ao tampdo aquecido 1500 mg de polissacarido
capsular de Neisseria meningitidis grupo A. Apds todo o
polissacérido se ter dissolvido, ajustou-se o pH a 6,0 £ 0,1.
A esta solucdo adicionaram-se 20 ml de perdxido de hidrogénio
a 30% para dar uma concentracdo final de 1%, e agitou-se a
mistura resultante a 60°C durante 120 minutos.
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Neste Exemplo, operou-se a reaccdo a uma velocidade
lenta de modo a monitorizar o peso molecular do polissacéarido
utilizando uma coluna HPSEC, em que s&ao efectuados
cromatogramas a cada 15 minutos. Apds 120 minutos, arrefeceu-
se rapidamente a mistura até a temperatura ambiente. O
polissacéarido despolimerizado foi purificado por
ultrafiltracdo utilizando uma unidade de filtracdo de fluxo
tangencial Filtron minisette equipada, na unidade do canal de
filtracdo, com uma cassete de poliétersulfona modificada
Omega, com um MWCO de 1000. Utilizaram-se seis volumes de
solucdo salina a 0,85% para remover as espécies de peso
molecular baixo. A solucdo de polissacarido despolimerizado
foi concentrada utilizando uma unidade de filtracdo de fluxo
tangencial Filtron mini-ultrasette equipada, na unidade do
canal de filtracdo, <com uma cassete de poliétersulfona
modificada Omega, com um MWCO de 3000.

O peso molecular, a actividade redutora e o teor em
fésforo foram determinados como descrito no Exemplo 1.

Exemplo 8 - Derivatizacdo de conjugado de polissacarido de

Neisseria meningitidis grupo A

Os materiais utilizados nesta preparacio incluem
polissacédrido capsular derivado de Neisseria meningitidis
grupo A despolimerizado por perdéxido de hidrogénio, da
seccdo A, di-hidrazida de &cido adipico, EDAC, cianoboro-
hidreto de sdédio, sulfossuccinimidil-4-(N-maleimidometil) -
ciclo-hexano-l-carboxilato, &cido cloridrico 0,1 N estéril,
hidréxido de sdédio 0,1 N estéril e solucdo salina fisioldgica
estéril (0,85%).

Carregou-se um fleaker de um litro, equipado com uma
barra de agitacdo e sonda de ©pH, com o polissacarido
despolimerizado concentrado, da seccdo A, e diluiu-se com
solucédo salina fisioldgica a 0,85% estéril para conseguir uma
concentracdo final na mistura reaccional de 6,0 mg/ml. A esta
solucdo adicionaram-se uma aliquota concentrada de di-
hidrazida adipica e EDAC, cada uma dissolvida em solucéo
salina fisioldégica a 0,85% estéril, tal que cada uma
estivesse numa concentracdo final na mistura reaccional de
1,0 mg/ml. Depois adicionou-se EDAC a mistura reaccional,
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manteve-se o pH a 5,0 + 0,1 durante duas horas utilizando
dcido cloridrico 0,1 N, mantendo ao mesmo tempo a temperatura
da mistura reaccional a 22°C *+ 0,5°C. Apdés duas horas,
adicionou-se a mistura reaccional, uma aliquota concentrada
de cianoboro-hidreto de sdédio, dissolvida em solucdo salina
fisioldgica a 0,85% estéril, tal que a concentracdo final na
mistura reaccional fosse 2,0 mg/ml. Manteve-se o pH da
mistura reaccional a 5,0 £ 0,1 durante uma hora a 22°C =
0,5°C, e depois deixou-se a mistura reaccional agitar a mesma
temperatura durante 44 horas += 4 horas. Apds este tempo de
reaccdo, ajustou-se o pH a 6,0 £+ 0,1, e purificou-se o
polissacédrido derivatizado por ultrafiltracdo utilizando uma
unidade de filtracdo de fluxo tangencial Filtron minisette
equipada, na unidade do canal de filtracdo, com uma cassete
de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO de 1000.
Utilizaram-se seis volumes de solucdo salina fisioldgica a
0,85% para remover as moléculas pequenas. Concentrou-se o
polissacérido derivatizado utilizando uma unidade de
filtracdo de fluxo  tangencial Filtron mini-ultrasette
equipada, na unidade do canal de filtrac&do, com uma cassete
de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO de 3000. A
quantidade de polissacarido foi determinada pelos métodos
descritos na seccdo A. O nivel de hidrazida ¢é determinado
pelo método do &cido 2,4,6-trinitrobenzenossulfdénico de
Snyder, S.L. & Sobocinski, P.Z. (1975) Analytical
Biochemistry 64, pags. 284-288.

Carregou-se um fleaker de um litro, equipado com uma barra
de agitacdo e sonda de ©pH, com o polissacdrido grupo A
derivatizado com hidrazida anterior, e diluiu-se com solucédo
salina fisioldgica a 0,85% estéril para conseguir  uma
concentracdo final de hidrazida reactiva de 1000 nmol de
hidrazida reactiva/ml. A esta solucéao adicionou-se
sulfossuccinimidil-4- (N-maleimidometil)ciclo-hexano-1-carboxilato
até uma concentracdo final de 6,6 mg/ml. Ajustou-se o pH da
mistura reaccional a 6,5 * 0,1 e agitou-se a mistura
reaccional durante 22 horas = 2 horas a 22°C + 1°C. Apdbs este
tempo de reaccdo, ajustou-se o pH a 6,0 £ 0,1, e purificou-se
0 polissacéarido derivatizado com maleimido por ultrafiltracédo
utilizando uma unidade de filtracdo de fluxo tangencial
Filtron minisette equipada, na unidade do canal de filtracé&o,
com uma cassete de poliétersulfona modificada Omega, com um



EP 1 019 437/PT

MWCO de 1000. Utilizaram-se seis volumes de solucdo salina
fisioldégica a 0,85% para remover as moléculas pequenas.
Concentrou-se o polissacarido derivatizado wutilizando uma
unidade de filtracdo de fluxo tangencial Filtron mini-
ultrasette equipada, na unidade do canal de filtracdo, com
uma cassete de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO
de 3000. A gquantidade de polissacarido foi determinada pelos
métodos descritos na seccdo A. A quantidade de maleimida é
determinada por titulacdo de tiol wutilizando reagente de
Ellman.

Exemplo 9 - Conjugacdo de conjugado de polissacarido de

Neisseria meningitidis grupo A

Os materiais utilizados nesta preparacdo incluem grupo A
derivatizado com maleimido, do Exemplo 8, toxdide de difteria
estéril, EDAC, dicloridrato de cistamina, ditiotreitol,
sulfato de amdénio, &cido cloridrico 0,1 N estéril, hidrdéxido
de sdé6dio 0,1 N estéril, solucdo salina fisioldégica estéril
(0,85%), e tampdo tris 50 mM pH 7,5 estéril, contendo EDTA
0,5 mM.

Carregou-se um fleaker de um litro, equipado com uma
barra de agitacdo e uma sonda de pH, com toxdéide de difteria
estéril, e diluiu-se com solucdo salina fisioldgica a 0,85%
para dar uma concentracdo final de 4 mg/ml. A esta solucdo
adicionou-se uma aliquota concentrada de dicloridrato de
cistamina, dissolvida em solucdo salina fisioldgica a 0,85%
até uma concentracdo final de 11 mg/ml. Ajustou-se o pH da
mistura a pH 7,0 £ 0,1, e iniciou-se a reaccdo por adicdo de
uma aliquota concentrada de EDAC até uma concentracdo final
de 2,25 mg/ml. Manteve-se o pH da mistura reaccional a 7,0 %
0,1 a 22°C + 1°C, e depois deixou-se agitar durante 22 horas
+ 2 horas, a mesma temperatura. Apds esta reaccdo, purificou-
se a proteina derivatizada por ultrafiltracdo utilizando uma
unidade de filtracdo de fluxo tangencial Filtron minisette
equipada, na unidade do canal de filtracdo, com uma cassete
de poliétersulfona modificada Omega, com um MWCO de 10 000.
Utilizaram-se sgeis volumes de tris 50 mM pH 7,5, contendo
EDTA 0,5 mM para remover as moléculas pequenas. A gquantidade
de proteina é determinada pelo método de Lowry. A quantidade
de cistamina é determinada quer por ensaio de amina, quer por
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titulacdo de tiol apds reducdo das pontes de dissulfureto
utilizando ditiotreitol.

Carregou-se um fleaker de um litro, equipado com uma
barra de agitacdo e uma sonda de pH, com a toxdide de
difteria derivatizada com cistamina, e diluiu-se com tris
50 mM pH 7,5, contendo EDTA 0,5 mM. A isto, adicionou-se
ditiotreitol como sdélido até uma concentracdo final de
15 mg/ml. Agitou-se a mistura reaccional a 22°C + 1°C durante
duas horas. Apds este periodo de reacgdo, purificou-se a
toxbide de difteria derivatizada com cistamina reduzida por
ultrafiltracdo utilizando uma unidade de filtracdo de fluxo
tangencial Filtron minisette equipada, na unidade do canal de
filtracdo, com uma cassete de poliétersulfona modificada
Omega, com um MWCO de 10 000. Utilizaram-se seis volumes de
tris 50 mM pH 7,5, contendo EDTA 0,5 mM para remover as
moléculas pequenas. A quantidade de proteina ¢é determinada
pelo método de Lowry, e a quantidade de tiol ¢ determinada
por titulacdo utilizando reagente de Ellman.

Carregou-se um fleaker de um litro, equipado com uma
barra de agitacdo e uma sonda de pH, com a toxdide de
difteria derivatizada com cistamina reduzida, e diluiu-se com
tris 50 mM pH 7,5, contendo EDTA 0,5 mM até uma concentracédo
final na mistura reaccional de 6 mg/ml. A esta solucdo
adicionou-se um excesso 1,5 molar de grupo A derivatizado com
maleimido, da seccdo B. deixou-se esta mistura reaccional
agitar a 22°C * 1°C, durante um total de 22 horas * 2 horas.
Apbs este periodo de reacgdo, ajustou-se o pH da mistura a
6,5 + 0,1, e purificou-se o conjugado por trés precipitacdes
sucessivas com sulfato de aménio. Apds a terceira
precipitacéo, submeteu-se o conjugado a diafiltracéo
utilizando uma unidade de filtracdo de fluxo tangencial
Filtron minisette equipada, na unidade do canal de filtracéo,
com uma cassete de poliétersulfona modificada Omega, com um
MWCO de 30 000. Utilizaram-se seis volumes de solucdo salina
fisioldégica a 0,85% para remover as moléculas pequenas. O
conjugado diafiltrado foi primeiro filtrado através de uma
cépsula de filtro contendo um filtro de 1,2 pm e 0,45 um, e
depois filtrou-se através de uma segunda céapsula de filtro
contendo um filtro de 0,22 pm. A quantidade de polissacarido
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¢ determinada pelo fésforo pelo método de Bartlett. A
quantidade de proteina é determinada pelo método de Lowry.

O mesmo processo ¢ também wutilizado para preparar
conjugados de polissacédrido para serotipos 3, 4, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 19F e 23F derivados de Streptococcus pneumoniae.
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REIVINDICACOES

1. Método para preparacao de uma construcéao
compreendendo um polissacdrido e/ou oligossacdrido ligados
covalentemente a uma molécula de proteina, o referido método
compreendendo

despolimerizacgéo do referido polissacéarido e/ou
oligossacérido utilizando perdxido de hidrogénio sob
condic¢des hidroliticas moderadas, gerando desse modo um grupo
dcido carboxilico, onde as referidas condicdes moderadas séo
uma temperatura de 30°C a 80°C e um pH de 4,5 a 8,0 = 0,10;

derivatizacéo do polissacéarido e/ou oligossacéarido
despolimerizado com uma molécula seleccionada entre o grupo
consistindo em uma amina e uma hidrazida, onde a
derivatizacdo é realizada na presenca de uma carbodi-imida; e

conjugacdo do referido polissacdrido e/ou oligossacéarido
despolimerizado derivatizado com grupos &cido carboxilico de
uma molécula de proteina.

2. Método da reivindicacéao 1 onde o) referido
polissacéarido é um polissacarido capsular bacteriano
seleccionado entre o grupo consistindo em Streptococcus
pneumoniae serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19F e
23F e Neisseria meningitidis grupo A, C, 14135 e Y.

3. Método da reivindicacéao 1 onde a referida
despolimerizacdo ¢é até um peso molecular médio de 10-
30 000 daltons.

4, Método da reivindicacdo 1 onde a referida amina é
1, 6-diamino-hexano.

5. Método da reivindicacdo 1 onde a referida hidrazida é
di-hidrazida adipica.

6. Método da reivindicacdo 1 onde a carbodi-imida ¢é
l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodi-imida.

7. Método da reivindicacéo 1 onde o) referido,
polissacéarido e/ou oligossacéarido despolimerizado
derivatizado compreende um Unico local reactivo selectivo.
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8. Método da reivindicacdo 7 onde a referida conjugacéo
compreende ligar directamente o polissacérido e/ou
oligossacarido despolimerizado derivatizado a um grupo acido
carboxilico da molécula de proteina.

9. Método da reivindicacdo 8 onde a referida conjugacédo
compreende adicionalmente a wutilizacdo de um reagente de
carbodi-imida soluvel em agua na presenca de
N-hidroxissuccinimida.

10. Método da reivindicacéo 7 onde o) referido
polissacdrido despolimerizado derivatizado ¢ adicionalmente
derivatizado com um ligante bifuncional.

11. Método da reivindicacdo 9 onde o reagente de
carbodi-imida soluvel em agua é l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodi-imida.

12. Método da reivindicacdo 1 onde a construcéao
compreende uma porcdo seleccionada entre o grupo consistindo
em um epitopo de interesse, um modulador da resposta
biolbégica e um factor de crescimento.

13. Construcdo preparada de acordo com o método da
reivindicacédo 1.

14. Construcdo preparada de acordo com o método de
reivindicacédo 12.

15. Composicdo imunoldgica, imunogénica ou terapéutica
compreendendo a construcdo de acordo com a reivindicacdo 14 e
um transportador ou diluente farmaceuticamente aceitaveis,
onde a proteina da referida construcdo é capaz de induzir uma
resposta imunitdria dependente de células T num hospedeiro
injectado com a referida proteina.

16. Vacina compreendendo a composicdo imunoldgica da
reivindicacédo 15.

17. Construcdo de acordo com a reivindicacdo 14 para

inducédo de uma resposta imunoldégica num vertebrado.
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18. Construcdo de acordo com a reivindicacdo 14 para

utilizacdo em medicina.

Lisboa, 2012-04-16
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