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VACINAS DE CONJUGADO MULTIVALENTE COM POLISSACARIDEOS DE
CONJUGADO BIVALENTE OU MULTIVALENTE QUE FORNECEM
IMUNOGENICIDADE E AVIDEZ MELHORADAS

Referéncia aos pedidos relacionados

[0001] Este pedido reivindica a ©prioridade do
pedido provisdério norte americano n°® 62/517,905 depositado
em 10 de Jjunho de 2017, a totalidade do gqual ¢é
especificamente incorporada por referéncia.

Antecedentes

Campo da invengdo

[0002] A presente invencdo estd direcionada a
conjugados multivalentes, composig¢des imunogénicas e
vacinas compreendendo proteina carreadora conjugada a
polissacarideos capsulares bacterianos e usos das
mesmas . Em particular, composicdes da invencéo

compreendem conjugados polissacarideo capsular bacteriano

monovalente e multivalente - proteina, em gue OsS
polissacarideos capsulares bacterianos e
oligossacarideos sdo derivados de sorotipos de
Streptococcus pneumoniae. A proteina carreadora é

conjugada a polissacarideos capsulares bacterianos através
de ligantes mono funcionais bem como ligantes Dbi
funcionais, preferencialmente de comprimentos definidos, e
os ligantes mono funcionais e bi funcionais podem ser homo
mono funcionais, homo bi funcionais, hetero mono funcionais
ou hetero bifuncionais.

Descricdo dos antecedentes

[0003] O Streptococcus pneumoniae ¢é um patdgeno

gram positivo  responsdvel por doencas pneumocdcicas
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invasivas (DIPs) tais como pneumonia, bacteremia, meningite
e otite média aguda. A pneumonia é a manifestacdo mais
comum de doenca pneumocdcica invasiva, em que o
espalhamento Dbacteriano dentro do trato respiratdrio
pode resultar em infecgcdo do ouvido médio, sinusite ou
bronquite recorrente. O pneumococo é encapsulado com um
polissacarideo quimicamente ligado o gqual resulte na
especificidade do sorotipo. Pelo menos 90 sorotipos
pneumocdcicos sdo conhecidos dos quais cerca de 23
correspondem a 90 % das doencgas invasivas e o
polissacarideo capsular é um imundgeno fraco.

[0004] Existem atualmente trés wvacinas contra o
PCV disponiveis no mercado global: PREVNAR®, SYNFLORIX®,
e PREVNAR-13®. Existe a necessidade de atender as
necessidades médicas ainda ndo atendidas de cobertura da
doenca pneumocdcica devido aos sorotipos ndo encontrados
no PREVNAR-13® e ao potencial de substituicdo do
sorotipo ao longo do tempo. H& uma necessidade de
composicdes imunogénicas que possam ser utilizadas para
induzir uma resposta 1imune contra os sorotipos de
Streptococcus pneumoniae adicionais em humanos e em
criancas com menos de dois anos de idade.

[0005] Um polissacarideo capsular (CPS) é uma
viruléncia determinante e geralmente insuficientemente
imunogénica para induzir uma resposta imune dependente das
células T em bebés e em criancas. A conjugacdo de uma
proteina carreadora com CPS pode induzir uma resposta imune
gue passa por uma mudanca de classe. Assim, uma vacina de

conjugado pneumocdcico de valéncia 7 (PCV-7, Pfizer 1Inc.,
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EUA), wvaléncia 10 (Synflorox-10, GSK Vaccines) e wvaléncia
13 (PCV-13, Pfizer 1Inc., EUA) foram desenvolvidas para
prevenir eficientemente a incidéncia de DIPs. A gquimica da
aminacdo redutora e a quimica da cianilacdo tém sido
amplamente utilizadas na preparacdo das vacinas conjugadas.

[0006] Nestes conjugados, a ligacdo curta C-N (2.1
A) entre o CPS e a proteina carreadora leva a blindagem
estérica dos epitopos de CPS pela proteina carreadora e
baixa proporcdo CPS / proteina. Os pardmetros importantes
sdo necessarios para minimizar as desvantagens das vacinas
atuais.

[0007] A patente norte americana n°® US 9,492,559
descreve composicdes imunogénicas compreendendo
antigenos de polissacarideo capsulares conjugados e usos
dos mesmos. As composicdes imunogénicas descritas incluem
uma composicdo de conjugado pneumocdcico de valéncias 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20. E também
descrita uma composicdo de conjugado pneumocdcico de
valéncias 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 ou 25.

[0008] A publicacdo do pedido internacional n°® WO
2014/097099A2 descreve um processo de glicoconjugacao
direcionado para diversos sorotipos em adicdo ao conjugados
de valéncia 13 do PREEVNAR. Novos conjugados de
polissacarideo sdo adicionados a formulagdo para aumentar a
eficacia da vacina.

[0009] A publicacdo do pedido de patente norte
americano n° US 2011/023526 descreve uma composicdo de

vacina de conjugado de ©polissacarideo pneumocdcico de

Petic&o 870200022807, de 17/02/2020, péag. 10/59



4/46

valéncia 15 -proteina. Esta patente esta direcionada para

vacinas de conjugado de valéncia 15 feitos pela adicdo de

dois ou mais sorotipos com vacinas 1 - 3 atualmente
disponiveis.
[00010] A publicacdo do pedido internacional n°® WO

2016/207905 descreve vacinas de conjugado pneumocdcico
multivalente. Este pedido estd direcionado a uma vacina de
conjugado de valéncia 13 ou maior e delecdo do sorotipo 6A.

[00011] A publicacdo do pedido de patente norte
americano n°® US 2017/007713 descreve um ligante contendo
((2-oxoetil) tio) com funcionalidade melhorada.

[00012] A publicacdo do pedido internacional n°® WO
2014/092377 descreve uma composicdo de valéncia 13 em gue
12 sorotipos foram selecionados a partir do grupo dgue
consiste nos sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19A, 19F e 23F e um de 12 ou O9N.

[00013] A publicacdo do pedido internacional n® WO
2014/092378 descreve uma composicéao imunogénica
apresentando 13 diferentes conjugados polissacarideo -
proteina em que cada conjugado continha um polissacarideo
capsular isolado de 12 sorotipos selecionados do grupo dque
consiste nos sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19A, 19F e 23F, e os sorotipos 22F ou 33F.

[00014] A publicacéo do pedido chinés n° CN
101590224 descreve uma vacina de conjugado pneumocdcico
polissacarideo-proteina de valéncia 14 contendo 0s
sorotipos 1, 2, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9N, 9v, 14, 18C, 19aA, 19F
e 23F.

[00015] A publicacéo do pedido chinés n° CN
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104069488 descreve um conjugado polissacarideo-proteina de
valéncia 14 em que os 14 sorotipos eram 1, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9v, 14, 18C, 197, 19F, 22F, 23F e 33F.

[00016] A publicacdo do pedido internacional n°® WO
2016/207905 descreve uma vacina de conjugado pneumocdcico
multivalente compreendendo conjugados de CRM197 e pelo
menos 14 polissacarideos capsulares selecionados dentre os
sorotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, ON, 9v, 14, 15B, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F e 33F.

[00017] A patente norte americana US 8,192,746
descreveu uma composig¢cdo imunogénica de valéncia 15
compreendendo polissacarideos capsulares dos sorotipos 1,
3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19A, 19F,22F, 23F e 33F
conjugados ao CRM197.

[00018] A publicacdo do pedido internacional n® WO
2013/191459 descreve uma composicdo de valéncia 15
compreendendo polissacarideos capsulares de sorotipos 1, 2,
3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9N, 9v, 14, 18C, 19A, 19F e 23F de S.
pneumoniae.

[00019] A publicacdo do pedido chinés n® CN
103656632 descreve uma composicéao de polissacarideo
capsular pneumocdcico multivalente contendo os sorotipos 6A
e pelo menos um sorotipo extra selecionado do grupo dgue
consiste em 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F,
14, 15B, 17F%, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F os quais
forneceram protecédo contra 24 diferentes sorotipos
pneumocdcicos.

[00020] A  publicacdo do pedido chinés n® CN

103656631 descreve uma composicdo de conjugado pneumocdcico
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capsular polissacarideo-proteina multivalente compreendendo
polissacarideos capsulares de pneumococos de 24 diferentes
sorotipos, a saber, 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B,7F, 8, ON, 9V,

10A, 11a, 12¥, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e

33F.

[00021] A publicagcdo do pedido de patente norte
americano n° Uus 2016/0324950 descreve conjugados
imunogénicos polissacarideo-proteina compreendendo um

polissacarideo capsular (CP) de Streptococcus agalactiae,
também referido como Streptococcus do grupo B (GBS) e uma
proteina carreadora, em que o CP é selecionado do grupo que
consiste nos sorotipos Ia, Ib, 11, 111, 1V, V, VI, VII,
VIII e IX. Este foili feito para o tratamento de diabetes
mellitus crdénica, céncer, insuficiéncia cardiaca, condicdes
neuroldégicas e uroldgicas. Os conjugados de polissacarideo
capsular - proteina carreadora variaram.

[00022] A patente norte americana n°® US 5,360,897
descreve conjugado imunogénico compreendendo um produto da
aminacdo redutora de um polimero capsular intacto do
patdgeno Dbacteriano de S. pneumoniae apresentando pelo
menos dois grupos carbonil e uma toxina ou toxoide
bacteriano, o referido conjugado compreendendo um conjugado
reticulado no qual existe uma 1ligacdo covalente direta
entre o polimero capsular e a toxina ou toxoide.

[00023] A patente norte americana n°® US 7,862,823
descreve uma composicdo de vacina de conjugado multivalente
com pelo menos duas diferentes proteinas carreadoras.

[00024] A patente norte americana n°® US 8,808,708

descreve uma composicdo imunogénica de valéncia 13 que
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consiste em conjugados polissacarideo - proteina em que 0s
sorotipos consistem em 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9v,14, 18C,
19A, 19F e 23F e em que a proteina carreadora e CRM197.

[00025] A publicacdo do pedido de patente norte
americano n°® US 2009/0017059 descreve wuma composicdo
imunogénica em que os sorotipos 19A e 19F foram conjugados
a diferentes toxoides bacterianos.

[00026] A publicacdo do pedido internacional n°® WO
2011/110241 descreve composicdes ou vacinas imunogénicas de
conjugado pneumocbdcico em que diferentes quimicas de
conjugacdo foram usadas para diferentes componentes da
composicdo imunogénica ou vacina. A aminacdo redutora foi
usada para a conjugacdo de pelo menos um sorotipo e uma
conjugacgdo além da aminacdo redutora foi usada para a
conjugacdo de diferentes sorotipos. O método de conjugacédo
selecionado para os diferentes sorotipos permitiu que cada
sorotipo fosse apresentado usando um método de conjugacgdo
gue permitiu a melhor apresentacdo do epitopo do sacarideo.
Alguns sacarideos pneumocdcicos foram conjugados usando
aminacdo redutora, engquanto outros sacarideos pneumocdcicos
foram conjugados de forma diferente para permitir que a
estrutura do anel permanecesse 1inquebrdvel e fornecesse
melhores resultados.

[00027] A patente norte americana n°® US 7,955,605
descreve um processo de fabricagdo de um conjugado de
proteina carreadora-polissacarideo que consiste no sorotipo
1924 em que o polissacarideo do sorotipo 19A ativado e a
proteina carreadora s&o ressuspendidos em dimetil sulfdxido

(DMSO) para formar um conjugado.
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[00028] A publicacdo do pedido de patente norte
americano n°® US 2010/0074922 descreve uma composicdo
imunogénica contendo 10 ou mais sorotipos em que o
sacarideo capsular 19F é conjugado ao toxoide da difteria
(DT), o sacarideo capsular do sorotipo 18C é conjugado ao
toxoide do tétano e os sacarideos capsulares dos sorotipos
1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14 e 23F sdo conjugados a proteina D
de Haemophilus influenza.

[00029] A publicacdo do pedido de patente norte
americano n°® US 2010/0239604 descreve uma composicdo
compreendendo conjugados multivalente de sacarideo capsular
de S. pneumoniae em que o sorotipo 19A é conjugado a um
primeiro toxoide bacteriano e 19F é conjugado a um segundo
toxoide bacteriano e os sacarideos capsulares 2 - 9 do S.
pneumoniae sdo conjugados a proteina D.

[00030] Além de aumentar o escopo da protecéao
através do desenvolvimento de vacinas que oferecerédo
protegdo contra um maior numero de sorotipos, os esforcgos
foram concentrados no desenvolvimento de novos métodos de
sintese.

[00031] A patente norte americana n°. US 7,709,001
descreve um método de sintese de conjugado de proteina
carreadora de polissacarideo capsular o qual consiste em:
1) reagir o polissacarideo purificado com um &cido brando
resultando na reducao do tamanho; 2) reagir o

polissacarideo da etapa 1 com um agente oxidante na

presenca de cétions bivalentes resultando em um
polissacarideo ativado; 3) fazer o composto do
polissacarideo ativado com uma proteina carreadora; 4)
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reagir o polissacarideo ativado da etapa 3 e a proteina
carreadora com um agente de reducdo para formar um
conjugado de polissacarideo - proteina carreadora; e 5)
limitar aldeidos né&o reagidos no produto da etapa 4 para
produzir um conjugado imunogénico de polissacarideo -
proteina carreadora.

[00032] A publicacdo do pedido internacional n® WO
2014/097099 descreve um método de sintese de um conjugado
de ©proteina carreadora, o qual envolve: a) reagir um
sacarideo com 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPO) e
N-cloro succinimida (NCS) em um solvente aquoso para
produzir um sacarideo ativado; e Db) reagir o sacarideo
ativado com uma proteina carreadora compreendendo um ou
mais grupos amina.

[00033] A publicacdo do pedido de patente norte
americano n® 2012/321658 descreve uma composicgdo
imunogénica em que os sorotipos 1, 3, 19A e 19F ligados a
proteina carrega tanto diretamente ou indiretamente através
de uma quimica qgue ndo seja a aminacdo redutora e um ou
mais diferentes sacarideos é / sdo selecionados a partir de
um segundo grupo que consiste dos sorotipos 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 14, 18C e 23F o qual é/estd ligado a um carreador
de proteina por aminacdo redutora.

[00034] Vacinas pneumocdcicas estdo baseadas em 1)
vacina de polissacarideo pneumocdcico e 2) vacina de
conjugados pneumocd)cicos. PNEUMOVAX® vendido pela Merck
compreende polissacarideos ndo conjugados que pertencem aos
sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,

14, 15B, 17F, 18e, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F. Criancas e
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jovens respondem de forma fraca aos polissacarideos mais
pneumocdcicos. A imunogenicidade dos imundégenos fracos é
melhorada pela conjugagcdo com as proteinas carreadoras. AS
vacinas de conjugado polissacarideo - proteina sédo feitas
usando polissacarideos capsulares ligados a carreadores de
proteina. O conjugado induz uma resposta imunoldgica
melhorada dependente de células T <contra o sorotipo
especifico.

[00035] Os conjugados sao sintetizados usando
diversos reagentes, tais como ligantes homo bifuncionais,
hetero bifuncionais de comprimentos variados. Trés vacinas
de conjugados pneumocdcicos estdo disponiveis no mercado,
PREVNAR®, SYNFLORIX® e PREVNAR-13®. A PREVNAR® é uma vacina
heptavalente que contém os polissacarideos capsulares dos
sorotipos 4, 6B, 9Y, 14, 18C, 19F e 23F, cada um conjugado
a uma proteina carreadora denominada CRM197. A SYNFLORIX® é
uma vacina decavalente da GSK Biologicals que incorpora dez
polissacarideos capsulares conjugados a proteina D de NTHi
oferecendo cobertura <contra trés cepas pneumocdcicas
adicionais, os sorotipos 1, 5 e 7F. A PREVNAR-13® ¢é uma
vacina tridecavalente contendo 13 polissacarideos
capsulares preparados a partir de treze sorotipos de
Streptococcus pneumoniae (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9Y, 14,
18C, 19 A, 19F e 23F) conjugados a uma proteina carreadora
denominada CRM197.

[00036] O aumento da resisténcia microbiana aos
antibidéticos e 0 namero crescente de pessoas
imunocomprometidas tém exigido o desenvolvimento de vacinas

pneumocdcicas com protecdo ainda mais ampla, o que leva ao
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desenvolvimento de vacinas multivalentes eficazes contra o
namero crescente de sorotipos, especialmente para a
cobertura da doenca pneumocdcica devido a sorotipos nédo
encontrados na PREVNAR-13®. A necessidade de um sorotipo
especifico depende da regido e da resisténcia aos
antibidéticos desenvolvida. Assim, a patente norte americana
US 8192746 reporta uma composicdo imunogénica multivalente
apresentando 15 conjugados polissacarideo - proteina
distintos. Cada conjugado consiste em um polissacarideo
capsular preparado a partir do sorotipo do Streptococcus
pneumoniae (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9\1, 14, 18C, 19A, 19F,
22F, 23F ou 33F) conjugado a uma proteina carreadora
CRM197. Existe uma necessidade por vacinas que induzem uma
resposta imune contra o sorotipo 15B, 15C e 15A.

[00037] Com o aumento do nuUmero de antigenos de
polissacarideo na formulacdo multivalente de vacinas
conjugadas, © teor de proteina carreadora aumenta. Este
aumento leva a um aumento da resposta imune para a proteina
carreadora, O que pode causar uma sobrecarga sistémica.

[00038] Entdo, existe uma necessidade em desenvolver
uma vacina pneumocdcica que fornece protegdo contra o
aumento do numero de sorotipos. Embora uma vacina de
valéncia mais alta seja altamente desejidvel com uma
conjugacdo, preferencialmente a resposta 1imune para a
proteina carreadora ¢é também reduzida. No desenvolvimento
das vacinas multivalente que estendem o escopo de protecéo
para os sorotipos adicionais, existe uma necessidade de
melhorar a 1imunogenicidade e a avidez da vacina de

conjugado para acomodar o numero aumentado de sorotipos sem
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comprometer as respostas imunes para todos, o que nédo é
possivel com os métodos de conjugacdo convencional. Em
adicdo a protecdo contra o aumento do numero de sorotipos,
existe também a necessidade de desenvolver novos ligantes
para a conjugagdo para melhorar a resposta imune mesmo com
o aumento do numero de sorotipos bem como uma diminuic¢do na
resposta da ©proteina carreadora (e também evitar o
impedimento estérico).

[00039] Embora muitas referéncias recitem a eficacia
das vacinas atualmente disponiveis, quando héd a adicdo de
miltiplos novos sorotipos, a resposta imune diminui com o
aumento no numero dos sorotipos originais. Os sorotipos
adicionais sdo necessarios para aumentar a eficacia da
resposta imune. Em aducéao, a maior eficéacia deve
preferencialmente incluir wuma redugdo da resposta imune
para a proteina carreadora. Entdo, permanece uma grande
necessidade ©por vacinas de conjugado pneumocdcico de
valéncia mais alta para fornecer uma barreira contra
infecg¢gdes ao redor do mundo.

Sumario da invencédo

[00040] A presente invencdo supera os problemas e
desvantagens associadas com as estratégias e desenhos
atuais e fornece novas composicdes imunogénicas
compreendendo sacarideos capsulares conjugados e UsSOS
dos mesmos.

[00041] Uma concretizacédo da invencéo esté
direcionada para vacinas de conjugados multivalentes de S.
Pneumoniae compreendendo dois grupos de conjugados, em que

o grupo um compreende conjugados de polissacarideo capsular
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bacteriano monovalente e o grupo dois compreende conjugados
multivalentes contendo conjugados de polissacarideo
capsular bacteriano Dbivalente apresentando reatividade
cruzada. Preferencialmente, os conjugados do grupo um s&o
compostos de conjugados de polissacarideo capsular
monovalentes de um ou mais sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 7F, 8,
10aA, 11A, 12¥%, 14, 17Fr, 18C, 20, 22F, 23F, 24F, 33F e 35B
de S. Pneumoniae. Preferencialmente, os conjugados do grupo
dois sdo compostos de um conjugado de polissacarideo
capsular bivalente ou multivalente de sorotipos de reacgéo
cruzada de um, dois ou mais sorotipos 6A / 6B / 6C / 6D de
S. Pneumoniae, um, dols ou malis sorotipos 9V / 9N / 9A / 9B
de S. Pneumoniae, um, dois ou mais sorotipos 15B / 15A /
15C de S. Pneumoniae ou sorotipos 19A / 19F S. Pneumoniae;
e proteinas carreadoras. Preferencialmente, o segundo grupo
constituindo uma vacina de conjugado multivalente de S.
Pneumoniae que compreende conjugados multivalente de S.
Pneumoniae de sorotipos de reacdo <cruzada em gue O0s
conjugados sdo bivalentes unimoleculares e sdo derivados de
polissacarideos capsulares bacterianos. Preferencialmente,
a vacina compreende polissacarideos capsulares de dois
sorotipos de reacdo imunologicamente cruzada conjugados a
mesma proteina carreadora sequencialmente ou ao mesmo
tempo. Preferencialmente, conjugados monovalentes de
polissacarideo capsular bacteriano do primeiro ou segundo
grupo s&o sintetizados a partir de polissacarideos
capsulares bacterianos nativos com peso molecular que varia
de 10 KDa a 50 KDa, 30 KDa a 100 KDa ou 100 KDa a 300 KbDa.

[00042] Preferencialmente, o polissacarideo capsular

Petic&o 870200022807, de 17/02/2020, péag. 20/59



14/46

bivalente de dois sorotipos de reacgdo imunologicamente
cruzada ¢é representado pela férmula PS1 - proteina
carreadora - PS2 e, também preferencialmente, o conjugado
compreende 6APS-CRMI197-6BPS. Preferencialmente, a proteina
carreadora compreende toxoide de tétano, toxoide de
difteria, CRM197, fragmentos de toxoide de tétano (TTHc),
proteina N. meningitidis PorB, proteinas do wvirus RSV,
proteinas de B. Pertussis , toxoide de Pertussis (PT),
toxina adenilato ciclase (ACT), proteina de 69 KDa,
antigenos da proteina viral do papiloma wvirus humano,
formas VLP do papiloma virus humano, antigeno do ntcleo do
virus hepatite B , formas VLP do virus da hepatite B,
derivados de HbsAg e / ou combinagdes dos mesmos.
Preferencialmente, uma Unica dose de conjugados bivalentes
de polissacarideo de reacdo cruzada compreende menos do que
4 microgramas em comparag¢do com oS conjugados monovalentes
das mesmas duas vacinas de polissacarideo as quais sé&o 4
microgramas ou mais.

[00043] Preferencialmente, a quantidade de proteina
carreadora total na vacina de conjugado multivalente ¢é
significativamente menor do que a quantidade usada nos mono
conjugados dos polissacarideos individuais dos mesmos
sorotipos de reacdo cruzada. Preferencialmente, as vacinas
da presente invencdo, a quantidade de proteina carreadora
sendo conjugada a um polissacarideo Dbivalente de reacédo
cruzada apresenta menos proteina por sorotipo em comparacdo
aquele dos conjugados monovalentes dos mesmos dois
polissacarideos, assim, a resposta imune da proteina

carreadora gerada pela vacina é menor do que a resposta a

Petic&io 870200022807, de 17/02/2020, pag. 21/59



15/46

proteina carreadora das vacinas feitas por outros contendo
0s mono conjugados dos polissacarideos individuais.
Preferencialmente, o teor de proteina carreadora total na
vacina de conjugado multivalente é de 0,5 a 0,7 % em peso
dos mono conjugados dos polissacarideos individuais dos
mesmos sorotipos de reacgdo cruzada (0 qual estd na
proporgdo de 1:1 entre PS:proteina carreadora) .
Preferencialmente, a vacina de conjugado ainda compreende
pelo menos um adjuvante selecionado do grupo que
consiste de aluminio ou um sal de aluminio, fosfato de
cdlcio, um lipossoma de monofosforil lipidio A (MPLA),
saponina QS - 21 e/ou um potente agonista TLR7/8.
Preferencialmente, o pelo menos um adjuvante compreende
um adjuvante de aluminio selecionado do grupo que
consiste em fosfato de aluminio, sulfato de aluminio e
hidréxido de aluminio. Preferencialmente, 0s
polissacarideos bacterianos sdo selecionados a partir do
grupo que consiste de dois ou mais sorotipos de reacgédo
cruzada a partir de diferentes polissacarideos capsulares
bacterianos e/ou os polissacarideos bacterianos
compreendem: S. pneumoniae, H. influenza tipo a e/ou b; S.
pneumoniae, Streptococcus do grupo B, e/ou N. meningitidis.
Preferencialmente, 0s polissacarideos capsulares
compreendem polissacarideos derivado a partir de

Streptococcus  pneumoniae, Haemophilus influenzae, N.

meningitis, Streptococcus do grupo B ou lipo
oligossacarideos de Moraxella catarrhalis (LOS). Também
preferencialmente, o polissacarideo capsular de S.

pneumoniae ¢é de reacdo imunogquimicamente reativa com os
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sorotipos selecionados a partir do grupo que consiste em 6A
/ 6B / eC / 6D; 9V / S9A / 9B.9N; 15A / 15B; 19A / 19F e
tipos similares de polissacarideos de reacdo cruzada.
Preferencialmente, o polissacarideo capsular é derivado dos
sorotipos a / b / ¢ / d / e / f de Haemophilus influenzae,
polissacarideos de Haemophilus influenzae ndo tipaveis
(NTH1) e / ou lipo oligossacarideos de Moraxella
catarrhalis (LOS) ou sorotipos A, B, C, Y, W-135 ou X de N.
meningitis, ou sorotipos Ia, Ib, II, 111, 1V, VvV, VI, VII,
VIII, IX e N de Streptococcus do grupo B e sorotipos A, C,
Y, X e W-135 de N. meningitis.

[00044] Outra concretizacéao da invencéao estéa
direcionada para as vacinas de conjugado para o tratamento
ou prevencdo da infeccdo por patdgenos gram positivo e gram
negativo compreendendo uma quantidade terapeuticamente

eficaz da vacina de conjugado da invencdo e, opcionalmente,

um carreador farmacologicamente aceitavel.
Preferencialmente, 0s polissacarideos capsulares sao
derivados de Haemophilus influenza, N. meningitis,

Streptococcus do grupo B, N. meningitis, H. influenza, lipo
oligossacarideos de Moraxella catarrhalis (LOS) e
combinacdo dos mesmos.

[00045] Outra concretizacéao da invencéo esté
direcionada para métodos para o) acoplamento de
polissacarideos com proteinas carreadoras compreendendo: a
ativacdo do polissacarideo; a ligacdo de um braco espacador
de comprimento definido de cerca de 2,0 - 40 A para o
polissacarideo ativado e a ligacdo do polissacarideo

ativado 1ligado ao braco espacador para uma proteina
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carreadora.

[00046] Outra concretizacéao da invencéo esté
direcionada para os métodos de acoplamento de uma proteina
carreadora com polissacarideos compreendendo: a ativacédo da
referida proteina carreadora, a reducgdo do dissulfeto das
proteinas carreadoras para criar grupos sulfidril,
preferencialmente criando um grupo sulfidril usando 2-
iminotiolano (2-IT), ligante bi funcional tipo SMPH;
ligacdo de um braco espacador de comprimento definido de 4
- 40 A para a proteina carreadora ativada; e ligacdo do
polissacarideo para um braco espacador ligado a proteina
carreadora ativada. Preferencialmente, a proteina
carreadora ativada é selecionada do grupo que consiste em
material de reacdo cruzada (CRM197) obtido ou derivado de
C. diphtheria ou CRM197 recombinante obtido ou derivado de
P. fluorescens ou E. coli.

[00047] Outra concretizacao da invencédo esté
direcionada aos ligantes Dbifuncionais que sdo  homo
bifuncionais ou hetero bifuncionais.

[00048] Outra concretizacéao da invencéo estéa
direcionada para vacinas de conjugado multivalentes de S.
Pneumoniae em que a proteina carreadora é material (CRM197)
de reacdo cruzada obtido a partir da C. diphtheria, CRM197
recombinante obtida a partir da P. fluorescens ou CRM197
recombinante obtida a partir da E. coli.

[00049] Outras concretizacgdes e vantagens da
invencdo estdo apresentados, em parte, na descrigdo, gque se
segue, e em parte, pode ser 6bvio a partir desta descricéao,

ou pode ser aprendido a partir da préatica da invencéo.
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Descricdo das figuras

[00050] A Figura 1A se refere a um espectro 1H-RMN
do polissacarideo capsular de tamanho reduzido do sorotipo
6A (500 MHz)- os dados de RMN mostram nenhuma perda de
integridade estrutural comparada ao PS nativo.

[00051] A Figura 1B se refer a um espectro 1H-RMN do
polissacarideo capsular de tamanho reduzido do sorotipo 6B
(500 MHz) - os dados de RMN mostram nenhuma perda de
integridade estrutural comparada ao PS nativo.

[00052] A Figura 2A se refere a anticorpos
especificos do polissacarideo capsular (IgG total) usando
procedimento de ensaio a Dbase de multiplos granulos
(polissacarideos wusados para estes conjugados estdo na
faixa de 10 - 50 KDa).

[00053] A Figura 2B se refere a anticorpos
especificos do polissacarideo capsular (IgG total) usando
procedimento de ensaio a base de multiplos grdnulos em que
0s polissacarideos estdo na faixa de 200 - 300 KDa ou mais.

[00054] A Figura 2C se refere a conjugados
bivalentes de anticorpos especificos do polissacarideo
capsular 6A e 6B (IgG total) usando procedimento de ensaio
a base de multiplos granulos em que o0s polissacarideos
estdo na faixa de 10 - 50 KDa e 200 - 400 KDa.

[00055] A Figura 3A se refere a um diagrama de fluxo
da sintese de conjugados monovalentes.

[00056] A Figura 3B se refere a um diagrama de fluxo
de ativacdo PS1 e PS2 com ligantes.

[00057] A Figura 4A se refere a um diagrama de fluxo

da sintese de conjugados Dbivalentes unimoleculares e
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conjugados bivalentes.
[00058] A Figura 4B se refere a acoplamentos

quimicos CRM.

[00059] A Figura 5 se refere ao CDAP
(tetrafluoroborato de l-ciano-4-dimetilaminopiridinio,
cloreto cianurdnico (2,4,0-tricloro-1,3,5-triazina),

brometo de cianogénio (CNBr).
[00060] A Figura 6 se refere a uma tiolacdo do
CRM197 como iminotioleno.

Descricdo da inwvencédo

[00061] O Streptococcus pneumoniae ¢é uma bactéria
gram positiva a qual pode causar doencas tais como
pneumonia, bacteremia, meningite e otite média aguda. O
Pneumococcus é encapsulado com um polissacarideo
gquimicamente ligante o qgqual resulta na especificidade do
sorotipo. Pelo menos 90 sorotipos pneumocdcicos séo
conhecidos, dos quais cerca de 23 correspondem a 90 % das
doencas invasivas. A protecdo contra doengas pneumocdcicas
invasivas estd relacionada ao anticorpo especifico para o
polissacarideo capsular, a protecdo ¢&, desta forma,
especifica para o sorotipo.

[00062] Foi descoberto, de forma surpreendente, que
vacina de conjugado multivalente de S. Pneumoniae
compreendendo um ligante entre a proteina carreadora e o
polissacarideo para formar dois grupos de conjugados, em
que O grupo um compreende conjugados monovalentes de
polissacarideo capsular Dbacteriano e o) outro grupo
compreende conjugados multivalentes de proteina carreadora

fornecer resultados substancialmente melhorados.

Petic&o 870200022807, de 17/02/2020, péag. 26/59



20/46

Especificamente, os conjugados bivalentes e conjugados
bivalentes unimoleculares sdo, preferencialmente,
sintetizados pela reagcdo entre a proteina carreadora e o0s
ligantes bifuncionais ligados aos sorotipos de S.
Pneumoniae de reacdo cruzada. Os resultados alcancados séo
substancialmente melhorados se comparados as vacinas
contendo vacina de conjugado de S. pneumoniae multivalente
contendo conjugados de polissacarideo capsular bacterianos
monovalentes com O mesmo numero de sorotipos com uma
conjugacdo direta entre os dois ao invés de um ligante.
[00063] Uma concretizacéado da invencdo esté
direcionada para vacinas de conjugado multivalente
compreendida de conjugados bivalentes polissacarideos -
proteina com imunogenicidade melhorada. Os conjugados
bivalentes com estrutura geral PSl-proteina carreadora-
PS2 apresentam imunogenicidade mais alta quando
comparado aos conjugados monovalentes similares em qgue
PS1 e PS2 sdo dois polissacarideos de diferentes
sorotipos de patdgenos bacterianos gram negativos e gram
positivos. Pelo desenvolvimento de uma vacina de conjugado
bivalente, a eficdcia da vacina aumenta e a imunogenicidade
do carreador é reduzida. A guimica aqui descrita aumenta
substancialmente a imunogenicidade dos conjugados, ao mesmo
tempo em que reduz o carregamento da proteina carreadora.
[00064] Outra concretizacédo da invencédo esté
direcionada para vacinas com polissacarideos de pesos
moleculares mais baixos e ligantes bifuncionais de bracgo
mais longo, preferencialmente, com imunogenicidade

melhorada. Outra concretizacéo da invencdo estéa
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direcionada para fornecer imunogenicidade e avidez mais
alta dos conjugados bivalentes bem como imunogenicidade
da proteina carreadora mais baixa. Outra concretizacéo
da invencdo estd direcionada para reduzir a dose da
vacina de conjugado com imunogenicidade mais alta.

[00065] Tais como aqui descritos, quatro pardmetros
foram introduzidos para minimizar as desvantagens das
vacinas convencionais:

- O tamanho do polissacarideo é preferencialmente de
10 - 50 KDa.

- Os polissacarideos de reacdo cruzada sdo conjugados
ao mesmo tempo a proteinas carreadoras.

- Dois ou mais sorotipos de reacdo cruzada sé&o
conjugados ao mesmo tempo a proteinas carreadoras.

- Um braco espacador hetero ou homo bifuncional longo,
preferencialmente de 2 - 40 A (também 2 - 40 A, 4 - 40 A,
10 - 40 A, 20 - 40 A, 9 - 20 A, 5 - 204, 5 - 30 &).

[00066] Estes quatro parédmetros tomados juntos séo
profundamente eficazes para aumentar a proporgdo dos
conjugados polissacarideo/proteina, para reduzir o)
carregamento de proteina carreadora e para fornecer muitas
vezes de aumento na imunogenicidade e avidez.

[00067] A presente invencdo estd direcionada aos
conjugados polissacarideo—-proteina com imunogenicidade
melhorada que mostram titulos de anticorpo
significativamente altos. A proteina carreadora é obtida a
partir de, por exemplo, toxoide de tétano, toxoide da
difteria, CRM197, fragmentos do toxoide de tétano (TTHc),

proteina PorB de N. meningitidis, proteinas do virus RSV,
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proteinas de B. Pertussis tal como o toxoide da coqueluche
(PT), toxina adenilato ciclase (ACT), proteina 69 KDa e
antigenos da proteina do papiloma virus humano ou sua forma
VLP, antigeno do nucleo da hepatite B ou sua forma VLP ou
derivados do HBsAg e outros carreadores convencionais.
Fragmentos de polissacarideo sdo obtidos a partir do grupo
de Dbactérias gram positivas e bactérias gram negativas,
preferencialmente de polissacarideos de reacdo
imunoquimicamente cruzada de S. Pneumoniae. A presente
invencdo também estd direcionada para um processo para o
preparo de conjugados polissacarideo - proteina nos gquais a
proteina carreadora reage com fragmentos de polissacarideo
clivado e despolimerizado de tamanho de cadeia étimo.

[00068] Composicgdes imunogénicas da presente
invencdo fornecem um nivel adequado e uma melhor
protecgao contra sorotipos de S. pneumoniae nao
encontrados em PREVNAR-13® e SYNFLORIX-10®.

[00069] Conjugados bivalentes com polissacarideos de
reacdo cruzada de sorotipos de S. Pneumoniae (6A / 6B, 9V /
ON, 15A / 15B e 19A / 19F e sorotipos de reacdo cruzada
similares) com tamanho molecular de cadeia curta (10 - 50
KDa) foram usados para preparar uma vacina de conjugado de
CPS pneumocédcico de 16 - 26 valéncias no presente estudo.
Os polissacarideos de Pneumococcus tipo ©6A e 6B foram
usados como o modelo de CPSs de reacdo cruzada. A CRM197
foi usada como a proteina carreadora para esta aceitacéo
clinica.

[00070] Monoconjugados multivalentes foram também

preparados usando polissacarideos de comprimento de cadeia
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mais curto (0 - 50 KDa), braco espacador longo (9 - 40 A)
com ligante PEG homo ou hetero bifuncional ou sem PEG com
proteina carreadora CRM197.

[00071] Os CPS foram ativados tanto por oxidacdo ou
por cianilacdo guimica e oxidados por periodato de sédio e
introduzidos tanto com grupos aldeido ou isotiocianato (-
OCN) reativos em CPS.

[00072] Duas estratégias (ligantes curtos e longos,
CPSs curtos e 1longos) foram wusadas para a introducdo,
respectivamente. As caracteristicas fisico-quimicas e
imunoldégicas das vacinas de conjugados Dbivalentes foram,
entdo, investigadas independentemente ou em combinacdo com
a formulacdo de conjugado multivalente.

[00073] Os exemplos a seguir ilustram as
concretizacgdes da invencdo, porém ndo devem ser vistos como
limitantes do escopo da invencéo.

Exemplos

Exemplo 1 - Redugdo do tamanho do polissacarideo,
processo de ativagdo e conjugagdo para multiplos sorotipos
de S. pneumoniae 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 10A, 11A,
12F, 14, 15A, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F e
35B

- Polissacarideo 6A e 6B

[00074] 100 mg de <cada um dos polissacarideos
capsulares de S. pneumoniae 6A e 6B s&do dissolvidos em 10
ml de solucdo aquosa contendo 10 mM de &cido acético ou 0.1
M de HCl em pH 2.5 - 3.0 e a hidrdlise é realizada pela
manutencdo da solucdo em uma temperatura de 60 - 85 °C por

um periodo de 60 - 120 minutos. Os oligossacarideos assim
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obtidos apds a neutralizacdo, sdo diafiltrados usando 3 -
10 KDa de filtros TFF Centricon. Na andlise de 1H NMR
(Figuras 1A e 1B), os oligossacarideos formados né&o
mostraram perda de integridade estrutural ou perda de
epitopos ou estrutura da unidade de repeticéo. Os
polissacarideos foram medidos usando o ensaio Anthrone e a
distribuicdo dos tamanhos moleculares (KDa) obtidos estéo

na faixa de 10 - 50 KDa, 30 - 100 KDa e 100 - 300 KDa.

[00075] Uma porgdo de CPS (50 mg) (polissacarideos
nativos de tamanho entre > 200 - 500 KDa ou polissacarideos
de tamanho reduzido de tamanho entre 10 - 50 KDa) foram

ativados por reagentes de cianilagdo comumente usados em
processos de ativacdo (Tabela 1). As distribuicdes do
tamanho molecular dos polissacarideos foram determinadas
usando SEC - HPLC (Shodex SB - 405 e colunas SB - 406 SEC)
com andlise usando mistura de Pollulan (10 — 1000 KDa) como
padrédo de referéncia (padrdes Pollulan de Shodex, USA).

[00076] O braco espacador curto foi introduzido ao
PS por reacdo com excesso molar de 5 a 8 vezes de ADH
(Sigma) em pH 5.6 - 6.0 por 3 - 5 horas. O braco espacador
longo (ligante bifuncional ou ligante de 4 bracos longo)
foi introduzido no PS por reagcdo com excesso molar de 5 a
10 vezes em pH 5.6 - 6.0 por 3 - 5 horas.

Tabela 1

Distribuigdo do tamanho do polissacarideo (KDa) usado para

a conjugagao

KDa do
Polissacarideo
polissacarideo
6A 10 - 30 KDa
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6B 20 — 50 KbDa
15B 20 - 40 KDa
18C 20 — 50 KbDa
22F 10 - 30 KDa
[00077] O PS ativado ¢é ainda derivatizado com

ligante de braco curto (di hidrazida de &cido adipico, ADH,
174,2 g / mol), mais um ligante de braco espacador com
tamanhos variados de 2 - 4 A a 8 - 20 A (600 g/mol - 3.5
g/mol) .

[00078] Ligantes de PEG homo ou hetero bifuncional
com grupos funcionais diamina ligados, por exemplo, NH2-
PEGO.6K-NH2, NH2-PEG3.5K-COOH (Tabela 2).

Tabela 2
Ligantes de cadeia curta e longa usados para a
derivatizagdo de polissacarideo ou proteina carreadora
(diversos outros ligantes tanto na forma peguilada ou na

forma ndo peguilada foram também utilizados)

Numero do Estrutura do Estruturas quimicas / KDa ou
ligante ligante A utilizado
NH2-PEG-NH2 / HaN—(CH,CH,0), —CH,CH,—NH,
' NHS 1K e 3.5K

o I
NHS / NH2-PEG H,;N— CHyCH;— PEG—C—OH

2
-COOH
1K e 3.5K
p
r""\ ?
U /N-CH;CH;C-NH{CFbCHpO}CHrNHz
3 Mal-PEG-NH2 ~ "

]

0

1K e 3.5K
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Mal-PEG-NHS

o 0
N=CH;CHy=~PEG—C—0-N

0 0
1K e 3.5K

CHO-PEG-CHO

0 0
I
H-C - CH,CHy~0—(CH,CH,0), ~CH,CH,C-H

1K e 3.5K

SH-PEG-NH2

HS- [CHQCHEO)n—CHchZ-NHZ

1K e 3.5K

ADH

0
il H

HQN—N/G\/\\/\C/N_NHE
H 1

o]

HZ-PEG-HZ

g H
HoN ) Ao |:D}n/\ﬂ’ “NH;

PEG 0

SMPH

Eer—tg
0 - o
Succinimidil 6-[ (beta -
maleimidopropionamido)
hexanoato] MW 379.36

Braco espacador 14.2 A

11

SMCC

3o e g &
-, °
SMCC
Succinimidil 4-[ (N -
maleimidometil) ciclohexano

- 1 - carboxilato] MW 334.32
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Braco espacador 8.3 A

. —MNH:
4-Bra co-PEG- K= _[OGH?CHE]nO_-.I THEHCHa, '

1 2 I'fll
NH2 ou NHS 100 0 —OCHOHO
Bl

Mal - Maleimida, NHS - Succinimida, PEG - derivados de
polietileno glicol, ADH - di hidrazida de di hidrazida de
dcido adipico.

[00079] Duas aliquotas de 2 ml cada do CPS
derivatizado (10 mg / ml) foram misturadas com 1 ml da
aliquota das duas amostras de proteina CRM197 (10 mg / ml)
a 4 °C por 8 - 12 horas. Os conjugados com braco espacador
longo e curto foram purificados por filtros Centricon de
100 - 300 KDha (EMD Millipore) (Tabela 3).

Tabela 3

Caracterizagdo fisico-quimica de conjugados monovalentes

% de
PS KDa ativado Conjugado KDa Proporcgéao
PS PS
por SEC - HPLC por SEC - HPLC | PS:proteina
livre
10 - 30 KDa, > 200 - 300, 0,5 - 2,
6A < 2
200 - 300 KDa > 2500 1:2
20 - 50 KbDa, > 300 - 500, 0,5 - 2,
6B <1
200 - 400 KDa > 2500 1:2
0,5 - 2,
15B 20 - 40 KDa > 300 - 500 < 1
1:1
0,5 - 2,
18C 20 - 50 KDa > 300 - 500 < 2
1:1
0,5 - 2,
22F 10 - 30 KDa > 200 - 300 <1
1:1

Nota: Padrdo interno para a determinacdo de KDa de PS para
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SEC - HPLC: mistura de padré&o Pullulan (2 KDa - 2500 KDa).

Exemplo 2 - Ativagdo dos polissacarideos de tamanho
reduzido de diferentes pesos moleculares

- Oligossacarideos de diferentes pesos moleculares
sintetizados tal como descrito no exemplo 1 foram ativados.
Os reagentes de cianilagdo comumente usados no processo de
ativacao.

[00080] CDAP (tetrafluoroborato de l-ciano-4-dimetil
aminopiridinio (Sigma Aldrich, USA)), cloreto cianurico
(2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina) ou brometo de cianogénio
(CNBr) e proteina carreadora de acoplamento (vide Figuras 5
e 6).

[00081] A solugdo de polissacarideo (10 mg/ml) foi
incubada com 10 mg/ml de CDAP (100 mg/ml em acetonitrila)
em 2M de NaCl ou 200 - 300 mM de tampdo de bicarbonato em
temperatura ambiente por 4 - 6 minutos. O pH foi mantido a
10 - 10.5 usando tanto 1IN de NaOH ou 1N de HC1l. Entdo, o pH
foi ajustado a 8.1 - 8.2, ligantes peguilados (Hz-PEG-HZ)
foram permitidos reagir com CDAP tratado com OS por 8 - 12
horas em temperatura ambiente. As misturas reacionais foram
filtradas em profundidade seguida por filtros de corte
Centricon 100 - 300 KDa por 5 - 8 wvezes usando 150 mM de
NaCl.

- Derivatizacdo de polissacarideos de tamanho reduzido
ativados

[00082] Os Oligossacarideos ativados foram ainda
derivatizados com ligante de hidrazida de cadeia curta homo
bifuncional. O reagente tipico foi di hidrazida de &cido

adipico, ADH, peso molecular 174.2 g/mol). Ligantes de PEG
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homo ou hetero bifuncionais sustentando grupos funcionais
diaminas, di hidrazidas ou amina ou hidrazida - &cido
carboxilico / aldeido, por exemplo NH2-PEG(1K-3.5K)-NHZ2,
HZ-PEG (1-3.5K)-HZ, NH2-PEG3.5K-COOH foram usados. (Tabela
2). Diversos outros bracos espacadores homo ou hetero
bifuncionais podem também ser usados para a derivatizacéo
(Tabela 2). O Dbraco espacador curto foi introduzido ao
oligossacarideo pela reacdo com excesso molar de 5 a 8
vezes de di hidrazida de acido adipico (Sigma) em pH 5.8 -
6.0 por 3 - 5 horas. O ligante de cadeia longa (ligante
bifuncional ou ligante tetra funcional longo (Tabela 2),
ligante de 4 bracos n® 12) foi introduzido no
polissacarideo por reacdo com excesso molar de 5 a 10 vezes
do ligante para o oligossacarideo em pH 5.8 - 6.0 por 3 - 5
horas em temperatura ambiente.

- Derivatizagdo da proteina carreadora com ligantes
curtos ou longos

[00083] A proteina carreadora CRM197 foi ainda
derivatizada com ligante hidrazida homo bifuncional de
cadeia curta. O reagente tipico foi a di hidrazida de &cido
adipico, ADH, peso molecular 174.2 g/mol). Ligantes de PEG
homo ou hetero bifuncionais sustentando grupos funcionais
diaminas, di hidrazidas ou amina ou hidrazida - &cido
carboxilico / aldeido, por exemplo, NH2-PEG(1K-3.5K)-NH2,
HZ-PEG (1-3.5K)-HZ, NH2-PEG3.5K-COOH foram usados. (Tabela
2). Diversos outros bracos espacadores homo ou hetero
bifuncionais podem também ser usados para a derivatizacédo
tal como listado na (Tabela 2). O braco espacador curto foi

introduzido a proteina carreadora CRM197 pela reacdo com
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excesso molar de 5 a 8 wvezes de di hidrazida de Aacido
adipico (Sigma) em pH 5.8 - 6.2 em 300 - 600 mM de tampéao
MES por 3 - 5 horas em temperatura ambiente. Ligantes de
cadeia longa (ligante bifuncional ou ligante tetra
funcional longo (Tabela 2, ligante de 4 bracos n° 12) foi
introduzido na proteina carreadora por reacdo COmM €XCeSSOo
molar de 5 a 10 vezes do ligante para o oligossacarideo em
pH 5.8 - 6.2 em 300 - 600 mM de tampdo MES por 3 - 5 horas
em temperatura ambiente.

Exemplo 3 - Sorotipos de polissacarideo de reagédo
cruzada, ativagdo e ligacdo de ligante de brag¢o espacador
curto ou longo (sorotipos de interesse sdo 6A / 6B, 9V /
9N, 15A / 15B e 19A / 19F ou qualquer outro sorotipo de
reagdo cruzada).

[00084] A ativacdo do oligossacarideo derivado do
polissacarideo capsular de S. Pneumoniae tipo 6A e 6B com
conjugagdo com CRM197 e introdugdo dos grupos amino
primdrios aos oligossacarideos ao mesmo tempo.

[00085] Os Polissacarideos nativos ou de tamanho
reduzido do sorotipo 6A e 6B (> 200 - 400 KbDa) foram
conjugados usando o mesmo procedimento tal como descrito
nos Exemplos 1 e 2.

[00086] A mistura de oligossacarideos entdo obtida
tal como reportado no Exemplo 1 sdo dissolvidas em WFI,

para uma concentracdo final de 10 mg/ml. Ao final da

reacéo, os oligossacarideos séo purificados por
diafiltracdo usando filtros Centricon de 3 - 10 KDa.
[00087] Os oligossacarideos dentro dos quais os

grupos amino foram introduzidos sdo diluidos para uma
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concentracdo de 10 mg / ml em uma solucdo aquosa de DMSO (a
20 - 30% v / v) para o DMSO contendo ligante curto ADH ou
ligantes de Dbraco espacador longo em excesso molar
relativamente para o0s grupos amino introduzidos nos
oligossacarideos (usualmente 5 - 10:1). A reacdo foi
realizada pela manutencdo das solugdes em temperatura
ambiente por um tempo de 4 - 12 horas. No final do periodo,
o oligossacarideo foi novamente purificado usando filtros
Centricon de 3 - 10 KDa.

Exemplo 4 - Sintese de conjugados monovalentes de
polissacarideos pneumocécicos

[00088] Duas aliquotas separadas de polissacarideos
de tamanho igual ou diferente reduzido e derivatizado de
tamanho reduzido (com braco espacador curto ADH e bracgo
espacador longo HZ-PEG-HZ) tal como sintetizado no exemplo
3 (10 mg / ml) foram misturados com uma aligquota de 1 ml da
amostra de proteina CRM197 (10 mg / ml) a 4 °C por 8 - 12
horas. Os conjugados contendo ambos ligantes de cadeia
curta e longa foram purificados usando filtros Centricon de
100 - 300 KDa (EMD Millipore). Cada conjugado monovalente
foi avaliado para o teor de polissacarideo total por ensaio
de antrona ou &cido urdnico, teor de proteina total por
ensaio BCA ou Lowry (Tabela 4).

[00089] Todos os outros conjugados de
polissacarideos de reacgdo cruzada sdo feitos usando o mesmo
procedimento tal como descrito acima.

Tabela 4
Caracterizagdo fisico-quimica do conjugado bivalente de

estrutura geral 6A-CRM197-6B
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Proporcgdo de % de
KDa do
oligossacarid | oligossa
oligossacar KDa do
PS eo: proteina carideo
ideo conjugado
(proporgdo em | livre em
ativado
peso) peso
> 200 - 300
> 100 - 300 0.5 - 2,
6A KDa, < 2
KDa 1:2
> 2500 KDa
> 300 - 500
> 200 - 400 0.5 - 2,
6B KDa, < 1
KDa 1:2
> 2500 KDa
> 300 - 500
> 200 - 400 0.5 - 2,
6C KDa, <1
KDa 1:2
> 2500 KDa
> 300 - 500
> 100 - 300 0.5 - 2,
15B KDa, <1
KDa 1:1
> 1500 KDa
> 300 - 500
> 100 - 300 0.5 - 2,
15A KDa, <1
KDa 1:1
> 1500 KDa
> 300 - 500
> 100 - 300 0.5 - 2,
18C KDa, < 2
KDa 1:1
> 1500 KDa
> 200 - 300
> 100 - 300 0.5 - 2,
22F KDa, <1
KDa 1:1
> 1000 KDa
> 200 - 300
> 100 - 300 0.5 - 2,
1 KDa, < 2
KDa 1:2
> 2500 KDa
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> 300 - 500
> 200 - 400 .5 - 2,
3 KDa,
KDa 1:2
> 2500 KDa
> 300 - 500
> 100 - 300 .5 - 2,
4 KDa,
KDa 1:1
> 1500 KDa
> 300 - 500
> 100 - 300 .5 - 2,
TF KDa,
KDa 1:1
> 1500 KDa
> 200 - 300
> 100 - 300 .5 - 2,
9V KDa,
KDa 1:1
> 1000 KbDa
> 200 - 300
> 100 - 300 .5 - 2,
9N KDa,
KDa 1:1
> 1000 KbDa
> 200 - 300
> 100 - 300 .5 - 2,
14 KDa,
KDa 1-2
> 2500 KbDa
> 200 - 400 > 800 KDa, .5 - 2,
18C
KDa > 2500 KDa 1-2
> 300 - 500
> 100 - 300 .5 - 2,
19A KDa,
KDa 1:1
> 1500 KDa
> 300 - 500
> 100 - 300 .5 - 2,
19F KDa,
KDa 1:1
> 1500 KDa
> 200 - 300
> 100 - 300 .5 - 2,
23F KDa,
KDa 1:1
> 1000 KDa
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> 200 - 300
> 100 - 300 0.5 - 2,
33F KDa, < 2
KDa 1:2
> 2500 KDa
Nota: Padrdo interno para SEC - HPLC (KDa): mistura padrédo

de Pollulan (2 KDa - 1200 KDa)

Exemplo 4 - Formulagdo investigacional de vacina de
conjugado pneumocécico de 16 valéncias ou valéncia mais
alta

[00090] Conjugados de polissacarideo pneumocdcicos -
CRM197 para os sorotipos contendo 1, 3, 5, 7F, 14, 15B,
18C, 22F, 23F, 33F, 35B e conjugados de polissacarideo de
reacdo cruzada 6A, 6B, 9V, 9N, 15A, 15B, 19A e 19F foram
combinados para produzir uma concentracdo de antigeno final

de 4.0 pg PS/mL. Solucdo de cloreto de sédio (150 mM), 10 -

X

20 mM de histidina, &cido succinico e 0,001 % de Tween 20
foram também usados durante o processo de formulagcdo como
diluentes e fosfato de aluminio (Adju-Phos, Brenntag, USA)
foi usado como adjuvante investigacional. O conjugado 16-V
foi assepticamente depositados em frascos estéreis de 2 mL.
PNEUMOVAX® (Merck, USA) ou PREVNAR-13® (Pfizer, USA) foram
usados como duas formulacgdes de vacinas comerciais
controle.

Exemplo 5 - Estudos de imunogenicidade dos conjugados

[00091] Um modelo de coelho branco New Zealand (NZW)
foi selecionado neste trabalho para comparar a
imunogenicidade dos conjugados pneumocdcicos PS-CRM197. Os
coelhos de todos os grupos (16-V {valéncia}, PREVNAR-13® e
PNEUMOVAX®) foram examinados para sinais clinicos antes e

depois dos periodos de imunizacdo. Para todos os grupos, a
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pré-imunizacdo, dose de amplificacdo (dias 7 e 14) e
hemorragia terminal (28 dias) foram coletados e aliquotados
e armazenados a -80 °C até o uso. Ensaios de
imunogenicidade multiplexada para a determinacdo de IgG
total foram realizados de acordo com o protocolo padréo
usando soro padrdo de referéncia 007 (CBER, FDA, USA). O
soro de referéncia e soro de coelho foram diluidos e pré-
adsorvidos para anticorpos de reacdo cruzada por tratamento
como CWPS pneumocdcico e tanto 22F PS ou 25PS. Anticorpos
anti-polissacarideo monoclonais humanos (Pamlico Biopharma,
USA) foram usados para estimar o IgG total. Bio-Plex 200
(Bio-Rad). O leitor Multiplex foi usado de acordo com as
instrucdes do fabricante (vide Figuras 27, 2B e 2C).

Exemplo 5 - Ativagdo e ligacdo de ligantes espagadores
curtos e longos de sorotipos de polissacarideo capsular de
reagdo cruzada de S. Pneumoniae

[00092] Os sorotipos de 6A / 6B, 9V / 9N, 15A / 15B
e 19A / 19F os quails sdo sorotipos de reacdo cruzada séo

usados para a sintese de conjugados bivalentes contendo

polissacarideos capsulares e ©proteina carreadora. Os
conjugados bivalentes por definicéo contém dois
polissacarideos capsulares ligados ao CRM197

simultaneamente ou concomitantemente.

[00093] A ativacdo dos polissacarideos de tamanho
reduzido derivados do ©polissacarideo capsular de S.
Pneumoniae tipo ©6A e 6B, a conjugacdo com CRM197 e a
introdugcdo dos grupos amino primario ou hidrazida aos
oligossacarideos ocorreu ao mesmo tempo.

[00094] Polissacarideos nativos ou oligossacarideos
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de tamanho reduzido do sorotipo 6A e 6B (> 200 - 500 KbDa)
foram conjugados usando o mesmo procedimento tal como
descrito no Exemplo 1 - 4.

[00095] As misturas de polissacarideos de tamanho
reduzido entdo obtidas foram dissolvidas em 4&gua por
injecdo, de modo que a concentracdo final foi de 10 mg /
ml. Os polissacarideos de tamanho reduzido dentro dos quais
0s grupos amino ou hidrazida foram introduzidos foram

diluidos para uma concentracdo de 10 mg / ml em uma solucdo

aquosa de dimetil sulféxido (DMSO) de modo que a
porcentagem de DMSO estava na faixa de 20 - 30 &% (v / v).

Isto foi adicionado ao DMSO contendo ligante de cadeia
curta tal como ADH ou ligantes de cadeia longa tais como
descritos na Tabela 2 em excesso molar relativamente aos
grupos amino / hidrazida introduzidos nos polissacarideos
de tamanho reduzido (usualmente 5:1 ou 10:1), mais
especificamente 8:1.

[00096] A reacdo foi realizada em temperatura
ambiente por uma duragdo de 4 - 12 horas. Ao final do
periodo de reacdo, o produto de reacdo foi, entéo,
purificado usando filtros Centricon de 3 - 10 KDa.

Exemplo 6 - Conjugagdo simultdnea ou concomitante de
oligossacarideos de S. pneumoniae do tipo 6A e tipo 6B com
proteina carreadora CRM197 como produgdo de conjugados
bivalentes.

[00097] A solucdo aquosa contendo 15 mg / ml de
CRM197, foi adicionada ao DMSO contendo o ligante ligado ao
oligossacarideo (20 - 30 % em &gua) derivado do

polissacarideo capsular de S. pneumoniae tipo 6A. A
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proporcédo do ligante ligado ao oligossacarideo para CRM197
foi selecionada dentre 1:1, 2:1, 1:2. A mistura entédo
obtida foi mantida sob agitacdo leve, em temperatura
ambiente por 8 - 12 horas. Ao final do referido tempo, a
solucdo contendo o oligossacarideo derivatizado derivado do
polissacarideo capsular de S. Pneumoniae 6B foi adicionado.
A proporcdo molar de ©polissacarideo capsular de S.
Pneumoniae 6B para CRM197, foi selecionada a partir de 1:1,
2:1, 1:2. A mistura resultante foi mantida por 8 - 12 horas
em temperatura ambiente (Tabela 5). A reacdo de conjugacéo
também pode ser realizada pela adigcdo, no mesmo tempo
(concomitante), de uma solucéao contendo CRM197, o}
oligossacarideo ativado respectivamente derivado do
polissacarideo capsular de S. pneumoniae tipo 6A e do
polissacarideo capsular de S. pneumoniae tipo ©6B. Os
conjugados oligossacarideo - proteina entdo obtidos foram
dializados usando membrana de diadlise de 100 - 300 KDa
(Spectrum lab, USA), condicionada em 0,01M de tampdo
fosfato contendo 0,2M de NaCl (pH = 6.6 - 7.0) e, por fim,
filtradas através de um filtro de 0.22 um.

[00098] Todos os outros conjugados de
polissacarideos de reacgdo cruzada foram feitos usando o
mesmo procedimento tal como usado acima. As sequéncias de
reacdo s&o mostradas nas Figuras 3A, 3B, 4A e 4B.

Tabela 5

Comparacgdes de conteudos de PS

Oligossac KDa de Proporcédo em % de
KDa de
arideo oligossaca peso de oligoss
conjugado
bivalente rideo polissacarideo acaride
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ativado total:proteina o livre
em peso
> 100 - 2 - 1.5
6A - 6B 2.0:1.5 < 2
300 (1:0.75)
> 100 -
> 1200 - 2 - 1.4
6A - 6B 300, < 3
2500 KDa (1: 0.7)
> 300
> 100 - > 500 - 2 - 1.6
19A - 19F < 2
300 800 KDa (1:0.8)
> 100 -
> 500 - 2 - 1.3
15A - 15B 300, < 3
1000 KDa (1: 0.65)
> 300
> 100-300, > 500 - 2 - 1.3
9V - 9N < 3
> 300 1000 KDa (1: 0.65)
Exemplo 7 - Formulagdo investigacional de wvacina de

conjugado pneumoccécico de 18 valéncias ou mais.

[00099]

Conjugados de

polissacarideo

CRM197 para os sorotipos contendo 1, 3, 5, 7F,

22¥%, 23F,

33F,

35B

(10

sorotipos

conjugados de polissacarideo de reacdo cruzada

(9v, O9N),

(154,

15B)

e (194,

pneumocdcico

14, 18cC,

de polissacarideos) e
(6A, ©6B),
19F) (8 sorotipos) foram

combinados para produzir uma concentracdo de polissacarideo

final de 2,2

humana,

20 mM de histidina,
de Tween 20 foram também usados

formulacdo como diluente e fosfato de aluminio

Brenntag,

[000100
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altas (> 20V - 24V) foram assepticamente depositados em
frascos estéreis de 2 mL. PNEUMOVAX® (Merck, USA) e/ou
PREVNAR-13® (Pfizer, USA) foram usados como controles.

Exemplo 9 - Estudos de imunogenicidade dos conjugados.

[000101] Um modelo de coelho branco New Zealand (NZW)
foi selecionado neste trabalho para comparar a
imunogenicidade dos conjugados pneumocdcicos PS-CRM197. Os
coelhos de todos os grupos (conjugados de 18 wvaléncias ou
valéncias mais altas, PREVNAR-13®, Pfizer e PNEUMOVAX®-23
(Merck USA) foram examinados para titulos soroldgicos antes
e apds os periodos de imunizacdo. Para todos os grupos, a
pré-imunizacdo, dose de amplificacdo (dias 7 e 14) e
hemorragia terminal (28 dias) foram coletados e aliquotados
e armazenados a -80 °C até o uso. Ensaios de
imunogenicidade para a determinacdo do IgG total foram
realizados de acordo com o protocolo padrdo usando O SOro
padrdo de referéncia 007 (CBER, FDA, USA). O soro de
referéncia e soro de coelho foram diluidos e pré-adsorvidos
para anticorpos de reagdo cruzada por tratamento como CWPS
pneumocdcico e sorotipo ndo vacinal 25PS. Anticorpos anti-
polissacarideo monoclonais humano / de coelho / de
camundongo foram usados para estimar o IgG total. O leitor
Bio-Plex 200 (Bio-Rad) foi usado de acordo com as
instrucdes do fabricante.

[000102] A imunogenicidade dos conjugados, isto &, os
anticorpos especificos do polissacarideo capsular (IgG
total) foli medida usando método de ensaio ELISA a base de
grénulos. Os valores de IgG total foram fornecidos na

Tabela 6 e foram comparados frente a frente com PREVNAR-13®
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em dados de imunogenicidade em coelhos. Dados do dia 14
mostram o aumento significativo no titulo na vacina IVT -
18V - 1 quando comparada a vacina PREVNAR-13®. De forma
similar, dados de IVT - 18V - 1 apresentam ampliacéo
significativa nos valores de IgG gquando comparado com O
PREVNAR-13® (Tabela ©0).
Tabela 6

Anticorpos especificos dos polissacarideos capsulares (IgG
total em pg / ml) usando ensaio ELISA a base de multiplos

granulos para vacinas de conjugado monovalente 18V

PREVNAR

(IgG) (IgG) IVT-18V-1 (IgG) (IgG)
e dia 14 / dia 28 / 2.2 png /| dia 14 / |dia 28 /
2.2 ug
dia zero dia zero dose dia zero |dia zero

/ dose
1 45 350 1 375 1500
3 47 200 3 48 480
6A 188 560 6A 775 3775
6B 165 780 6B 662 3662
18C 50 280 18C 306 3560
19A 45 235 19A 233 2500
19F 29 290 19F 72 720
4 49 230 4 150 750
5 186 700 5 550 3550
TF 180 680 TF 332 3860
MY 52 520 oV 212 2400
9N - - 9N 200 2200
14 85 400 14 272 2890
15A - - 15A 672 3900
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15B - - 15B 750 4000
18C 175 800 18C 550 5500
22F - - 22F 1000 8000
23F 53 450 23F 212 2420

[000103] ©Nota: IVT - 18V = vacina de conjugados 18-V
(conjugados monovalentes misturados entre si); os sorotipos
ON, 15A, 15B, 22F e 23F sdo estdo presentes no PREVNAR-13®,
assim, os valores de IgG ndo foram medidos; formulacdo 18-V
como conjugados monovalentes foram preparadas usando 2.2 ug
para cada sorotipo exceto 4.4 ng de conjugado 6B. Solucgdo
de cloreto de sdédio (150 mM), 10 - 20 mM de histidina, 20
mM de HEPES ou tampdo MOPS e 0.001 % de Tween 20 foram
também usados durante o processo de formulacdo como
diluente e fosfato de aluminio (Adju-Phos, Brenntag, USA)
foi usado como adjuvante investigacional; anticorpos de
polissacarideos capsulares (IgG total) usando ELISA a base
de grénulos: formulacdo de vacina conjugada 18-V-2 (IVT -
18V - 2): formulacdo 10-V como conjugados monovalentes e 8
- V remanescente adicionada como conjugados bivalentes os
quais incluem 6A / 6B, 9V / 9N, 15A / 15B e 19A / 109F.
(dose de vacina usada como 2.2 ug para cada sorotipo exceto
4.4 png de 6B) formulacdo 10-V como conjugados monovalentes
e 8-V remanescentes adicionado como conjugados bivalentes
0s quais incluem conjugados bivalentes unimoleculares 6A /
6B, 9V / 9N, 15A / 15B e 19A / 19F. 6A - 6B sdo usados como
2.2 ng / dose, conjugados Dbivalentes remanescentes sé&o
usados como 2.2 pg / dose. Solucdo de cloreto de sdébdio (150
mM), 10 - 20 mM de histidina, 20 mM de HEPES ou tampdo MOPS

e 0.001 % de Tween 20 foram também usados durante o
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processo de formulacdo como diluente e fosfato de aluminio

(Adju-Phos, Brenntag, USA) foi usado como adjuvante
investigacional.

[000104] A imunogenicidade dos conjugados, anticorpos
especificos do polissacarideo capsular (IgG total) foi

medida usando método de ensaio ELISA a base de granulos
foram fornecidos na Tabela 7. Os valores de IgG total foram
comparados frente a frente com PREVNAR-13® em dados de
imunogenicidade em coelhos. Dados do dia 14 mostram o
aumento significativo no titulo na vacina IVT-18V-2 quando
comparada a vacina PREVNAR-13®. De forma interessante, os
dados para IgG total de IVT-18V-2 para sorotipos de
conjugados bivalentes (por exemplo, 6A / 6B, 9V / 9N, 15A /
15B e 197 / 19F) apresentou uma amplificacdo significativa
nos valores de IgG quando comparado a formulagcdo IVT - 18V
- 1 com conjugados monovalentes. Sendo assim, pode ser
concluido que os conjugados bivalentes apresentam melhor
imunogenicidade em comparacdo aos conjugados monovalentes
(Tabela 7). Sendo assim, a formulacdo de vacina conjugada
IVT-18V-2 apresenta imunogenicidade superior ndo apenas
contra PREVNAR-13® porém também contra a formulacdo IVT-
18V-1. Os polissacarideos conjugados com ligante 1-3.5K
(HZ-PEG-HZ) elicitam uma imunogenicidade muito mais alta em
comparacdo com ligante de cadeia curta (ADH) ou nenhum
ligante de conjugado como em PREVNAR-13®.
Tabela 7
Anticorpos de polissacarideos capsulares (IgG total) usando

ELISA a base de mualtiplos gréanulos
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PREVNAR-
Proporcédo | Proporcgdo |IVT-18V-2|Proporcédo|Proporgédo
13®
dia 14 / dia 28 / | 2.2 pnpg / |dia 14 / | dia 28 /
2.2 ng /
dia O dia O dose dia O dia O
dose
1 45 350 1 375 1500
3 47 200 3 50 530
4375 /
0A 188 560 6A / 6B |875 / 762
4662
6B 165 780
18C 50 280 18C 316 3600
3500 /
19A 45 235 19A / 19F(300 / 198
2700
19F 29 290
4 49 230 4 180 1000
5 186 700 5 550 3600
TF 180 680 TF 360 4100
3400 /
AV 52 520 9v / 9N |350 / 300
3200
ON - -
14 85 400 14 310 32000
5900 /
15A - - 15A / 15B|872 / 850
5600
15B - -
18C 175 800 18C 600 6800
22F - - 22F 1020 8150
23F 53 450 23F 300 3200
[000105] ©Nota: 1VvI - 18V - 2 = 10 conjugados

Peti¢&o 870200022807, de 17/02/2020, péag. 50/59



44/46

monovalentes e 4 conjugados bivalentes misturados entre si;
18-V formulacdo de vacina conjugada (IVT - 18V - 3):
formulacdo 10-V como conjugados monovalentes usados como
2,2 ng / dose e 8-V remanescente adicionado como conjugados
bivalentes os quais incluem 6A / 6B, 9V / 9N, 15A / 15B e
19A / 19F usados como 1.1 pg / dose, exceto 6B 2,2 ng /
dose.

[000106] A imunogenicidade dos conjugados, isto &, os
anticorpos especificos do polissacarideo capsular (IgG
total) foram medidos usando o método de ensaio ELISA a base
de multiplos grénulos. Os valores de IgG total foram
fornecidos na Tabela 8 e foram comparados frente a frente
com PREVNAR-13® em dados de imunogenicidade em coelhos.
Dados do dia 14 mostram o aumento significativo no titulo
da vacina IVT-18V-3 quando comparada a vacina PREVNAR-13®.
De forma interessante, nas formulacdes IVT-18V-3 com menor
dose (dose 2,2 wvs 1,1 wug), os dados de IgG total para
sorotipos de conjugados bivalentes (por exemplo, 6A / 6B,
ov. / 9N, 15A / 15B e 19A / 19F) apresentam valores
comparaveis de IgG gquando comparados com formulacdes IVT -
18V - 2 para os sorotipos de conjugado bivalente. Sendo
assim, pode ser concluido que os conjugados bivalentes
apresentam melhor imunogenicidade em comparacao a
conjugados monovalentes em menor dose. Sendo assim, a
formulacéo de vacina conjugada IVT-18V-2 apresenta

imunogenicidade superior ndo apenas contra PREVNAR-13®

porém também contra a formulacéo IVT-18v-1. Os
polissacarideos conjugados com ligante 1 - 3,5K (HZ - PEG -
HZ) elicitam uma imunogenicidade muito maior quando
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conjugado como em PREVNAR-13®

(ADH)

(Tabela 8).

Tabela 8

ou nenhum ligante de

Dados de IgG total para sorotipos de conjugados bivalentes

PREVNAR-
Proporcgdo | Proporgdo [IVT-18V-2|Proporcado|Proporgdo
13®
dia 14 / dia 28 / 2,2 pg / |dia 14 / |dia 28 /
2,2 nug /
dia O dia O dose dia O dia O
dose
1 45 350 1 375 1500
3 47 200 3 50 530
4275 /
6A 188 560 6A / 6B [825 / 860
4900
6B 165 780
18C 50 280 18C 316 3600
3400 /
19A 45 235 19A / 19F|275 / 250
3000
19F 29 290
4 49 230 4 180 1000
5 186 700 5 550 3600
TF 180 680 TF 360 4100
3300 /
ov 52 520 9v / 9N (320 / 380
3800
9N - -
14 85 400 14 310 32000
5800 /
15A - - 15A / 15B|790 / 900
6200
15B - -
18C 175 800 18C 600 6800
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22F - - 22F 1020 8150
23F 53 450 23F 300 3200
Nota: 1VI - 18V - 3 = 10 conjugados monovalentes e 4

conjugados bivalentes misturados entre si.

[000107] Outras concretizacdes e usos da invencéao
serdo evidentes para um técnico no assunto a partir das
consideracdes do relatdério descritivo e pratica da invencéo
aqui descrita. Todas as referéncias aqui citadas, incluindo
todas as publicacdes, patentes e pedidos de patentes norte
americanos e estrangeiros, estéo especificamente e
totalmente incorporados por referéncia. Esta previsto que o
relatdério descritivo e os exemplos sejam considerados
apenas exemplos, com o verdadeiro escopo da invencdo sendo
indicado pelas reivindicagdes a seguir. Além disso, o termo

”

“compreendendo” inclui os termos “consistindo em e

“consistindo essencialmente em”.
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REIVINDICAGOES

1. Composicdo imunogénica caracterizado pelo fato de
compreender:

conjugados de primeiro e segundo grupos, em que:

os conjugados de primeiro grupo compreendem uma
primeira colecdo de conjugados monovalentes, em que cada
conjugado monovalente compreende uma primeira proteina
carreadora e um polissacarideo capsular de Streptococcus
pneumoniae e a primeira colecdo inclui polissacarideos
capsulares de Streptococcus pneumoniae dos serotipos 1, 2,
3, 4, 5, 7¢, 8, 10A, 11A, 12, 14, 17F, 18C, 20, 22F, 23F,
24F, 33F e 35B; e
os conjugados de segundo grupo compreendem uma

segunda colecdo de conjugados multivalentes e/ou bivalentes,
em qgue cada conjugado multivalente ou bivalente compreende
uma segunda proteina carreadora e pelo menos dois
polissacarideos capsulares de Streptococcus pneumoniae,
selecionados a partir de um ou mais dos grupos consistindo
dos serotipos 6A, 6B, 6C e/ou 6D de Streptococcus pneumoniae,
serotipos 9V, O9N, O9A e9B de Streptococcus pneumoniae,
serotipos 15B, 15A, elbC de Streptococcus pneumoniae, €
serotipos 19A e 19F de Streptococcus pneumoniae, em Jque um
ou mais dos polissacarideos capsulares sdo acoplados por
meio de um ligante bifuncional, em que o conjugado
multivalente contém uma quantidade de proteina carreadora
gue é menor do que uma quantidade de polissacarideo capsular.

2. Composicgédo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de os conjugados de

segundo grupo serem conjugados bivalentes.
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3. Composicdo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de os conjugados
bivalentes compreenderem dois sorotipos de reacéao
imunologicamente cruzada e ser representado pela férmula
PSl-proteina carreadora-PS2, em que PS1l e PS2 representam
polissacarideos diferentes e proteina carreadora se refere
a segunda proteina carreadora.

4. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de os conjugados
bivalentes serem conjugados com a mesma proteina carreadora
sequencialmente ou simultaneamente.

5. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de os conjugados de
segundo grupo compreenderem conjugados bivalentes e os
polissacarideos capsulares dos conjugados bivalentes terem
um peso molecular de 10 kDa a 50 kDa.

6. Composicdo imunogénica, de acordo com a
reivindicagcdo 1, caracterizado pelo fato de o ligante
bifuncional adicionalmente compreender um braco espacador de
9-40 A.

7. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de a primeira
proteina carreadora e/ou a segunda proteina carreadora
compreender toxoide de tétano, toxoide de difteria, CRM197,
fragmentos de toxoide de tétano (TTHc), proteina N.
meningitidis PorB, proteinas do virus RSV, proteinas de
Bordetella Pertussis , toxoide de Pertussis (PT), toxina
adenilato ciclase (ACT), antigenos da proteina viral do

papiloma virus humano, uma proteina de 69 KDa viral de
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papiloma humano, formas VLP do papiloma wvirus humano,
antigeno do nucleo do virus hepatite B, formas VLP do virus
da hepatite B, derivados de HBsAg e/ou combinacdes dos mesmos.

8. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de uma uUnica dose
compreender menos do que 4 microgramas.

9. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de a quantidade da
primeira e segunda proteinas carreadoras ser de 0,5% a 0,8%,
em peso, dos conjugados.

10. Composicéao imunogénica, de acordo com a
reivindicacgdo 1, caracterizado pelo fato de os conjugados do
segundo grupo compreenderem conjugados bivalentes e os
polissacarideos capsulares dos conjugados bivalentes terem
um peso molecular de 30 KDa a 100 KDa.

11. Composicéao imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de um ou mais dos
conjugados monovalentes compreenderem um ligante.

12. Composicédo imunogénica, de acordo com a
reivindicacgédo 1, caracterizado pelo fato de ainda compreender
pelo menos um adjuvante selecionado a partir do grupo dque
consiste em sal de aluminio, fosfato de cdlcio, um lipossoma
de monofosforil 1lipidio A (MPLA), saponina QS-21 e um
potente agonista TLR7/8.

13. Composicgéo imunogénica, de acordo com a
reivindicagcdo 12, caracterizado pelo fato de o sal de
aluminio ser selecionado a partir do grupo gque consiste
em fosfato de aluminio, sulfato de aluminio e hidrdéxido

de aluminio.
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14. Composicgéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de a segunda colecgédo
incluir serotipos 6A, 6B, 6C e 6D de Streptococcus pneumoniae,
serotipos 9V, 9N, 9A e 9B de Streptococcus pneumoniae,
serotipos 15B, 15A e 15C de Streptococcus pneumoniae, €
serotipos 19A e 19F de Streptococcus pneumoniae.

15. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de os conjugados do
segundo grupo compreenderem conjugados bivalentes e o0s
polissacarideos capsulares dos conjugados bivalentes terem
um peso molecular de 100 KDa a 300KDa.

16. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de a administracéao
de uma Unica dose gerar uma resposta imune menor a proteina
carreadora em comparacdo com a administracdo de um conjugado
semelhante contendo apenas conjugados monovalentes dos

mesmos polissacarideos.
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CPS - TITULO DE IgG TOTAL ESPECIFICO
IgG EXPRESSO EM puG COM BASE EM SORO PADRAO DE
REFERENCIA PNEUMOCOCICA SPBO7 (CBER-FDA)
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FIGURA 2A
CPS - TITULO DE Ig6 TOTAL ESPECIFICO
IgG EXPRESSO EM puG COM BASE EM SORO PADRAO DE
REFERENCIA PNEUMOCOCICA SP0O7 (CBER-FDA)
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CPS BIVALENTE 6A-CRM197-6B - TITULO DE Ig6 TOTAL ESPECIFICO
Ig6 EXPRESSO EM PG COM BASE EM SORO PADRAO DE
REFERENCIA PNEUMOCOCICA SP0O7 (CBER-FDA)
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