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(57) Resumo: CONJUGACAO DE POLISSACARIDEOS CAPSULARES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS DO TIPO 5 E TIPO
8 A invencao fornece um processo para a preparacéo de um conjugado de um polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 5 ou
tipo 8 e uma molécula de transporte, que compreende as etapas de: (a) despolimerizacéo do polissacarideo capsular, para gerar
um fragmento de polissacarideo; (b) oxidacao do fragmento a fim de introduzir um grupo aldeido em pelo menos um residuo
sacaridico no fragmento, para gerar um residuo sacaridico oxidado; e (C) acoplamento do residuo sacaridico oxidado a uma
molécula de transporte por meio do grupo aldeido, gerando, dessa forma, o conjugado. O acoplamento na etapa (c) pode ser
direto, ou pode ser por meio de uma molécula vinculadora. A invengéo também fornece um conjugado obtido ou passivel de
obtengé&o por esse processo.
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CONJUGACKO DE POLISSACARfDEOS CAPSULARES DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS DO TIPO 5 E TIPO 8

CAMPO TECNICO

Esta invencdo estd no campo de conjugagdo de
sacarideos capsulares bacterianos, particularmente
polissacarideos capsulares de Staphylococcus aureus tipo 5
ou tipo 8, um veiculos a fim de formar glicoconjugados. Os
glicoconjugados s&o Uteis para imunizagdo.

FUNDAMENTOS DA TECNICA

Os sacarideos capsulares de bactérias tém sido usados
por muitos anos em vacinas contra bactérias capsuladas. No
entanto, como sacarideos sdo antigenos T-independentes,
eles s3o pouco imunogénicos. A conjugagdo a um veiculo pode
converter antigenos T-independentes em antigenos T-
dependentes, aumentando, dessa forma, respostas de memdria
e permitindo que a imunidade protetora se desenvolva. As
vacinas de sacarideo mais eficazes sao, portanto, baseadas
em glicoconjugados, e um protdtipo de vacina conjugada foi
contra Haemophilus influenzae tipo b (“Hib”) [por exemplo,
veja o capitulo 14 da referéncia 97].

Outra bactéria para a qual foram desenvolvidas vacinas
conjugadas & Staphylococcus aureus (8. aureus). Varios
polissacarideos foram isolados de S. aureus para uso em
glicoconjugados. Dois polissacarideos de interesse
particular sdo polissacarideos capsulares do tipo 5 e do
tipo 8. Aproximadamente 60% das cepas de S. aureus humano
s3o tipo 8 e aproximadamente 30% sdo do tipo 5. Muito do
trabalho dos conjugados do tipo 5 e tipo 8 foi realizado
por Fattom e cols., e estd descrito em documentos como, por

exemplo, referéncias 1 a 9. O processo de Fattom para
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conjugagdo de polissacarideos do tipo 5 e tipo 8
tipicamente envolve tiolacgao de um polissacarideo
purificado usando cistamina. A reacdo se baseia na presenca
de grupos carboxilato no polissacarideo capsular. Esses
grupos reagem com cistamina na presenca de uma
carbodiimida, por exemplo, EDAC. e} polissacarideo
derivatizado & entdo conjugado a uma proteina de transporte
como, por exemplo, a endotoxina A de Pseudomonas aeruginosa
(ETA), tipicamente por meio de um vinculador [2]. Outros
pesquisadores realizaram conjugacdo de polissacarideos
capsulares do tipo 5 e do tipo 8 purificados por aminagdo
redutiva [10 e 11]; acoplamento de glutaraldeido [10]; ou
reacdo de grupos hidroxil nos polissacarideos com agentes
de cianilacdo como, por exemplo, CDAP [12] ou tricloreto
cianGrico [13].

Embora tendo sido demonstrado que as vacinas
conjugadas preparadas pelo processo de Fattom sdo seguras €
imunogénicas em humanos [5], permanece a necessidade de
formas adicionais e melhores de preparar conjugadbs de
polissacarideos capsulares de S. aureus tipo 5 ou tipo 8.

REVELACAO DA INVENGAO

A invencdo é baseada em um método de conjugagdo dque
pode ser usado no lugar dos métodos de conjugagdo revelados
na técnica estabelecida. Diferentemente desses métodos, ©
método da invencdo ndo envolve conjugagao por meio de
grupos hidroxil ou carboxilato no polissacarideo. O método,
portanto, deixa esses Jgrupos em uma forma que €& mais
proéxima a forma observada no polissacarideo nativo do que a
da técnica estabelecida. Em vez de usar esses Jgrupos, o©

método envolve a geracdo de grupos aldeido reativos no
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polissacarideo para uso na conjugagdo. Os conjugados
resultantes podem ter propriedades imunoldgicas diferentes,
preferivelmente aprimoradas, comparados com os conjugados
da técnica estabelecida.

A invencdo, portanto, fornece métodos alternativos ou
aprimorados para conjugagdo de um polissacarideo capsular
de S. aureus tipo 5 ou tipo 8 a uma proteina de transporte
e conjugados obtidos a partir dela. A invengdo também
fornece intermedidrios que sdo UGteis nos métodos da
invencdo e métodos para a preparagdo desses intermediarios.

Em um primeiro aspecto, a invengdo fornece um processo
para a preparagdo de um conjugado de um polissacarideo
capsular de S. aureus tipo 5 ou tipo 8 e uma molécula de
transporte, que compreende as etapas de: (a)
despolimerizagdo do polissacarideo capsular, para gerar um
fragmento de polissacarideo; (b) oxidagdo do fragmento a
fim de introduzir um grupo aldeido em pelo menos um residuo
sacaridico no fragmento, para gerar um residuo sacaridico
oxidado; e (¢) acoplamento do residuo sacaridico oxidado a
uma molécula de transporte por meio do grupo aldeido,
gerando, dessa forma, o conjugado. O acoplamento na etapa
(¢) pode ser direto, ou pode ser por meio de uma molécula
vinculadora. A invencdo também fornece um conjugado obtido
ou passivel de obtengdo por esse processo.

O polissacarideo capsular

A invencdo se baseia nos polissacarideos capsulares de
S. aureus tipo 5 e tipo 8. As estruturas de polissacarideos
capsulares do tipo 5 e do tipo 8 foram descritas nas
referéncias 14 e 15 como:

Tipo 5



10

15

20

25

30

- 4)—p-D-ManNAcA(30Ac)-(1»4)—a-L-FucNAc(1e3)-p-D-FucNAc—(l

Tipo 8

- 3)—p—D—ManNAcA(4OAc)—(193)-a—L—FucNAc(1+3)—p—D—FucNAc—(l

Dados recentes de espectroscopia por RNM [16] levaram
a uma revisdo dessas estruturas para:
Tipo 5

- 4)—p—D—ManNAcA—(1e4)—a—L—FucNAc(BOAc)—(1»3)—p—D—FucNAc—(1

Tipo 8
- 3)—p—D—ManNAcA(4OAc)-(1»3)—a—L—FucNAc(1»3)—a-D—FucNAc(l =

O polissacarideo pode ser modificado quimicamente em
relacdo ao polissacarideo capsular encontrado na natureza.
Por exemplo, o polissacarideo pode ser des-O-acetilado
(parcial ou totalmente), des-N-acetilado (parcial ou
totalmente), N-propionado (parcial ou totalmente) etc. A
desacetilacdo pode ocorrer antes, durante ou depois da
conjugacdo, mas tipicamente ocorre antes da conjugagao.
Dependendo do polissacarideo particular, a desacetilagdo
pode ou ndo afetar a imunogenicidade; por exemplo, a vacina
NeisVac C™ usa um polissacarideo des-0O-acetilado, enquanto
Menjugate™ é acetilado, mas ambas as vacinas sdo eficazes.
O efeito da desacetilagdo etc. pode ser avaliado por
ensaios de rotina. Por exemplo, a relevdncia da O-
acetilacdo em polissacarideos capsulares de S. aureus tipo
5 ou tipo 8 & discutida na referéncia 6. Os polissacarideos
nativos sio considerados neste documento como tendo 75% de
O-acetilacdo. Esses polissacarideos induziram anticorpos

tanto para o arcabougo do polissacarideo quanto para OS
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grupos O-acetil. Polissacarideos com 0% de O-acetilagéo
ainda despertam anticorpos para o arcabougo do
polissacarideo. Ambos os tipos de anticorpos eram opsdnicos
contra cepas de S. aureus que variavam em seu teor de O-
acetil. Consequentemente, os polissacarideos capsulares do
tipo 5 ou do tipo 8 usados na presente inveng¢do podem ter
entre 0 e 100% de O-acetilagdo. Por exemplo, o grau de O-
acetilagdo do polissacarideo capsular do tipo 5 pode ser de
10-100%, 10-100%, 20-100%, 30-100%, 40-100%, 50-100%, 60-
100%, 70-100%, 80-100%, 90-100%, 50-90%, 60-90%, 70-90% ou
80-90%. Alternativamente, pode ser usado 0% de
polissacarideo capsular do tipo 5 O-acetilado.
Similarmente, o grau de O acetilagdo do polissacarideo
capsular do tipo 8 pode ser de 10-100%, 10-100%, 20-100%,
30-100%, 40-100%, 50-100%, 60-100%, 70-100%, 80-100%, 90-
100%, 50-90%, 60-90%, 70-90% ou 80-90%. Alternativamente,
pode ser usado 0% de polissacarideo capsular do tipo 8 O-
acetilado. Em uma modalidade, o grau de O-acetilagdo dos
polissacarideos capsulares do tipo S e do tipo 8 pode ser
de 10-100%, 20-100%, 30-100%, 40-100%, 50-100%, 60-100%,
70-100%, 80-100%, 90-100%, 50-90%, 60-90%, 70-90% ou 80-
90%. Em outras modalidades, sdo usados 0% de
polissacarideos capsulares do tipo 5 e do tipo 8 O-
acetilados. O grau de N-acetilagdo do polissacarideo
capsular do tipo 5 usado na invengdo pode ser de 0-100%,
50-100%, 75-100%, 80-100%, 90-100% ou 95-100%. Tipicamente,
o grau de N-acetilagdo do polissacarideo capsular do tipo 5
& de 100%. Similarmente, o grau de N-acetilagdo do
polissacarideo capsular do tipo 8 usado na invengdo pode

ser de 0-100%, 50-100%, 75-100%, 80-100%, 90-100% ou 95-
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100%. Tipicamente, o grau de N-acetilagdo do polissacarideo
capsular do tipo 8 & de 100%. Em uma modalidade, o grau de
N-acetilagdo dos polissacarideos capsulares do tipo 5 e do
tipo 8 pode ser de 0-100%, 50-100%, 75-100%, 80-100%, 90-
100% ou 95-100%. Tipicamente, o grau de N-acetilagdo do
polissacarideo capsular do tipo 5 e do tipo 8 & de 100%.

O grau de O-acetilagdo do polissacarideo pode ser
determinado por qualquer método conhecido na técnica, por
exemplo, por RNM de prdton (por exemplo, como descrito nas
referéncias 17, 18, 19 ou 20). Um método adicional &
descrito na referéncia 21. Métodos similares podem serxr
usados para determinar o grau de N-acetilagdo do
polissacarideo. Grupos O-acetil podem ser removidos por
hidrélise, por exemplo, por tratamento com uma base como,
por exemplo, hidrazina anidra [22] ou NaOH [6]. Métodos
similares podem ser usados para remover grupos N-acetil.
Para manter niveis elevados de O-acetilacgdo em
polissacarideos capsulares do tipo 5 e/ou 8, tratamentos
que levam & hidrélise dos grupos O-acetil sdo minimizados,
por exemplo, tratamentos em extremos de pH.

Os polissacarideos capsulares podem ser purificados
por técnicas conhecidas, como descrito nas referéncias aqui
citadas. Um processo tipico envolve inativagdo com fenol-
etanol de células de S. aureus, centrifugacdo, tratamento
com lisostafina, tratamento com RNase/DNase, centrifugagdo,
dialise, tratamento com protease, didlise adicional,
filtracgdo, precipitagdo com etanol/CacCl,, didlise,
liofilizacgdo, cromatografia de troca anibnica, dialise,
liofilizacdo, cromatografia de exclusdo de tamanho, dialise

e liofilizacdo [1]. Um processo alternativo envolve a
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autoclavagem de células de S. aureus, ultrafiltragdo do
sobrenadante contendo polissacarideo, concentracgao,
liofilizac8o, tratamento com metaperiodato de sdédio para
remover acido teicdico, ultrafiltracado adicional,
diafiltracdo, cromatografia liquida de exclusdo de tamanho
de alto desempenho, didlise e 1liofilizagdo [23]. De
preferéncia, & usado o processo de purificag@o descrito na
referéncia 24.

No entanto, a invencdo n3o estd limitada aos
polissacarideos purificados de fontes naturais, e os
polissacarideos podem ser obtidos por outros métodos, por
exemplo, sintese total ou parcial.

A molécula de transporte

A invencdo envolve o uso de moléculas de transporte,
gue s3o tipicamente proteinas. Em geral, a conjugagdo
covalente de sacarideos a veiculos aumenta a
imunogenicidade de sacarideos, na medida em gque os converte
de antigenos T-independentes em antigenos T-dependentes,
permitindo, dessa forma, a sensibilizagdo para memdria
imunolégica. A conjugagdo & particularmente atil para
vacinas pedidtricas [por exemplo, referéncia 25] e & uma
técnica bem conhecida [por exemplo, revisado nas
referéncias 26 a 34].

Proteinas de transporte preferidas sdo toxinas
bacterianas, por exemplo, toxinas da difteria ou tétano, ou
toxdides ou mutantes destes. Os inventores verificaram que
o mutante da toxina diftérica CRM197 [35] €& adequado. A
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (ETA) e seu mutante
atéxico, a exoproteina recombinante A (rEPA), tém sido

usados como proteinas de transporte para polissacarideos
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capsulares de S. aureus tipo 5 ou tipo 8 ([1] e [2]). A a-
hemolisina de S. aureus (a-toxina) ([10] e [36]),
ovalbumina [13] e albumina sérica humana [11] também tém
sido usadas. Esses veiculos podem ser usados na presente
invengdo.

Outras proteinas de transporte adequadas incluem o
complexo de proteina da membrana externa de N. meningitidis
[37], peptideos sintéticos [38, 39], proteinas de choque
térmico [41, 41], proteinas de pertussis [42, 43],
citocinas [44], linfocinas [44], hormdénios [44], fatores de
crescimento [44], albumina sérica humana (tipicamente
recombinante) , proteinas artificiais gue compreendem
miltiplos epitopos de célula T CD4" humana de varios

antigenos derivados de patdgeno [45], por exemplo, NI19

[46], proteina D de H. influenzae [47-49], proteina da
superficie pneumocdcica PspA [50], pneumolisina [51] ou
seus derivados atdéxicos [52], proteinas de captagdo de

ferro [53], toxina A ou B de C. difficile [54], uma
proteina de GBS [55], uma proteina de GAS [56] etc.

Outras proteinas de transporte adequadas incluem
antigenos protéicos de S. aureus, por exemplo, os antigenos
protéicos de S. aureus apresentados abaixo.

E possivel usar mais de uma proteina de transporte,
por exemplo, para reduzir o risco de supressdo do veiculo.
Dessa forma, diferentes proteinas de transporte podem ser
usadas para os polissacarideos capsulares do tipo 5 e do
tipo 8, por exemplo, © polissacarideo do tipo 5 pode ser
conjugado a CRM197, enquanto O polissacarideo do tipo 8
pode ser conjugado a rEPA. Também & possivel usar mais de

uma proteina de transporte para um antigeno polissacaridico
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particular, por exemplo, o polissacarideo do tipo 5 pode
estar em dois grupos, com um grupo conjugado a CRM197 e o
outro conjugado a rEPA. Tipicamente, no entanto, a mesma
proteina de transporte é usada para todos os
polissacarideos.

Uma Gnica proteina de transporte pode carregar mais de
um antigeno polissacaridico [57, 58]. Por exemplo, uma
inica proteina de transporte pode ter a ela conjugados
polissacarideos capsulares do tipo 5 e do tipo 8. Para
atingir esse objetivo, diferentes polissacarideos podem ser
misturados antes do processo de conjugagdo. Tipicamente, no
entanto, ha conjugados separados para cada polissacarideo,
com os diferentes polissacarideos sendo misturados apds a
conjugag¢do. Os conjugados separados podem ser baseados no
mesmo veiculo.

Despolimerizacgéao

Na etapa (a) do processo da invengdo, o polissacarideo
capsular é despolimerizado para gerar um fragmento de
polissacarideo. A Despolimerizagdo do polissacarideo
capsular do tipo 8 por sonificagdo antes da conjugagdo foi
relatada [3]. Os autores concluiram que polissacarideo do
tipo 8 de baixo peso molecular ndo era imunogénico. Embora
esses autores, portanto, tenham favorecido polissacarideos
de peso molecular elevado, a presente invencao
surpreendentemente se utiliza de fragmentos de
polissacarideo com um peso molecular menor do que
polissacarideos capsulares nativos.

Polissacarideos de comprimento total podem ser
despolimerizados para gerar fragmentos mais curtos para uso

na invencdo por vArios métodos. Os inventores verificaram
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que métodos que resultam na clivagem de (1-3) ligagdes
glicosidicas entre os residuos a-L-FucNAc (30Ac) e Pp-D-
FucNAc no polissacarideo capsular do tipo 5 sdo
particularmente adequados. Quando esses métodos sdo
aplicados ao polissacarideo capsular do tipo 5, eles
resultam em um fragmento de polissacarideo que possui uma
porgdo p-D-FucNAc- (1- em seu terminal ndo redutor. Essa
porgdo inclui dois grupos hidroxil vizinhos. Similarmente,
quando esses métodos sdo aplicados ao polissacarideo
capsular do tipo 8, acredita-se que resultem em um
fragmento de polissacarideo gque possui uma porgdo a-D-
FucNAc- (1» em seu terminal n3o redutor, cuja porcdo também
inclui dois grupos hidroxil vizinhos. Os grupos hidroxil
vizinhos no fragmento de polissacarideo do tipo 5 ou do
tipo 8 fornecem um ponto de manipulagdo para subseqlente
conjugacdo do fragmento a uma molécula de transporte, como
descrito abaixo.

Conseqlientemente, em um aspecto adicional, a invengao
fornece um processo para O tratamento de um polissacarideo
capsular S. aureus do tipo 5, que compreende a etapa de
despolimerizagdo do polissacarideo capsular, para gerar um
fragmento de polissacarideo que possui uma porgdo PB-D-
FucNAc- (1-» em seu terminal nd3o redutor. Em um aspecto
relacionado, a invencdo fornece um processo para o
tratamento de um polissacarideo capsular de S. aureus do
tipo 8, que compreende a etapa de despolimerizagdo do
polissacarideo capsular, para gerar um fragmento de
polissacarideo que possui uma porgdo a-D-FucNAc- (1l- em seu
terminal nio redutor. O polissacarideo capsular pode ser um

polissacarideo capsular de S. aureus tipo 5 ou tipo 8 como



10

15

20

25

30

11

descrito na secdo “0O polissacarideo capsular” acima. A
invencdo também fornece um fragmento de polissacarideo
obtido ou passivel de obtengdo por um desses Processos.

Os inventores verificaram que a despolimerizagdo pode
ser realizada por hidrdélise &acida. Para hidrélise Aacida,
prefere-se usar um acido leve, por exemplo, &cido acético,
para evitar reagdes colaterais em outros grupos dentro do
polissacarideo. Aqueles habilitados na técnica seriam
capazes de identificar &cidos e condigdes adequados (por
exemplo, de concentragdo, temperatura e/ou tempo) para
hidrélise. Por exemplo, os inventores verificaram gque o
tratamento do polissacarideo a 2 mg/ml com &cido acético 2%
(v/v) a 90°C por 3 horas é adequado. Os inventores também
verificaram que o tratamento a 2 mg/ml com Acido acético 5%
a 90°C por 30 minutos, 5 ou 6 horas €& adequado. O
tratamento com outros acidos, por exemplo, acido
trifluoracético ou outros &cidos orgdnicos, também pode ser
adequado. Em particular, os inventores verificaram dque a
eficiéncia de despolimerizagdo  pode ser aumentada,
particularmente para o polissacarideo capsular do tipo 8,
por utilizagdo de 4&cido cloridrico. Por exemplo, o©Os
inventores verificaram que o tratamento de polissacarideo
com 2 M de &cido cloridrico a 100°C por 30 minutos &
adequado. Os inventores também verificaram que o tratamento
com 2 M de &cido cloridrico a 100°C por 1, 1,5, 2 ou 2,5
horas é adequado. Esse tratamento com &cido cloridrico pode
resultar na des-0O-acetilagdo do polissacarideo, por
exemplo, como descrito abaixo.

Outros métodos para despolimerizagdo do polissacarideo

podem ser adequados. Esses métodos incluem aquecimento,
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microfluidificacdo [59], radiagdo sdbnica [3], oxidacgdo-
reducdo [60] ou ozondlise [61].

Os fragmentos de polissacarideo podem ser
identificados por cromatografia, por exemplo, cromatografia
de exclusdo de tamanho. Massas moleculares especificas
podem ser medidas por filtragdo em gel em relagdo a padrdes
de pululana como, por exemplo, aqueles disponiveis por
Polymer Standard Service [62]. Tipicamente, o fragmento da
invengdo & uma mistura de fragmentos com massas dentro de
uma faixa de valores. Para o polissacarideo capsular do
tipo 5 despolimerizado, a massa molecular do fragmento
tipicamente varia entre 1.500 kDa, por exemplo, entre 5 e
100 kDa, particularmente entre 10 e 50 kDa e, mais
particularmente, entre 20 e 30 kDa. Similarmente, para o
polissacarideo capsular do tipo 8 despolimerizado, a massa
molecular do fragmento pode variar entre 1.500 kDa, por
exemplo, entre 5 e 100 kDa, particularmente entre 10 e 50
kDa e, mais particularmente, entre 20 e 30 kDa. Em algumas
modalidades, fragmentos de polissacarideo do tipo 5 e/ou do
tipo 8 de baixo peso molecular sdo selecionados para uso na
invencgdo. Por exemplo, as fragdes de filtragdo em gel que
correspondem a fragmentos de baixo peso molecular podem ser
selecionadas e reunidas em um pool. Os fragmentos de
polissacarideo de baixo peso molecular tipicamente possuem
uma massa molecular que varia entre 5 e 20 kDa.

A despolimerizagdo pode resultar em uma alteragdo no
grau de O-acetilagdo do polissacarideo capsular. Por
exemplo, os inventores verificaram que a hidrdlise acida
pode resultar em uma diminuigdo no grau de O-acetilagdo. Em

algumas modalidades, o grau de O-acetilag¢do do fragmento
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pode ser de 10-90%, 20-70%, 30-50%, particularmente 35-45%.
Em outras modalidades, o grau de O-acetilagdo do fragmento
pode ser de 0-10%, 0-5%, 0-2%, particularmente 0%.

Introdugdo de um grupo aldeido

Na etapa (b) do processo, o fragmento & oxidado a fim
de introduzir um grupo aldeido em pelo menos um residuo
sacaridico no fragmento. Essa etapa pode envolver a
introdugdo de mais de um grupo aldeido no residuo
sacaridico. Em particular, dois grupos aldeido podem ser
introduzidos. Por exemplo, gquando a despolimerizagdo na
etapa (a) resulta em um fragmento de polissacarideo do tipo
5 que possui uma por¢do B-D-FucNAc-(l- em seu terminal ndo
redutor, os dois grupos hidroxil vizinhos nessa porgao
podem ser oxidados a fim de introduzir dois grupos aldeido
na porcgdo. Dessa forma, a porgdo B-D-FucNAc- (1» pode ser o
residuo sacaridico da etapa (b). Similarmente, quando a
despolimerizacgdo resulta em um fragmento de polissacarideo
do tipo 8 que possui uma porgao a-D-FucNAc- (1- em seu
terminal n3o redutor, os dois grupos hidroxil vizinhos
nessa porgdo podem ser oxidados para introduzir dois grupos
aldeido. Dessa forma, a por¢do a-D-FucNAc-(l- pode ser o
regsiduo sacaridico da etapa (b).

ConseqUentemente, em um aspecto adicional, a invencgao
fornece um processo para o fornecimento de um derivado de
polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 5, que
compreende a etapa de oxidagdo de um polissacarideo
capsular de S. aureus do tipo 5 que possui uma porgdo B-D-
FucNAc- (1» em seu terminal ndo redutor para converter dois
grupos hidroxil vizinhos na porgdo B-D-FucNAc-(l-» em dois

grupos aldeido. Em um aspecto relacionado, a invengao
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forﬁece um processo para o fornecimento de um derivado de
polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 8, due
compreende a etapa de oxidagdo de wum polissacarideo
capsular de S. aureus do tipo 8 que possui uma porgdo a-D-
FucNAc- (1» em seu terminal ndo redutor para converter dois
grupos hidroxil vizinhos na porgao a-D-FucNAc- (1» em dois
grupos aldeido. O polissacarideo capsular pode ser um
fragmento de polissacarideo como descrito mna segao
“Despolimerizagdo” acima. A invencdo também fornece um
derivado de polissacarideo capsular de §. aureus obtido ou
passivel de obtengdo por um desses Processos.

Reacdes tipicas para produzir aldeidos incluem O uso
de sais de periodato, e particularmente metaperiodatos (por
exemplo, metaperiodato de sdédio ou potassio, por exemplo,
NaIO,), para oxidar grupos hidroxil vizinhos [63]. Adqueles
habilitados na técnica seriam capazes de identificar
condigdes adequadas para oxidacgao. Por exemplo, os
inventores verificaram que o tratamento de polissacarideo a
2 mg/ml com NaIO; em uma proporgdo de 1:1 (p/p) em
temperatura ambiente por 1-2 horas no escuro é adequado. Os
inventores também verificaram que o tratamento de
polissacarideo a 2 mg/ml com 93 mM de NaIO, em temperatura
ambiente por 8 horas no escuro é adequado. Outras condig¢des
de oxidagdo podem ser usadas, Ppor exemplo, o uso de
tetréxido de 6smio etc.

Acoplamento da uma molécula de transporte

0 acoplamento do residuo sacaridico oxidado a molécula
de transporte na etapa (c) do processo pode ser direto ou
por meio de um vinculador. Qualquer reagdo de conjugagdo

adequada pode ser usada, com qualguer vinculador adequado,



10

15

20

25

30

15

se desejado.

Quando a oxidag¢do na etapa (b) resulta em um fragmento
de polissacarideo do tipo 5 que possui uma porgdo p-D-
FucNAc- (1» em seu terminal n3o redutor na qual dois grupos
aldeido foram introduzidos na porg¢do, o acoplamento na
etapa (c) pode ser por meio de um desses Jgrupos aldeido.
Dessa forma, a por¢do PB-D-FucNAc-(l- oxidada pode ser o
residuo sacaridico oxidado da etapa (c¢). Similarmente,
quando a oxidagdo resulta em um fragmento de polissacarideo
do tipo 8 que possuli uma porgao a-D-FucNAc- (1- em seu
terminal n3oc redutor na qual dois grupos aldeido foram
introduzidos na porg¢do, o acoplamento na etapa (c) pode ser
por meio de um desses grupos aldeido. Dessa forma, a porgao
a-D-FucNAc- (1» oxidada pode ser o residuo sacaridico
oxidado da etapa (c).

Consequentemente, em um aspecto adicional, a invencao
fornece um processo para o fornecimento de um
polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 5 conjugado,
que compreende a etapa de acoplamento a uma molécula de
transporte de um polissacarideo capsular de S. aureus do
tipo 5 que possui uma porgdo B-D-FucNAc- (1-» em seu terminal
nio redutor que foi oxidada para converter dois grupos
hidroxil vizinhos em dois grupos aldeido, em dque O
acoplamento é por meio de um dos grupos aldeido. Em um
aspecto relacionado, a invengdo fornece um processo para O
fornecimento de um polissacarideo capsular de S. aureus do
tipo 8 conjugado, que compreende a etapa de acoplamento a
uma molécula de transporte de um polissacarideo capsular de
S. aureus do tipo 8 que possui uma porgdo a-D-FucNAc- (1l-> em

seu terminal n3o redutor que foi oxidada para converter
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dois grupos hidroxil vizinhos em dois grupos aldeido, em
que o acoplamento & por meio de um dos grupos aldeido. O
polissacarideo capsular pode ser um polissacarideo capsular
como descrito na secdo “Introdugdo de um grupo aldeido”
acima. A molécula de transporte pode ser um veiculo, como
descrito na secdo “A molécula de transporte” acima. A
invengao também fornece um polissacarideo capsular
conjugado obtido ou passivel de obtengdo por um desses
processos.

A adesio do residuo sacaridico oxidado ou vinculador
ao veiculo é tipicamente por meio de um grupo amina (-NH3) ,
por exemplo, na cadeia lateral de um residuo de lisina em
uma proteina de transporte, ou de um residuo de arginina. A
ades3o ao veiculo também pode ser por meio de um grupo
sulfidrila (-SH), por exemplo, na cadeia lateral de um
residuo de cisteina. Os inventores verificaram que o
acoplamento direto pode ser convenientemente obtido por
reacdo de um grupo aldeido no residuo sacaridico oxidado
com um grupo amina no veiculo por aminagdo redutiva. O
acoplamento direto dessa natureza &, portanto, preferido na
presente invengdo. Em contraste, a referéncia 2 sugere dque
vinculadores podem ser vantajosos em conjugados de S.
aureus do tipo 5 e 8. Se desejado, o acoplamento por meio
de um vinculador pode ser usado na presente invengdo, por
exemplo, por reagdo de um Jrupo aldeido no residuo
sacaridico oxidado com um grupo amina no vinculador por
aminacdo redutiva, ou por conversdo do Jrupo aldeido em um
grupo amina por aminagdo redutiva para fornecer um grupo
amina para adesdo do vinculador.

A aminacdo redutiva é uma técnica-padrdo em quimica



10

15

20

25

30

17

organica, e foi usada intensamente mna produgdo de
conjugados de polissacarideos capsulares para uso em
vacinas, incluindo polissacarideos capsulares de S. aureus
[10]. Em uma modalidade, um grupo aldeido no residuo
sacaridico oxidado reage com um grupo amina no veiculo ou
vinculador. Isso pode ser convenientemente obtido por
combinac¢do do polissacarideo com o veiculo ou vinculador na
presenca de um agente redutor apropriado (por exemplo,
cianoborohidretos, por exemplo, cianoborohidreto de sédio
NaBH;CN; borano-piridina; triacetoxiborohidreto de s6dio;
resina de troca de borohidreto; etc.). Em outra modalidade,
un grupo aldeido & convertido em um grupo amina por
aminacdo redutiva para fornecer um grupo amina para adesdo
do vinculador. A aminacdo redutiva envolve ambénia ou uma
amina primdria (NHR). Isso pode ser convenientemente
obtido por utilizagdo de sal de amdnio (por exemplo,
cloreto de amdnio) em combinagdo com um agente redutor
apropriado (por exemplo, como listado acima). Aqueles
habilitados na técnica seriam capazes de identificar
condicdes adequadas para aminagdo redutiva. Por exemplo, os
inventores verificaram que o tratamento de polissacarideo a
10 mg/ml com proteina de transporte em uma proporgdo de 4:1
de polissacarideo:proteina (p/p) e NaBH;CN em uma proporgao
de 2:1 de polissacarideo:NaBH;CN & adequado.

O acoplamento por meio de um grupo vinculador pode ser
feito usando qualquer procedimento conhecido, por exemplo,
os procedimentos de aminagdo redutiva descritos acima. Em
uma modalidade, um vinculador bifuncional pode ser usado
para fornecer um primeiro grupo para acoplamento ao grupo

aldeido no residuo sacaridico oxidado e um segundo grupo
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para acoplamento ao veiculo. Por exemplo, um vinculador
bifuncional da férmula X;-L-X, pode ser usado, em dque X;
pode reagir com © aldeido; X, pode reagir com o veiculo; e
L é uma porgdo de ligagdo no vinculador. Um grupo X tipico
& um grupo amina. Grupos L tipicos séo alquis de cadeia
linear com 1 a 10 Atomos de carbono (por exemplo, C;, Cz,
C3, Ci, Cs, Cs, C7, Cs, Gy, Ci0), por exemplo, (CHz)s; ou
(CH,);. Em outra modalidade, um vinculador bifuncional pode
ser usado para fornecer um primeiro grupo para acoplamento
a um grupo amina derivado do grupo aldeido no residuo
sacaridico oxidado (por exemplo, por aminagdo redutiva como
descrito acima) e um segundo grupo para acoplamento ao
veiculo (tipicamente para acoplamento a uma amina no
veiculo). Por exemplo, um vinculador homobifuncional da
férmula X-L-X pode ser usado, em que os dois grupos X sdo
iguais e podem reagir com as aminas; e em que L é uma
porcdo de ligagdo no vinculador. Um grupo X tipico & N-6xi-
succinimida. L tipicamente possui a férmula L’-L,-L’, em
que L’ & carbonil. Grupos Lz tipicos sdo alquis de cadeia
linear com 1 a 10 Atomos de carbono (por exemplo, C;, Cz,
Cy, Ci, Cs, C¢, Cy, Cg, GCo, Ci0), por exemplo, (CHz),. Um
vinculador tipico &, dessa forma, &cido adipico N-

hidroxissuccinimida diéster (SIDEA):

Ooutros grupos X sdo aqueles que formam ésteres gquando
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combinados com HO-L-OH, por exemplo, norborano, acido p-
nitrobenzéico e sulfo-N-hidroxissuccinimida. Vinculadores
bifuncionais reativos com aminas adicionais para uso com a
invencdo incluem acriloil haletos (por exemplo, cloreto)
[65], haloacilhaletos [66], dissuccinimidil glutarato,
dissuccinimidil suberato, etileno glicol
bis [succinimidilsuccinato] etc.

0 vinculador serd geralmente adicionado em excesso
molar em relagdo ao polissacarideo. A reagédo do
vinculador/polissacarideo geralmente ocorrera em um
solvente aprético (por exemplo, DMSO, acetato de etanol
etc.), na medida em que os vinculadores sdo tipicamente
insoltGveis em Agua. Quando vinculadores hidrossolaveis sdo
usados, no entanto, entdo uma ampla gama de solventes estéa
disponivel, incluindo solventes préticos como, por exemplo,
dgua. Vinculadores adequados incluem formas sulfonadas, por

exemplo, SIDEA sulfonado:

NG "y
o/ /<N P
{

Q

ouando um vinculador & usado, o conjugado compreendera
uma por¢do vinculadora. Essa porgéao ndo se origina no
polissacarideo nem no veiculo, mas & uma terceira molécula
usada durante a preparac¢do do conjugado, e pode facilmente
ser distinguida tanto do polissacarideo quanto da proteina
de transporte em um produto conjugado final. A porgao

vinculadora pode incluir &tomos como, por exemplo, carbono,



10

15

20

25

30

20

hidrogénio, oxigénio e/ou nitrogénio. Vinculadores que
compreendem carbono e hidrogénio sdo tipicos, e
vinculadores que ainda compreendem oxigénio e/ou nitrogénio
também sdo tipicamente usados. Vinculadores que incluem
stomos de nitrogénio podem incluir um &tomo de carbono
ligado a um &atomo de nitrogénio, o qual, por sua vez, esta
ligado a um segundo &atomo de carbono (-C-N-C-).
Vinculadores que incluem um &tomo de oxigénio tipicamente o
incluem como @parte de um grupo carbonil. Porgdes
vinculadoras com um peso molecular entre 30-500 Da sdo
tipicas. Vinculadores gque contém dois grupos carbonil
também sdo tipicos.

Uma porcgdo vinculadora particularmente Gitil & -NH-
c(0) - (CHy)n-C(0)-, em que n & 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou
10. O valor de n é tipicamente 4. O terminal -NH- nesse
vinculador estd normalmente anexado a um atomo de carbono
da porcdo de polissacarideo. O terminal -C(0)- esta
normalmente anexado a um atomo de nitrogénio em uma cadeia
lateral de aminodcido no veiculo. Uma porgdo vinculadora
preferida pode convenientemente ser introduzida por um
processo gque envolve: aminagdo redutiva do aldeido no
residuo sacaridico oxidado; reagdo do grupo -NH; resultante
com um vinculador bifuncional que ¢é um diéster (por
exemplo, um dissuccinimidil éster) de um dcido didico (por
exemplo, de &cido adipico, HOOC- (CH,) 4,-COOH) ; e aminagdo
redutiva do produto (veja a Figura 6 [64]).

Outras quimicas que podem ser usadas para anexar um
vinculador a um grupo -NH, no polissacarideo incluem:

- acroilacdo (por exemplo, por reagdo com acriloil

cloreto), seguida por adigdo do tipo Michael ao €-NH, de
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uma cadeia lateral de aminodcido ou de um -SH de uma cadeia
lateral de cisteina [65]. O vinculador resultante & -NH-
C(0) - (CH,) »- (propionamido) .

- reacdo com um haloacilhaleto, seguida por reagdo com
o £-NH, de uma cadeia lateral de aminocdcido ou com um -SH
de uma cadeia lateral de cisteina [66]. O vinculador & -NH-
C(O) -CH,-.

Conjugados com uma proporgdo de polissacarideo:
proteina (p/p) entre 1:20 (ou seja, proteina em excesso) e
20:1 (ou seja, polissacarideo em excesso) sdo tipicamente
produzidos pelo método da invengdo. Proporgdes de 1:10 a
1:1 sdo preferidas, particularmente proporgdes entre 1:5 e
1:2 e, mais preferivelmente, cerca de 1:3. Em contraste,
conjugados de polissacarideo capsular do tipo 5 e do tipo 8
feitos por processos da técnica estabelecida tendem a ter
propor¢des maiores, por exemplo, entre 0,73:1 e 1,08:1 nas
referénecias 1, 2 e 3. Em modalidades particulares da
invencdo, a proporgdo de polissacarideo:proteina (p/p) para
o conjugado de polissacarideo capsular do tipo 5 esta entre
1:10 e 1:2; e/ou a proporgdo de polissacarideo:proteina
(p/p) para o conjugado de polissacarideo capsular do tipo 8
estd entre 1:5 e 7:10.

Composi¢des podem incluir uma pequena quantidade de
veiculo 1livre [67]. Quando certa proteina de transporte
estd presente tanto em forma livre quanto em forma
conjugada em uma composi¢do da invengdo, a forma ndo
conjugada & preferivelmente no méximo 5% da quantidade
total da proteina de transporte na composigdo como um todo

e, mais preferivelmente, estd presente em menos de 2% por

peso.
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Apbds conjugagdo, polissacarideos livres e conjugados

podem ser separados. HA muitos métodos adequados, incluindo

cromatografia hidrofdbica, ultrafiltracao tangencial,
diafiltracdo etc. [veja também as referéncias 68 e 69
etc.].

Combina¢des de conjugados e outros antigenos

Além de fornecer conjugados individuais como descrito
acima, a invencdo fornece uma composigdo que compreende um
conjugado da invengdo e um ou mais antigenos adicionais. A
composicdo & tipicamente uma composigdo imunogénica.

O(s) antigeno(s) adicional pode compreender conjugados
adicionais da invencdo e, portanto, a invengdo fornece uma
composicdo que compreende mais de um conjugado da invengdo.
Em particular, a presente invengdo fornece uma composigdo
que compreende um conjugado de polissacarideo capsular do
tipo 5 da invengdo e um conjugado de polissacarideo
capsular do tipo 8 da invengdo. Alternativamente, o(s)
antigeno(s) adicional pode ser conjugados de polissacarideo
capsular do tipo 5 ou do tipo 8 preparados por métodos
diferentes daqueles da invengdo, por exemplo, os métodos
das referéncias 1 a 13 acima. O(s) antigeno(s) adicional
pode similarmente ser conjugados de polissacarideo capsular
do tipo 5 ou do tipo 8 preparados pelos métodos das
referéncias 59, 70, 71, 72, 73 e 74 e, particularmente, os
métodos exemplificados naqueles documentos.
Conseqlientemente, a invengdo fornece uma composigdo que
compreende um conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5 e um polissacarideo capsular do tipo 8 conjugado, em que
um dos conjugados (o conjugado do tipo 5 ou o conjugado do

tipo 8) é um conjugado da invengdo e o outro conjugado nao
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é& um conjugado da invengao.

O(s) antigeno(s) adicional pode compreender outros
antigenos de S. aureus, incluindo antigenos protéicos e
sacaridicos, mostrados abaixo.

O(s) antigeno(s) adicional pode compreender antigenos
de patdégenos diferentes de S. aureus. Dessa forma, as
composicdes da invengdo podem ainda compreender um ou mais
antigenos diferentes de S. aureus, incluindo antigenos
bacterianos, virais ou parasiticos adicionais. Estes podem
ser selecionados entre os seguintes:

- um antigeno protéico de N. meningitidis sorogrupo B,
tais como aqueles nas referéncias 75 a 81, com proteina
“287” (veja abaixo) e derivados (por exemplo, “AG287")
sendo particularmente lteis.

- uma preparacdo de vesicula da membrana externa (OMV)
de N. meningitidis sorogrupo B, tais como aquelas reveladas
nas referéncias 82, 83, 84, 85 etc.

- um antigeno sacaridico de N. meningitidis sorogrupo
A, C, W135 e/ou Y, por exemplo, o oligossacarideo revelado
na referéncia 86 do sorogrupo C ou os oligossacarideos da
referéncia 87.

- um antigeno sacaridico de Streptococcus pneumoniae
[por exemplo, referéncias 88-90; capitulos 22 e 23 da
referéncia 97].

- um antigeno do virus da hepatite A, por exemplo,
virus inativado [por exemplo, 91, 92; capitulo 15 da
referéncia 97].

- um antigeno do virus da hepatite B, por exemplo, Os
antigenos de superficie e/ou centrais [por exemplo, 92, 93;

capitulo 16 da referéncia 97].
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- um antigeno do virus da hepatite C [por exemplo,
94] .

- um antigeno de Bordetella pertussis, por exemplo,
holotoxina de pertussis (PT) e hemaglutinina filamentosa
(FHA) de B. pertussis, opcionalmente também em combinagdo
com pertactina e/ou aglutindégenos 2 e 3 [por exemplo,
referéncias 95 e 96; capitulo 21 da referéncia 97].

- um antigeno diftérico, por exemplo, um toxdide
diftérico [por exemplo, capitulo 13 da referéncia 97].

- um antigeno tet8nico, por exemplo, um toxdéide
tetdnico [por exemplo, capitulo 27 da referéncia 97].

- um antigeno sacaridico de Haemophilus influenzae B
[por exemplo, capitulo 14 da referéncia 97].

- um antigeno de N. gonorrhoeae [por exemplo, 75, 76,
771 .

- um antigeno de Chlamydia pneumoniae [por exemplo,
98, 99, 100, 101, 102, 103, 104].

- um antigeno de Chlamydia trachomatis [por exemplo,
105] .

- um antigeno de Porphyromonas gingivalis [por
exemplo, 106].

- antigeno(s) da pbélio [por exemplo, 107, 108;
capitulo 24 da referéncia 97], por exemplo, IPV.

- antigeno(s) da raiva [por exemplo, 109], por
exemplo, virus inativado liofilizado [por exemplo,
RabAvert™] .

- antigenos do sarampo, caxumba e/ou rubéola [por
exemplo, capitulos 19, 20 e 26 da referéncia 97].

- antigeno(s) de influenza [por exemplo, capitulos 17

e 18 da referéncia 97], por exemplo, as proteinas de
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superficie hemaglutinina e/ou neuraminidase.

- um antigeno de Moraxella catarrhalis [por exemplo,
111].

- um antigeno de Streptococcus pyogenes (Streptococcus
grupo A) [por exemplo, 112, 113, 114].

- um antigeno de Streptococcus agalactiae
(Streptococcus grupo B) [por exemplo, 56, 115-117].

- um antigeno de S. epidermidis [por exemplo,
polissacarideo capsular tipo I, II e/ou III passiveis de
obtencdo das cepas ATCC-31432, SE-360 e SE-10, como
descrito nas referéncias 118, 119 e 120].

Quando um antigeno de sacarideo ou carboidrato &
usado, ele tipicamente é conjugado a um veiculo a fim de
aumentar a imunogenicidade. A conjugagdo de antigenos
sacaridicos de H. influenzae B, meningocdcicos e
pneumocdcicos é bem conhecida.

Antigenos protéicos tdéxicos podem ser detoxificados
guando necessdrio (por exemplo, detoxificacdo de toxina de
pertussis por meios quimicos e/ou genéticos [96]).

Quando um antigeno diftérico & incluido na composigdo,
é tipico também incluir antigeno tetdnico e antigenos de
pertussis. Similarmente, gquando um antigeno tetdnico é
incluido, é tipico também incluir antigenos diftéricos e de
pertussis. Similarmente, quando um antigeno de pertussis é
incluido, é tipico também incluir antigenos diftéricos e
tetdnicos.

Os antigenos podem ser adsorvidos a um sal de
aluminio.

Um tipo de composigdo preferida inclui antigenos

adicionais que afetam o paciente imunocomprometido e,
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portanto, os conjugados de S. aureus da invengdo podem ser
combinados com um ou mais antigenos dos seguintes patdgenos
diferentes de g. aureus: Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus epidermis, virus influenza, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila,
Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis e virus
parainfluenza.

Outro tipo de composicdo preferida inclui antigenos
adicionais de bactérias associadas a infecgdes hospitalares
e, portanto, os conjugados de S. aureus da invengdo podem
ser combinados com um ou mais antigenos dos seguintes
patdégenos diferentes de S. aureus: Clostridium difficile;
Pseudomonas aeruginosa; Candida albicans; e Escherichia
coli patogénica extra-intestinal.

Os antigenos na composigdo tipicamente estardo
presentes em uma concentragdo de pelo menos 1 ng/ml cada.
Em geral, a concentragdo de certo antigeno serd suficiente
para despertar uma resposta imune contra aquele antigeno.

Como alternativa & utilizacdo de antigenos protéicos
na composig¢do da invencgdo, pode ser usado um &cido nucléico
que codifica o antigeno [por exemplo, referéncias 121 a
129] . Dessa forma, os componentes protéicos das composigdes
da invencdo podem ser substituidos por &cido nucléico
(normalmente DNA, por exemplo, na forma de um plasmideo)
que codifica a proteina.

Em termos praticos, pode haver um limite superior
gquanto ao nimero de antigenos incluidos em composigdes da
invencdo. O nimero de antigenos (incluindo antigenos de S.
aureus) em uma composicgdo da invengdo pode ser menos de 20,

menos de 19, menos de 18, menos de 17, menos de 16, menos
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de 15, menos de 14, menos de 13, menos de 12, menos de 11,
menos de 10, menos de 9, menos de 8, menos de 7, menos de
6, menos de 5, menos de 4 ou menos de 3. O nimero de
antigenos de S. aureus em uma composigdo da invengdo pode
ser menos de 6, menos de 5 ou menos de 4.

Composi¢des farmacéuticas e métodos

A invencdo fornece uma composigdo farmacéutica dque
compreende: (a) um conjugado da invengdo e (b) um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. “Veiculos farmaceuticamente
aceitaveis” tipicos incluem qualquer veiculo que por si
préprio ndo induza a produgdo de anticorpos danosos ao
individuo que recebe a composigdo. Veiculos adequados sdo
tipicamente macromoléculas grandes, lentamente
metabolizadas como, por exemplo, proteinas,
polissacarideos, &cidos polildticos, &cidos poliglicdlicos,
aminoécidos poliméricos, copolimeros de aminodcidos,
sacarose [130], trehalose [131], 1lactose e agregados
lipidicos (por exemplo, goticulas de d6leo ou lipossomos) .
Esses veiculos s3o bem conhecidos por aqueles habilitados
na técnica. As vacinas também podem conter diluentes, por
exemplo, agua, solugdo salina, glicerol etc.
Adicionalmente, substédncias auxiliares como, por exemplo,
agentes umidificantes ou emulsificantes, substdncias para
tamponamento do pH, e semelhantes, podem estar presentes.
Soro fisioldégico estéril, isento de pirdgeno, tamponado com
fosfato, & um veiculo tipico. Uma discussdo detalhada de
excipientes farmaceuticamente aceitdveis esta disponivel na
referéncia 132.

As composicdes da invengdo podem estar em forma aquosa

(ou seja, solugdes ou suspensdes) ou em uma forma seca (por
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exemplo, liofilizada). Se uma vacina seca é usada, entdo
ela seri reconstituida em um meio liquido antes da injecgdo.
A liofilizacdo de vacinas conjugadas €& conhecida na
técnica, por exemplo, o produto Menjugate™ & apresentado em
forma 1liofilizada, engquanto NeisVac-C™ e Meningitec™ sdo
apresentados em forma aquosa. Para estabilizar conjugados
durante a liofilizag¢do, pode ser tipico incluir um &lcool
de ac¢ficar (por exemplo, manitol) ou um dissacarideo (por
exemplo, sacarose ou trehalose), por exemplo, entre 1 mg/ml
e 30 mg/ml (por exemplo, cerca de 25 mg/ml) na composigdo.

As composig¢des podem ser apresentadas em frascos, ou
podem ser apresentadas em seringas preenchidas prontas. As
seringas podem ser fornecidas com ou sem agulhas. Uma
seringa incluird uma dose UGnica da composigdo, enquanto um
frasco pode incluir uma dose Gnica ou mGltiplas doses.

Composigdes aquosas da invengdo também sdo adequadas
para reconstituig¢do de outras vacinas a partir de uma forma
liofilizada. Quando uma composig¢do da invengdo tiver que
ser usada para essa reconstituigdo extempordnea, a invengdo
fornece um kit, que pode compreender dois frascos, ou pode
compreender uma seringa preenchida pronta e um frasco, com
o contelido da seringa sendo usado para reativar o conteldo
do frasco antes da injegdo.

As composig¢des da invengdo podem ser embaladas em
forma de dose unitdria ou em forma de miltiplas doses. Para
formas de miltiplas doses, sdo preferidos frascos em
relacdo &as seringas pré-preenchidas. Volumes de dosagem
eficazes podem ser rotineiramente estabelecidos, mas uma
dose humana tipica da composigdo possui um volume de 0,5

ml, por exemplo, para injegdo intramuscular.
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O pH da composigdo é tipicamente entre 6 e 8, por
exemplo, cerca de 7. Um pH estivel pode ser mantido pelo
uso de um tampdo. Se uma composig¢do compreende um hidréxido
de aluminio sal, é tipico usar um tampdo de histidina
[133]. A composigdo pode ser estéril e/ou isenta de
pirdgeno. As composicdes da invengdo podem ser isotdnicas
com relagdo aos humanos.

As composig¢des da invengdo sdo imunogénicas e sdo,
mais preferivelmente, composig¢des de vacina. As vacinas de
acordo com a invengdo podem ser profilaticas (ou seja, para
evitar infecgdo) ou terapéuticas (ou seja, para tratar
infecc¢do), mas tipicamente serdo profilaticas. As
composigdes imunogénicas usadas como vacinas compreendem
uma quantidade imunologicamente eficaz de antigeno(s), bem
como quaisquer outros componentes, como necessario. O termo
“quantidade imunologicamente eficaz” significa que a
administragdo daquela quantidade a um individuo, tanto em
uma dose Unica como parte de uma série, é eficaz para
tratamento ou prevengdo. Essa quantidade varia, dependendo
da satde e da condicg¢do fisica do individuo a ser tratado,
da idade, do grupo taxondmico do individuo a ser tratado
(por exemplo, primata ndo humano, primata etc.), da
capacidade do sistema imune do individuo para sintetizar
anticorpos, do grau de proteg¢do desejado, da formulag¢do da
vacina, da avaliagdo do médico responsdvel da situacgdo
médica e de outros fatores relevantes. Espera-se dgue a
quantidade caira em uma gama relativamente ampla que pode
ser determinada por meio de experimentos de rotina.

Dentro de <cada dose, a quantidade do antigeno

sacaridico individual estard geralmente entre 1-50 ug
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(medidos como massa de sacarideo), por exemplo, cerca de 1
ug, cerca de 2,5 pug, cerca de 4 pg, cerca de 5 pg ou cerca
de 10 ug.

S. aureus afeta varias areas do corpo e, portanto, as
composi¢des da invengdo podem ser preparadas em varias
formas. Por exemplo, as composig¢gdes podem ser preparadas
como injetdveis, como solugdes ou suspensdes liquidas. A
composigdo pode ser preparada para administragdo pulmonar,
por exemplo, como um inalador, usando um pd fino ou um
spray. A composicdo pode ser preparada como um supositdrio
ou pessadrio. A composigdo pode ser preparada para
administracdo nasal, aural ou ocular, por exemplo, como

spray, gotas, gel ou pd [por exemplo, referéncias 134 e

135]. O Sucesso com a administrag¢do nasal de sacarideos
pneumocdcicos [136, 1377, sacarideos de Hib [138],
sacarideos de MenC [139] e misturas de conjugados

sacaridicos de Hib e MenC [140] foi relatado.

As composicgdes da invengdo  podem incluir um
antimicrobiano, particularmente quando embaladas em formato
de mGltiplas doses.

As composigdes da invencg¢do podem compreender
detergente, por exemplo, um Tween (polissorbato), por
exemplo, Tween 80. Detergentes estdo geralmente presentes
em niveis baixos, por exemplo, <0,01%.

As composi¢des da invengdo podem incluir sais de sdédio
(por exemplo, cloreto de sbédio) para gerar tonicidade. Uma
concentracdo de 10 + 2 mg/ml de NaCl é tipica.

As composi¢des da invengdo geralmente incluirdo um

tampdo. Um tampdo fosfato & tipico.

As composigdes da invengdo geralmente serdao
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administradas em conjunto com outros agentes
imunorreguladores. Em particular, as composigdes
normalmente incluirdo um ou mais adjuvantes. Esses

adjuvantes incluem, sem limitacdo:

A. Composig¢des que contém minerais

Composigdes que contém minerais adequadas para uso
como adjuvantes na invengdo incluem sais minerais, tais

como sais de aluminio e sais de cédlcio. A invengdo inclui

sais minerais, tais como hidréxidos (poxr exemplo,
oxihidréxidos), fosfatos (por exemplo, hidroxifosfatos,
ortofosfatos), sulfatos etc. [por exemplo, veja os
Capitulos 8 e 9 da referéncia 141], ou misturas de

diferentes compostos minerais (por exemplo, uma mistura de
um adjuvante de fosfato e um adjuvante de hidrdéxido,
opcionalmente com um excesso do fosfato), com os compostos
assumindo qualquer forma adequada (por exemplo, gel,
cristalina, amorfa etc.), e com a adsorgdo ao sal (ou sais)
sendo tipica. As composigdes contendo minerais também podem
ser formuladas como uma particula de sal metdlico [142].

Os sais de aluminio podem ser incluidos em vacinas da
invencdo de tal forma que a dose de A1* estéja entre 0,2 e
1,0 mg por dose.

Um adjuvante de fosfato de aluminio tipico &
hidroxifosfato de aluminio amorfo, com uma propor¢do molar
de PO,/Al entre 0,84 e 0,92, incluindo a 0,6 mg de Al**/ml.
A adsorgdo com uma dose baixa de fosfato de aluminio pode
ser usada, por exemplo, entre 50 e 100 ung de Al®** por
conjugado por dose. Quando um fosfato de aluminio €& usado e
& desejado n3o adsorver um antigeno ao adjuvante, isso &

favorecido pela inclusdo de ions fosfato livres solugdo
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(por exemplo, pelo uso de um tampdo de fosfato).

B. Emulsdes oleosas

Composigdes de emulsdo oleosa adequadas para uso como
adjuvantes na inven¢do incluem emulsdes esqualeno-agua, por

exemplo, MF59 (esqualeno 5%, TWEEN™ 80 0,5% e Span 85

0,5%, formulado em particulas submicron usando um
microfluidificador) [Capitulo 10 da referéncia 141; veja
também as referéncias 143-145]. MF59 ¢é wusado como O

adjuvante na vacina de subunidade trivalente de virus
influenza FLUAD™. |

Adjuvantes particularmente Gteis para uso nas
composicdes s8o emulsdes Oleo-em-&gua submicron. Emulsdes
6leo-em-agua submicron preferidas para uso neste pedido sdo
emulsdes esqualeno/agua que opcionalmente contém
quantidades varidveis de MTP-PE, por exemplo, uma emulsdo
dleo-em-adgua submicron que contém 4-5% p/v de esqualeno,
0,25-1,0% p/v de Tween 80 (monooleato de
polioxietilenossorbitano) e/ou 0,25-1,0% de Span 85
(trioleato de sorbitano) e, opcionalmente, N-acetilmuramil-
L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-
glicero-3-hidroxifosfoforiloxi) -etilamina (MTP-PE) .
Emulsdes &leo-em-agua submicron, métodos de sua produgdo e
agentes imunoestimulantes, por exemplo, muramil peptideos,
para uso nas composigdes, sdo descritos em detalhe nas
referéncias 143 e 146-147.

Adjuvante completo de Freund (CFA) e adjuvante
incompleto de Freund (IFA) também podem ser usados como
adjuvantes na invengao.

C. Formulagdes de saponina [capitulo 22 da referéncia

141]
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Formulagdes de saponina também podem ser usadas como
adjuvantes na invencgdo. Saponinas formam um grupo
heterélogo de glicosideos de esterol e glicosideos de
triterpendide que sdo encontrados na casca, folhas, caules,
raizes e até mesmo nas flores das A&arvores de uma ampla
variedade de espécies de plantas. As saponinas isoladas da
casca da arvore Molina Quillaia saponaria foram amplamente
estudadas como adjuvantes. As saponinas também podem ser
obtidas comercialmente de Smilax ornata (salsaparrilha),
Gypsophilla paniculata (“mosquitinho” ou ‘“branquinha”) e
Saponaria officianalis (“erva saboeira”, “sapondria”). As
formulacdes com saponina como adjuvante incluem formulagdes
purificadas como, por exemplo, 0821, além de formulacgdes
lipidicas, tais como ISCOMs.

Composi¢des de saponina foram purificadas usando HPLC
e RP-HPLC. Com o uso dessas técnicas, foram identificadas
fracdes purificadas especificas, incluindo QS7, QS17, QS18,
QS21, QH-A, QH-B e QH-C. De preferéncia, a saponina & QS21.
Um método de producdo de QS21 é revelado na referéncia 148.
Formulacdes de saponina também podem compreender um esterol
como, por exemplo, colesterol [149].

Podem ser wusadas combina¢gdes de saponinas e de
colesterdis  para formar particulas Gnicas chamadas
complexos imunoestimulantes  (ISCOMs) [capitulo 23 da
referénecia 141]. ISCOMs tipicamente também incluem um
fosfolipideo como, por exemplo, fosfatidiletanolamina ou
fosfatidilcolina. Qualquer saponina conhecida pode ser
usada em ISCOMs. De preferéncia, o ISCOM inclui um ou mais
de OQuilA, OQHA e QHC. ISCOMs sdo ainda descritos nas

referéncias 149-151. Opcionalmente, os ISCOMs podem ser
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desprovidos de detergente adicional [153].

Uma revisdo do desenvolvimento de adjuvantes a base de
saponina pode ser encontrada nas referéncias 153 e 154.

D. Virossomos e particulas virus-like

Virossomos e particulas virus-like (VLPs) também podem
ser usadas como adjuvantes na invenc¢do. Essas estruturas
geralmente contém uma ou mais proteinas de um virus
opcionalmente combinadas ou formuladas com um fosfolipideo.
Sdo geralmente ndo patogénicos, ndo replicantes, e
geralmente ndo contém nada do genoma viral nativo. As
proteinas virais podem ser produzidas de forma recombinante
ou isoladas de virus inteiros. Essas proteinas virais
adequadas para uso em virossomos ou VLPs incluem proteinas
derivadas do virus influenza (tais como HA ou NA), virus da
Hepatite B (tais como proteinas centrais ou do capsideo),
virus da Hepatite E, virus do sarampo, virus Sindbis,
Rotavirus, virus da Febre Aftosa, Retrovirus, virus
Norwalk, virus do Papiloma humano, HIV, RNA-fagos, QB-fago
(como, por exemplo, proteinas de revestimento), GA-fago,
fr-fago, AP205 fago e Ty (por exemplo, proteina pl do
retrotransposon Ty). VLPs sdo discutidas com mais detalhe
nas referéncias 155-160. Virossomos sdo discutidos ainda,
por exemplo, na referéncia 161.

E. Derivados bacterianos ou microbianos

Adjuvantes adequados para uso na invengdo incluem
derivados bacterianos ou microbianos, tais como derivados
atdxicos de lipopolissacarideo enterobacteriano (LPS),
derivados de Lipideo A, oligonucleotideos imuncestimulantes
e toxinas de ribosilacdo de ADP, e derivados detoxificados

destas.
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Derivados atdéxicos de LPS incluem monofosforil lipideo
A (MPL) e MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL é uma mistura
de 3 monofosforil lipideo A des-0O-acilado com 4, 5 ou 6
cadeias aciladas. Uma forma de ‘“particula pequena”
preferida de 3 monofosforil 1lipideo A Des-O-acilado &
revelada na referéncia 162. Tais “particulas pequenas” de
3dMPL sdo suficientemente pequenas para serem filtradas de
forma estéril através de uma membrana de 0,22 pm [162].
Outros derivados atdéxicos de LPS incluem miméticos de
monofosforil lipideo A, tais como derivados de fosfato de
aminoalquil glicosaminida, por exemplo, RC 529 [163, 164].

Derivados de Lipideo A incluem derivados de lipideo A
de Escherichia coli como, por exemplo, OM-174. OM-174 &
descrito, por exemplo, nas referéncias 165 e 166.

Oligonucleotideos imunoestimulantes adequados para uso
como adjuvantes na invengdo incluem sequéncias de
nucleotideos contendo um motivo CpG (uma seqiéncia de
dinucleotideos que contém uma citosina ndo metilada ligada
por uma ligagdo fosfato a uma guanosina). RNA de fita dupla
e oligonucleotideos contendo seqiiéncias palindrdmicas ou
poli (dG) também mostraram ser imunoestimulantes.

Os CpGs podem incluir modificag¢des/andlogos de
nucleotideos, tais como modifica¢des de fosforotiocato, e
podem ser de fita dupla ou de fita simples. As referéncias
167, 168 e 169 revelam possiveis substituig¢des analogas,
por exemplo, troca de guanosina com 2’ -desbxi-7-
deazaguanosina. O efeito adjuvante de oligonucleotideos CpG
é ainda discutido nas referéncias 170-175.

A sequéncia CpG pode ser dirigida a TLR9 como, por

exemplo, o motivo GTCGTT ou TTCGTT [176]. A sequéncia CpG
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pode ser especifica para a indugdo de uma resposta imune
Thl, por exemplo, um CpG-A ODN, ou ela pode ser mais
especifica para a indugdo de uma resposta de célula B, por
exemplo, um CpG-B ODN. ODNs CpG-A e CpG-B sdo discutidos
nas referéncias 177-179. De preferéncia, o CpG & um CpG-A
ODN.

De preferéncia, o oligonucleotideo CpG &€ construido de
tal forma que a extremidade 5’ esteja acessivel para
reconhecimento do receptor. Opcionalmente, duas sequéncias
de oligonucleotideos CpG podem ser anexadas em suas
extremidades 3’ para a formagdo de “imundémeros”. Veja, por
exemplo, as referéncias 176 e 180-182.

Toxinas bacterianas de ribosilagdo de ADP e derivados
desintoxicados destas podem ser usados como adjuvantes na
invencdo. De preferéncia, a proteina é derivada de E. coli
(ou seja, enterotoxina termoldbil de E. coli “LT”),
cdlera (“CT”) ou pertussis (“PT”). O wuso de toxinas
desintoxicadas de ribosilagdo de ADP como adjuvantes
mucosos €& descrito na refeféncia 183 e como adjuvantes
parenterais na referéncia 184. A toxina ou toxdide esta
preferivelmente na forma de uma holotoxina, que compreende
subunidades tanto A quanto B. De preferéncia, a subunidade
A contém uma mutacdo detoxificante; preferivelmente, a
subunidade B ndo estd mutada. De preferéncia, o adjuvante é
um mutante detoxificado de LT como, por exemplo, LT-K63,
LT-R72 e LT G192. O uso de toxinas de ribosilagdo de ADP e
derivados desintoxicados destas, particularmente LT-K63 e
LT-R72, como adjuvantes, pode ser encontrado nas
referéncias 185-192. A referéncia numérica para

substituicdes de aminodcidos é baseada, de preferéncia, nos
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alinhamentos das subunidades A e B das toxinas de
ribosilacdo de ADP apresentadas na referéncia 193, aqui
especificamente incorporada por referéncia em sua
totalidade.

F. Imunomoduladores humanos

Imunomoduladores humanos adequados para uso como
adjuvantes na invengdo incluem citocinas, por exemplo,
interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-12 [194] etc.) [195], interferons (por exemplo,
interferon-y), fator estimulador de coldnia de macréfagos e
fator de necrose tumoral.

G. Bioadesivos e mucoadesivos

Bioadesivos e mucoadesivos também podem ser usados
como adjuvantes na invengdo. Bioadesivos adequados incluem

microesferas de &cido hialurénico esterificado [196] ou

- mucoadesivos como, Ppor exemplo, derivados entrecruzados de

poli(dcido acrilico), dlcool polivinilico, polivinil
pirrolidona, polissacarideos = carboximetilcelulose.
Quitosana e seus derivados também podem ser usados como
adjuvantes na invengdo [197].

H. Microparticulas

Microparticulas também podem ser usadas como
adjuvantes na invengdo. Microparticulas (ou seja, uma
particula de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 150
pm de didmetro, mais preferivelmente, de aproximadamente
200 nm a aproximadamente 30 um de didmetro e,
principalmente, de aproximadamente 500 nm a aproximadamente
10 pm de diametro) formadas por materiais gque sdo
biodegradiaveis e atdxicos (por exemplo, um poli(dcido a-

hidréxi), um &cido polihidroxibutirico, um poliortoéster,
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um polianidrido, uma policaprolactona etc.), com
poli (lactida-co-glicolida), séo preferidas, opcionalmente
tratadas para terem uma superficie carregada negativamente
(por exemplo, com SDS) ou uma superficie carregada
positivamente (por exemplo, com um detergente catidnico,
como CTAB) .

I. Lipossomos (Capitulos 13 e 14 da referéncia 141)

Exemplos de formulagdes de lipossomo adequadas para
uso como adjuvantes s3o descritos nas referéncias 198-200.

J. Formulagdes de éter de polioxietileno e éster
polioxietileno

Adjuvantes adequados para uso na invengdo incluem
éteres de polioxietileno e ésteres de polioxietileno [201].
Tais formulacdes ainda incluem tensoativos de éster de
polioxietileno sorbitano em combinagdo com um octoxinol
[202], além de tensoativos de éteres ou éster de
polioxietileno alquil em combinagdo com pelo menos um
tensoativo nd3o iénico adicional, por exemplo, um octoxinol
[203] . Eteres de polioxietileno preferidos sdo selecionados
do seguinte grupo: éter de polioxietileno-9-lauril (laureth
9), éter de polioxietileno-9-esteoril, éter de
polioxietileno-8-esteoril, éter de polioxietileno-4-lauril,
éter de polioxietileno-35-lauril e éter de polioxietileno-
23-lauril.

K. Polifosfazeno (PCPP)

Formulagdes de PCPP sdo descritas, por exemplo, nas
referéncias 204 e 205.

L. Muramil peptideos

Exemplos de muramil peptideos adequados para uso como

adjuvantes na invengdo incluem N-acetil-muramil-L-treonil-
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D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-
isoglutamina (nor-MDP) e N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-
hidroxifosforiloxi) -etilamina (MTP-PE).

M. Compostos de imidazoquinolona.

Exemplos de compostos de imidazoquinolona adequados
para uso adjuvantes na invencdo incluem Imiquamod e seus
homélogos (por exemplo, “Resiquimod 3M”), descritos com
mais detalhe nas referéncias 206 e 207.

N. Compostos de tiossemicarbazona

Exemplos de compostos de tiossemicarbazona, além de
métodos de formulacdo, fabricagdo e avaliagdo de todos os
compostos adequados para uso como adjuvantes na invengdo,
incluem aqueles descritos na referéncia 208. As
tiossemicarbazonas sdo particularmente eficazes na
estimulacdo de células mononucleares do sangue periférico
humano para a produgdo de citocinas, por exemplo, TNF-a.

0. Compostos de triptantrina

Exemplos de compostos de triptantrina, além de métodos
de formulagdo, fabricagdo e avaliag¢do para todos os
compostos adequados para uso como adjuvantes na invencdao,
incluem aqueles descritos na referéncia 209. Os compostos
de triptantrina sdo particularmente eficazes na estimulagdo
de células mononucleares do sangue periférico humano para a
producdo de citocinas, por exemplo, TNF-a.

A invencdo também compreende combinagdes de aspectos
de um ou mais dos adjuvantes identificados acima. Por
exemplo, as seguintes combinagdes podem ser usadas como
composicdes adjuvantes na invengdo: (1) uma saponina e uma

emuls3o 6leo-em-agua [210]; (2) uma saponina (por exemplo,
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QS21) + um derivado atdxico de LPS (por exemplo, 3dMPL)
[211]; (3) uma saponina (por exemplo, QS21) + um derivado
atéxico de LPS (por exemplo, 3dMPL) + um colesterol; (4)
uma saponina (por exemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12
(opcionalmente + um esterol) [212]; (5) combinagdes de
3dMPL com, por exemplo, QS21 e/ou emulsdes O&leo-em-agua
[213]; (6) SAF, contendo 10% de esqualano, 0,4% de Tween
80™, 5% de polimero plurbdnico em bloco L121 e thr-MDP,
microfluidificado em uma emulsdo submicron ou turbilhonado
para gerar uma emulsdo com um tamanho de particula maior;
(7) sistema adjuvante Ribi™ (RAS) (Ribi Immunochem),
contendo 2% de esqualeno, 0,2% de Tween 80 e um ou mais
componentes da parede celular bacteriana do grupo due
consiste em monofosforilipideo A (MPL), dimicolato de
trehalose (TDM) e esqueleto da parede celular (CWS),
preferivelmente MPL + CWS (Detox™); e (8) um ou mais sais
minerais (por exemplo, um sal de aluminio) + um derivado
atéxico de LPS (por exemplo, 3dMPL).

Outras substancias que atuam como agentes
imunoestimulantes sdo discutidas no capitulo 7 da
referéncia 141.

O wuso de adjuvantes de sal de aluminio é
particularmente Gtil, e antigenos sd3o geralmente adsorvidos
a esses sais. Os conjugados Menjugate™ e NeisVac™ usam um
adjuvante de hidréxido, enquanto Meningitec™ wusa um
adjuvante de fosfato. E possivel, em composigdes da
invencdo, adsorver alguns antigenos a um hidréxido de
aluminio, mas ter outros antigenos em associagdo com um
fosfato de aluminio. Tipicamente, no entanto, apenas um

Gnico sal é usado, por exemplo, um hidrdéxido ou um fosfato,
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mas ndo ambos. Nem todos os conjugados precisam estar
adsorvidos, ou seja, alguns ou todos podem estar livres em
solugdo.

Métodos de tratamento

A invencdo também fornece um método para despertar uma
resposta imune em um mamifero, que compreende a
administracdo de uma composigdo farmacéutica da invengdo ao
mamifero. A resposta imune é preferivelmente protetora e
preferivelmente envolve anticorpos. O método pode despertar
uma resposta de reforgo.

O mamifero é preferivelmente um ser humano. Quando a
vacina é para uso profildtico, o humano & preferivelmente
uma crianca (por exemplo, um bebé ou lactente) ou um
adolescente; quando a vacina é para uso terapéutico, o
humano é preferivelmente um adulto. Uma vacina destinada as
criancas também pode ser administrada a adultos, por
exemplo, para avaliar seguranga, dosagem, imunogenicidade
etc. Uma classe preferida de humanos para tratamento s&o
pacientes em risco de infecg@o hospitalar, particularmente
agqueles com doenga renal em estdgio final e/ou em
hemodialise. Outros ©pacientes em risco de infecgdo
hospitalar também sdo preferidos, por exemplo, pacientes
imunodeficientes ou aqueles que foram submetidos a
cirurgias, especialmente cirurgia cardiaca, ou trauma.
Outra classe preferida de humanos para tratamento consiste
em pacientes em risco de bacteremia. Uma classe preferida
adicional & composta por pacientes que sofrem ou que foram
previamente expostos ao virus influenza, na medida em que
S. aureus foi 1ligado & pneumonia pds-infecgdo nesses

pacientes.
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A invencdo também fornece uma composig¢do da invengdo
para uso como um medicamento. ) medicamento é
preferivelmente capaz de despertar uma resposta imune em um
mamifero (ou seja, é uma composig¢do imunogénica) e & mais
preferivelmente uma vacina.

A invencdo também fornece o uso de um conjugado da
invencdo na fabrica¢do de um medicamento para despertar uma
resposta imune em um mamifero.

Esses usos e métodos sdo preferivelmente para a
prevengdo e/ou tratamento de uma doenga causada por S.
aureus, por exemplo, infec¢des cuté@neas, por exemplo,
impetigo, abscessos, celulite, foliculite, tergdis,
furtnculos, carbinculos, sindrome da pele escalada e
abscessos, artrite séptica, pneumonia, mastite, flebite,
meningite, infecgdes do trato urinario, osteomielite,
endocardite, sindrome de choque térmico (TSS), septicemia e
infecg¢des hospitalares.

Uma forma de se verificar a eficacia do tratamento
terapéutico envolve o monitoramento da infecgdo por S.
aureus apds administragdo da composig¢do da invengdo. Uma
forma de se verificar a eficacia do tratamento profildtico
envolve o monitoramento de respostas imunes contra os
antigenos de S. aureus apds administrag¢do da composigdo.

Composigdes da invengdo preferidas podem conferir uma
titulacdo de anticorpo em um paciente que é superior ao
critério para soroprotegdo para cada componente antigénico
para uma percentagem aceitavel de pacientes humanos.
Antigenos com uma titulagdo de anticorpo associada acima da
qual um hospedeiro & considerado como soroconvertido contra

o antigeno sdo bem conhecidos, e essas titulagdes sdo
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publicadas poxr organizagdes como, por exemplo, a
Organizacdo Mundial de Satde (OMS). De preferéncia, mais do
que 80% de uma amostra estatisticamente significante de
individuos s8o soroconvertidos, mais preferivelmente mais
do que 90%, ainda mais preferivelmente mais do que 93% e,
mais preferivelmente ainda, 96-100%.

As composigdes da invencao geralmente serao
administradas diretamente a um paciente. A liberag¢do direta
pode ser obtida por injegdo parenteral (por exemplo, no
espago subcuténeo, intraperitoneal, intravenoso,
intramuscular ou intersticial de um tecido), ou por
administracdo retal, oral, vaginal, tdpica, transdérmica,
intranasal, ocular, aural, pulmonar ou por outra
administracdo mucosa. A administragdo intramuscular a coxa
ou a parte superior do brago é preferida. A injegdo pode
ser por meio de wuma agulha (por exemplo, uma agulha
hipodérmica), mas a injegdo sem agulha pode
alternativamente ser usada. Uma dose intramuscular tipica é
de 0,5 ml.

A invencdo pode ser usada para despertar imunidade
sistémica e/ou mucosa.

A dosagem do tratamento pode ser um esquema de dose
Gnica ou um esquema de miltiplas doses. Maltiplas doses
podem ser usadas em um esquema de imunizacgdo primdria e/ou
em um esquema de imunizag¢do de reforgo. Um esquema de dose
primdria pode ser seguido por um esquema de dose de

reforco. O intervalo de tempo adequado entre doses de

sensibilizacdo (por exemplo, entre 4-16 semanas), € entre
sensibilizacgdo e reforgo, pode ser determinado
rotineiramente.
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Antigenos de S. aureus

Como mencionado acima, um ou mais antigenos de S.
aureus adicionais podem ser incluidos em composig¢des da
invencdo. Os antigenos podem ser antigenos protéicos ou
sacaridicos. Antigenos protéicos de S. aureus podem ser
usados como proteinas de transporte para conjugados da
invencdo, proteinas de transporte para outros conjugados,
ou como antigenos protéicos ndo conjugados. Antigenos
sacaridicos de S. aureus podem ser usados como Os
sacarideos para  outro conjugado ou como antigenos
sacaridicos ndo conjugados.

Antigenos sacaridicos de S. aureus adequados incluem o
exopolissacarideo de S. aureus, que €& uma poli-N-
acetilglucosamina (PNAG). Esse polissacarideo estd presente
tanto em S. aureus quanto em S. epidermidis, e pode ser
isolado de qualquer fonte [214, 215]. Por exemplo, PNAG
pode ser isolada de S. aureus cepa MN8m [216]. O antigeno
sacaridico pode ser um polissacarideo gque possui o tamanho
que surge durante purificagdo do exopolissacarideo por
bactérias, ou pode ser um polissacarideo obtido por
fragmentagdo de um polissacarideo desse tipo, por ekemplo,
o tamanho pode variar de mais de 400 kDa até entre 75 e 400
kDa, ou entre 10 e 75 kDa, ou até 30 unidades de repetigdo.
O antigeno sacaridico pode ter varios graus de N-acetilagdo
e, como descrito na referéncia 217, a PNAG pode ser menos
de 40% N-acetilada (por exemplo, menos de 35, 30, 20, 15,
10 ou 5% N-acetilada; PNAG desacetilada também & conhecida
como dPNAG). Epitopos desacetilados de PNAG podem despertar
anticorpos que sdo capazes de mediar a morte opsdnica. A

P

preparagdo de dPNAG é descrita na referéncia 218. A PNAG
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pode ou ndo ser O-succinilada; por exemplo, ela pode ser O-
succinilada em menos de 25, 20, 15, 10, 5, 2, 1 ou 0,1% de
residuos. A PNAG pode ser conjugada a uma molécula de
transporte, como descrito acima, ou, alternativamente, nao
conjugada.

Outro antigeno sacaridico de S. aureus adequado & o
antigeno do tipo 336, que & uma hexosamina ligada em B sem
O-acetilagdo [219, 220]. O antigeno do tipo 336 reage de
forma cruzada com anticorpos despertados contra a cepa 336
(ATCC 55804). O antigeno do tipo 336 pode ser conjugado a
uma molécula de transporte, como descrito acima, ou,
alternativamente, ndo conjugado.

Antigenos protéicos de S. aureus adequados incluem os
seguintes antigenos de S. aureus (ou antigenos que
compreendem fragmento(s) imunogénico (s) destes) [por
exemplo, veja as referéncias 221-228]: AhpC, AhpF,
autolisina amidase, autolisina glucosaminidase, proteina de
ligacdo de colageno CAN, EbhB, GehD lipase, proteina de
ligagdo de heparina HBP (17 kDa), receptor de laminina,
MAP, MntC (também conhecido como SitC), MRPII, Npase,
ORF0594, ORF0657n, ORF0826, PBP4, RAP (proteina de ativacgao
de RNA III), Sai-1, SaskK, SBI, SdrG, SdrH, SSP-1, SSP-2 e
proteina de ligagdo de vitronectina.

Antigenos protéicos de S. aureus adequados adicionais
incluem um antigeno clfA; um antigeno clfB; um antigeno
sdrE2; um antigeno sdrC; um antigeno sasF, um antigeno emp;
um antigeno sdrD; um antigeno spa; um antigeno esaC; um
antigeno esxA; um antigeno esxB; um antigeno sta006; um
antigeno isdC; um antigeno Hla; um antigeno sta0ll; um

antigeno isdA; um antigeno isdB; e um antigeno sta073, como
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descrito abaixo. Um ou mais (ou seja, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou
mais) desses antigenos podem estar presentes em uma
composicdo da invengdo. Desses antigenos, o uso de um ou
mais (ou seja, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais) de um antigeno
esxA; um antigeno esxB; um antigeno sta006; um antigeno
Hla; um antigeno sta0ll; e/ou um antigeno sta073 &
especificamente previsto.

Por exemplo, uma composigdo da invengdo pode ainda
compreender uma ou mais das seguintes combinagdes de
antigenos protéicoé de S. aureus:

(1) Um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
sta006 e um antigeno Hla. Os antigenos esxA € esxB podem
normalmente ser combinados como um polipeptideo hibrido,
como discutido abaixo, por exemplo, um hibrido EsxAB com um
antigeno esxB abaixo de um antigeno esxA. O antigeno Hla
pode ser um mutante detoxificado, por exemplo, incluindo
uma mutag¢do H35L.

(2) Um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
sta006 e um antigeno sta0ll. Os antigenos esxA e esxB podem
ser combinados como um polipeptideo hibrido, como discutido
abaixo, por exemplo, um hibrido EsxAB.

(3) Um antigeno esxA, um antigeno esxB e um antigeno
sta0ll. Os antigenos esxA e esxB podem normalmente ser
combinados como um polipeptideo hibrido, como discutido
abaixo, por exemplo, um hibrido EsxAB.

(4) Um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
Hla, um antigeno sta006 e um antigeno sta0ll. Os antigenos
esxA e esxB podem ser combinados como um polipeptideo
hibrido, como discutido abaixo, por exemplo, um hibrido

EsxAB. O antigeno Hla pode ser um mutante detoxificado, por
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exemplo, incluindo uma mutagao H35L.

(5) Um antigeno esxA, um antigeno esxB e um antigeno
Hla. Os antigenos esxA e esxB podem normalmente ser
combinados como um polipeptideo hibrido, como discutido
abaixo, por exemplo, um hibrido EsxAB. O antigeno Hla pode
ser um mutante detoxificado, por exemplo, incluindo uma
mutagdo H35L.

(6) Um antigeno Hla, um antigeno sta006 e um antigeno
sta0ll. O antigeno Hla pode ser um mutante detoxificado,
por exemplo, incluindo uma mutagdo H35L.

(7) Um antigeno esxA e um antigeno esxB. Os antigenos
esxA e esxB podem normalmente ser combinados como um
polipeptideo hibrido, como discutido abaixo, por exemplo,
um hibrido EsxAB.

(8) Um antigeno esxA, um antigeno esxB e um antigeno
sta006. Os antigenos esxA e esxB podem normalmente ser
combinados como um polipeptideo hibrido, como discutido
abaixo, por exemplo, um hibrido EsxAB.

(9) Um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
sta0ll e um antigeno sta073. Os antigenos esxA e esxB podem
ser combinados como um polipeptideo hibrido, como discutido
abaixo, por exemplo, um hibrido EsxAB.

(10) Um antigeno sta006 e um antigeno staOll.

Antigenos de Staphylococcus aureus adicionais sdo
revelados na referéncia 229.

clfA

O antigeno “clfA” é anotado como “fator de aglutinagdo
A”. Na cepa NCTC 8325, clfA & SAOUHSC 00812 e possui a
seqiéncia de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 1 (GI: 88194572).

Na cepa Newman, ele & nwmn_ 0756 (GI: 151220968).
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Antigenos clfA Gteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 1 e/ou podem compreender uma
seqléncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 1; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 1, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas clfA incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 1. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 1. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 1, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 1. Os 368 aminoacidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 1 normalmente podem
ser omitidos. Os primeiros 39 aminodcidos do terminal N do
ID. DE SEQ. N°: 1 normalmente podem ser omitidos. Outros
fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.

O ID. DE SEQ. N°: 2 & um fragmento Gtil do ID. DE SEQ.
N°: 1 (“C1fA40-559") . Esse fragmento omite a regido
repetitiva longa em direg¢do ao terminal C do ID. DE SEQ.
Ne: 1.

clfB

O antigeno “clfB” & anotado como “fator de aglutinagdo

B”. Na cepa NCTC 8325, clfB & SAOUHSC 02963 e possul a
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sequiéncia de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 3 (GI: 88196585).
Na cepa Newman, ele € nwmn 2529 (GI: 151222741).

Antigenos clfB Uteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 3 e/ou podem compreender uma
seqiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 3; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 3, em gque “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas clfB incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 3. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 3. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 3, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 3. Os 40 aminodcidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 3 normalmente podem
ser omitidos. Os primeiros 44 aminodcidos do terminal N do
ID. DE SEQ. N°: 3 normalmente podem ser omitidos. Outros
fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina. ClfB é
naturalmente uma proteina 1longa e, portanto, o uso de
fragmentos é Qtil, por exemplo, para purificacao,
manipulagdo, fusdo, expressdo etc.

O ID. DE SEQ. N°: 4 é um fragmento Gtil do ID. DE SEQ.

N°: 3 (“ClfB4s-ss2”). Esse fragmento inclui o dominio mais
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exposto de ClfB e é mais facilmente usado em uma escala
industrial. Ele também reduz a similaridade do antigeno com
proteinas humanas. Outros fragmentos Gteis, com base em um
modelo de 3 dominios de ClfB, incluem: Cl1£fB45-360 (também
conhecido como CLfB-N12; ID. DE SEQ. N°: 5); ClfBsis-542
(também conhecido como CLfB-N23; ID. DE SEQ. N°: 6); e
ClfB3gg-542 (também conhecido como CLfB-N3; ID. DE SEQ. N°:
7) .

sdrE2

O antigeno “sdrE2” & anotado como “proteina de ligagdo
de fibrinogénio/sialoproteina o&éssea rica em Ser-Asp -
SdrE”. Na cepa Newman, sdrE2 & NWMN 0525 e possui a
sequéncia de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 8 (GI: 151220737).

Antigenos sdrE2 Gteis podem despertar um anticorpo
(por exemplo, quando administrados a um ser humano) dque
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 8 e/ou podem compreender uma
sequéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 8; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 8, em gque “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas sdrE2 incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 8. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 8. Outros
fragmentos preferidos nd3o possuem um ou mais amino&cidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por

exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
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do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 8, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 8. Os 38 aminodcidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 8 normalmente podem
ser omitidos. Os primeiros 52 aminodcidos do terminal N do
ID. DE SEQ. N°: 8 normalmente podem ser omitidos. Outros
fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina. SdrE2 &
naturalmente wuma proteina longa e, portanto, o uso de
fragmentos é muito Util, por exemplo, para purificacédo,
manipulag¢do, fusdo, expressdo etc.

O ID. DE SEQ. N°: 9 & um fragmento Gtil do ID. DE SEQ.
N°: 8 (“Sdrgs;-¢32”). Esse fragmento inclui o dominio mais
exposto de SAdrE2 e é mais facilmente usado em uma escala
industrial. Ele também reduz a similaridade do antigeno com
proteinas humanas.

sdrC

O antigeno “sdrC” & anotado como “proteina sdrC”. Na
cepa NCTC 8325, sdrC & SAQUHSC 00544 e possui a sequiéncia
de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 10 (GI: 88194324).

Antigenos sdrC lteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 10 e/ou podem compreender uma
sequéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 10; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 10, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas sdrC incluem

variantes do ID. DE SEQ. N°: 10. Fragmentos preferidos de
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(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 10. Outros
fragmentos preferidos nd3o possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 10, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 10. Os 38 aminoacidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 10 normalmente
podem ser omitidos. Os primeiros 50 aminodcidos do terminal
N do ID. DE SEQ. N°: 10 normalmente podem ser omitidos.
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.
SdrC & naturalmente uma proteina longa e, portanto, o uso
de fragmentos & Util, por exemplo, para purificacdo,
manipulag¢do, fusdo, expressdo etc.

O ID. DE SEQ. N°: 11 & um fragmento Util do ID. DE
SEQ. N°: 10 (“SdrCsi-sig”). Esse fragmento inclui o dominio
mais exposto de S8drC e é mais facilmente usado em uma
escala industrial. Ele também reduz a similaridade do
antigeno com proteinas humanas.

sasF

P

O antigeno “sasF” & anotado como “proteina sasF”. Na
cepa NCTC 8325, sasF & SAOUHSC 02982 e possui a seqléncia
de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 12 (GI: 88196601).

Antigenos sasF UTteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 12 e/ou podem compreender uma
seqliéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)

para o ID. DE SEQ. N°: 12; e/ou (b) que compreende um
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fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 12, em gque “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 3%, 40, 50, &0, 70, 80, 80,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas sasF incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 12. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 12. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
maig) do terminal C e/ou um ou mais aminocacidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 12, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 12. Os 39 aminoacidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 12 mnormalmente
podem ser omitidos. Os primeiros 37 aminodcidos do terminal
N do ID. DE SEQ. N°: 12 normalmente podem ser omitidos.
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.
emp

O antigeno “emp” €& anotado como “proteina da matriz
extracelular e proteina de ligagdo plasmatica”. Na cepa
NCTC 8325, emp €& SAOUHSC 00816 e possui a seqléncia de
aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 13 (GI: 88194575). Na cepa
Newman, ele & nwmn 0758 (GI: 151220970).

Antigenos emp Uteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 13 e/ou podem compreender uma
sequiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 13; e/ou (b) gque compreende um

fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
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DE SEQ. N°: 13, em gque “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas emp incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 13. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 13. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminoacidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 13, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 13. Os primeiros 26
aminodcidos do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 13 normalmente
podem ser omitidos. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios de proteina.

Os IDS. DE SEQ. N°: 14, 15, 16 e 17 sdo fragmentos
Giteis do ID. DE SEQ. N°: 13 (“Empss-zs0”, “EmpPa7-334”, “Empss
334" e “Empz7.147”, respectivamente) .

sdrD

O antigeno “sdrD” é anotado como “proteina sdrD”. Na
cepa NCTC 8325, sdrD & SAOUHSC_00545 e possui a sequéncia
de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 18 (GI: 88194325).

Antigenos sdrD Gteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 18 e/ou podem compreender uma
seqliiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%; 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 18; e/ou (b) que compreende um

fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.

DE SEQ. N°: 18, em gue “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
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12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 290,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas sdrD incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 18. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 18. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminoacidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 18, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 18. Os 38 aminoacidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 18 normalmente
podem ser omitidos. Os primeiros 52 aminodcidos do terminal
N do ID. DE SEQ. N°: 18 normalmente podem ser omitidos.
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.
S8drD é naturalmente uma proteina longa e, portanto, © uso
de fragmentos é muito Gtil, por exemplo, para purificagdo,
manipulag¢do, fusdo, expressdo etc.

O ID. DE SEQ. N°: 19 & um fragmento Gtil do ID. DE
SEQ. N°: 18 (“SdrDs;-502”) . Esse fragmento inclui o dominio
mais exposto de SdrD e é mais facilmente usado em uma
escala industrial. Ele também reduz a similaridade do
antigeno com proteinas humanas. Outro fragmento Gtil, com o
mesmo residuo do terminal C, & SdrD394-592 (também
conhecido como 8drD-N3; ID. DE SEQ. N°: 20).

spa

O antigeno “spa” é& anotado como “proteina A” ou “SpA”.
Na cepa NCTC 8325, spa & SAOUHSC_00069 e possui a sequéncia
de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 21 (GI: 88193885). Na cepa

Newman, ele & nwmn 0055 (GI: 151220267) . Todas as cepas de

S. aureus expressam o gene estrutural para spa, um fator de
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viruléncia bem caracterizado cujo produto da proteina de
superficie ancorada na parede celular possui cinco dominios
de ligagdo de imunoglobulina altamente homdélogos designados
E, D, A, B e C [230]. Esses dominios exibem aproximadamente
80% de identidade no nivel de aminodcido, possuem 56 a 61
residuos de comprimento, e estdo organizados como
repeti¢des em tandem [231]. SpA é sintetizado como uma
proteina precursora com um peptideo sinalizador do terminal
N e um sinal de classificagdo do terminal C [232, 233]. spa
ancorado na parede celular & exibido em grande abundincia
na superficie estafilocbéecica [234, 235]. Cada um de seus
dominios de 1ligacdo de imunog;obulina. & composto por a-
hélices antiparalelas que se parecem com um feixe de trés
hélices e podem ligar o dominio Fc¢ da imunoglobulina G
(IgG) [236, 237], a cadeia pesada de V43 (Fab) de IgM (ou
seja, o receptor de célula B) [238], o fator de von
Willebrand em seu dominio Al [239], e/ou o receptor de TNF-

a I (TNFRI) [240], que é exibido nas superficies de

epitélios das vias aéreas.

Antigenos spa (lteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 21 e/ou podem compreender uma
seqiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 21; e/ou (b) gque compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 21, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,

100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas spa incluem
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variantes do ID. DE SEQ. N°: 21. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 21. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 21, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 21. Os 35 aminodcidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 21 normalmente
podem ser omitidos. Os primeiros 36 aminodcidos do terminal
N do ID. DE SEQ. N°: 21 normalmente podem ser omitidos.
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina. A
referéncia 241 sugere gque dominios de 1ligagdo de IgG
individuais podem ser imundgenos Tteis, isoladamente ou em
combinacdo.

O ID. DE SEQ. N°: 22 & um fragmento Gtil do ID. DE
SEQ. N°: 21 (“Spas7-325”). Esse fragmento contém todos os
cinco dominios de ligag¢do de Ig de SpA e inclui o dominio
mais exposto de SpA. Ele também reduz a similaridade do
antigeno com proteinas humanas. Outros fragmentos uGteis
podem omitir 1, 2, 3 ou 4 dos dominios naturais A, B, C, D
e/ou E. Como relatado na referéncia 241, outros fragmentos
Gteis podem incluir apenas 1, 2, 3 ou 4 dos dominios
naturais A, B, C, D e/ou E, por exemplo, compreendem
somente o dominio de SpA(A), mas ndo B a E, ou compreendem
somente o dominio de SpA(D), mas ndo A, B, C ou E etc.
Dessa forma, um antigeno spa util com a inveng¢do pode
incluir 1, 2, 3, 4 ou 5 dominios de ligacdo de IgG, mas
idealmente possui 4 ou menos. Se um antigeno inclui apenas

um tipo de dominio de spa (por exemplo, apenas o dominio de
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Spa(A) ou SpA(D)), ele pode incluir mais de uma cdpia desse
dominio, por exemplo, miltiplos dominios de SpA(D) em uma
Gnica cadeia polipeptidica. Um dominio individual dentro do
antigeno pode ser mutado em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
ou mais aminodcidos em relag¢do ao ID. DE SEQ. N°: 21 (por
exemplo, veja a referéncia 241, que revela muta¢des nos
residuos 3 e/ou 24 do dominio D, nos residuos 46 e/ou 53 do
dominio A etc.). Esses mutantes ndo devem remover a
habilidade do antigeno para despertar um anticorpo gue
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 21, mas podem remover a ligagdo
do antigeno a IgG. Em certos aspectos, um antigeno spa
inclui uma substituigdo em: (a) uma ou mais substituicgdes
de aminoacidos em um subdominio de ligagdo Fc de IgG do
dominio de SpA A, B, C, D e/ou E que rompem ou diminuem a
ligagcdo ao Fc de IgG, e (b) uma ou mais substituicdes de
aminodcidos em um subdominio de ligacdo de Vz3 do dominio
de SpA A, B, C, D e/ou E que rompem ou diminuem a ligacgdo &
VH3. Em certas modalidades, um SpA variante compreende pelo
menos ou no maximo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais
peptideos variantes do dominio de SpA D.

esaC

O antigeno “esaC” & anotado como “esaC”. Na cepa NCTC
8325, esaC €& SAOUHSC 00264 e possui a seqiéncia de
aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 23 (GI: 88194069).

Antigenos esaC Uteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, gquando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 23 e/ou podem compreender uma
sequiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
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para o ID. DE SEQ. N°: 23; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 23, em gque “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
i2, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
ou mais). Essas proteinas esaC incluem variantes do ID. DE
SEQ. N°: 23. Fragmentos preferidos de (b) compreendem um
epitopo do ID. DE SEQ. N°: 23. Outros fragmentos preferidos
ndo possuem um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C
e/ou um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N do ID. DE
SEQ. N°: 23, embora retenham pelo menos um epitopo do ID.
DE SEQ. N°: 23. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios de proteina.

esxA

O antigeno “esxA” & anotado como “proteina”. Na cepa
NCTC 8325, esxA €& SAOUHSC 00257 e possui a sequéncia de

aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 24 (GI: 88194063).

Antigenos esxA Uteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 24 e/ou podem compreender uma
sequiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 24; e/ou (b) gque compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 24, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
i2, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou
mais). Essas proteinas esxA incluem variantes do ID. DE

SEQ. N°: 24. Fragmentos preferidos de (b) compreendem um
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epitopo do ID. DE SEQ. N°: 24. Outros fragmentos preferidos
nao possuem um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C
e/ou um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N do ID. DE
SEQ. N°: 24, embora retenham pelo menos um epitopo do ID.
DE SEQ. N°: 24. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios de proteina.

esxB

O antigeno “esxB” & anotado como “esxB”. Na cepa NCTC
8325, esxB €& SAOUHSC 00265 e possuli a sequéncia de
aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 25 (GI: 88194070).

Antigenos esxB Uteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 25 e/ou podem compreender uma
sequéncia de aminoacidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)

para o ID. DE SEQ. N°: 25; e/ou (b) que compreéﬁde um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 25, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
ou mais). Essas proteinas esxB incluem variantes do ID. DE
SEQ. N°: 25. Fragmentos preferidos de (b) compreendem um
epitopo do ID. DE SEQ. N°: 25. Outros fragmentos preferidos
ndo possuem um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C
e/ou um ou mais amihoécidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N do ID. DE

SEQ. N°: 25, embora retenham pelo menos um epitopo do ID.
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DE SEQ. N°: 25. Outros fragmentos omitem wum ou mais

dominios de proteina.

sta006
O antigeno “sta006” é anotado como ‘“proteina de
ligagdo de ferricromo”, e foi c¢itado como “FhuD2” na

literatura [242]. Na cepa NCTC 8325, sta006 é SAQUHSC_02554
e possui a seqiéncia de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 26 (GI:
88196199) . Na cepa Newman, ele & nwmn 2185 (GI: 151222397).

Antigenos sta006 fUteis podem despertar um anticorpo
(por exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 26 e/ou podem compreender uma
sequiéncia de aminoacidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 26; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 26, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,

12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,

100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas sta006 incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 26. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 26. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 26, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 26. Os primeiros 17
aminodcidos do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 26 normalmente
podem ser omitidos. Outros fragmentos omitem um ou mais

dominios de proteina. Formas mutantes de sta006 sdo
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relatadas na referéncia 243. Um antigeno sta006 pode ser
lipidado, por exemplo, com uma cisteina acilada do terminal
N.

isdc

O antigeno “isdC” é anotado como “proteina”. Na cepa
NCTC 8325, 1isdC é& SAOUHSC 01082 e possui a sequéncia de
aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 27 (GI: 88194830).

Antigenos isdC Gteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, gquando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 27 e/ou podem compreender uma
seqUéncia de aminodcidos: (a) gque possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 27; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 27, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
i2, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200 ou mais). Essas proteinas isdC incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 27. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 27. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminoacidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 27, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 27. Os 39 aminodcidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 27 normalmente
podem ser omitidos. Os primeiros 28 aminodcidos do terminal
N do ID. DE SEQ. N°: 27 normalmente podem ser omitidos.

Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.
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Fragmentos Uteis de IsdB sdo revelados na referéncia 249.

A referéncia 244 revela antigenos gque normalmente
incluem epitopos tanto de IsdB quanto de IsdH.

Hla

O antigeno “Hla” é o “precursor de alfa-hemolisina”,
também conhecido como “alfa toxina” ou simplesmente
“hemolisina”. Na cepa NCTC 8325, Hla & SAOUHSC_01121 e
possui a seqiéncia de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 28 (GI:
88194865) . Na cepa Newman, ele & nwmn 1073 (GI: 151221285).
Hla & um determinante de viruléncia importante produzido
pela maioria das cepas de S. aureus, que possuem atividade
formadora de poros e hemolitica. Anticorpos anti-Hla podem
neutralizar os efeitos prejudiciais da toxina em modelos
animais, e Hla é particularmente Gtil para proteg¢do contra
pneumonia.

Antigenos Hla Gteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, gquando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 28 e/ou podem compreender uma
seqiiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 28; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 28, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas Hla incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 28. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 28. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos

(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
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mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 28, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 28. Os primeiros 26
aminodcidos do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 28 normalmente
podem ser omitidos. O truncamento no terminal C também pode
ser usado, por exemplo, deixando apenas 50 aminodcidos
(residuos 27-76 do ID. DE SEQ. N°: 28) [245] . Outros
fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.

A toxicidade de Hlas pode ser evitada em composicgdes
da invengdo por inativagdo quimica (por exemplo, com o uso
de formaldeido, glutaraldeido ou outros reagentes de
entrecruzamento). Em vez disso, no entanto, prefere-se usar
formas mutantes de Hla que removem sua atividade toxica,
enquanto retém sua imunogenicidade. Esses mutantes
detoxificados ja& sdo conhecidos na técnica. Um antigeno Hla
Gtil possui uma mutagdo no residuo 61 do ID. DE SEQ. N°:

28, que & o residuo 35 do antigeno maduro (ou seja, apds

omissdo dos primeiros 26 aminodcidos do terminal N). Dessa
forma, o residuo 61 pode ndo ser histidina, e pode ser, em
vez disso, por exemplo, Ile, Val ou preferivelmente Leu.
Uma mutag¢do His-Arg nessa posigdo também pode ser usada.
Por exemplo, o ID. DE SEQ. N°: 29 é& a seqUéncia madura
mutante Hla-H35L e um antigeno Hla Util compreende o ID. DE
SEQ. N°: 29. Outra mutagdo Gtil substitui uma alg¢a longa
com uma sequéncia curta, por exemplo, para substituir o
39mer nos residuos 136-174 do ID. DE SEQ. N°: 28 com um
tetrdmero como, por exemplo, PSGS (ID. DE SEQ. N°: 30),
como no ID. DE SEQ. N°: 31 (que também inclui a wmutacdo

H35L) e no ID. DE SEQ. N°: 32 (que ndo inclui a mutacdo
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H35L) .

Antigenos Hla fteis adicionais sdo revelados nas
referéncias 246 e 247.

Os IDS. DE SEQ. N°: 33, 34 e 35 gdo trés fragmentos
iiteis do ID. DE SEQ. N°: 28 (“Hlaz;-76", “Hlas;-gs” e “Hlaazj-
29", respectivamente). Os IDS. DE SEQ. N°®: 36, 37 e 38 sédo
os fragmentos correspondentes do ID. DE SEQ. N°: 29.

stalll

O antigeno “sta0ll” & anotado como “lipoproteina”. Na
cepa NCTC 8325, sta0ll & SAOUHSC 00052 e possui a sequéncia
de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 39 (GI: 88193872).

Antigenos sta0ll dteis podem despertar um anticorpo
(por exemplo, gquando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 39 e/ou podem compreender uma
seqiiéncia de aminodcidos: (a) gque possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)

para o ID. DE SEQ. N°: 39; e/ou (b) que compreende um

fragmento de pelo menos “n” aminoadcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 39, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas sta0ll incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 39. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 39. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminoacidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 39, embora retenham pelo

menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 39. Os primeiros 23
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aminodcidos do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 39 normalmente
podem ser omitidos. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios de proteina. Um antigeno sta006 pode ser lipidado,
por exemplo, com uma cisteina acilada do terminal N.

Formas variantes do ID. DE SEQ. N°: 39 que podem ser
usadas para a prepara¢do de antigenos sta0ll incluem, sem
limitacdo, os IDS. DE SEQ. N°: 40, 41 e 42 com varias
substituicdes de Ile/Val/Leu.

isdAa

O antigeno “isdA” é anotado como “proteina IsdA”. Na
cepa NCTC 8325, isdA & SAOUHSC 01081 e possui a seqténcia
de aminodcidos ID. DE SEQ. N°: 43 (GI: 88194829). Na cepa
Newman, ele & nwmn 1041 (GI: 151221253).

Antigenos isdA Gteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) que
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 43 e/ou podem compreender uma
seqiiéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 43; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 43, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas isdA incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 43. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 43. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminoacidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por

exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
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do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 43, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 43. Os 38 aminoacidos
finais do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 43 normalmente
podem ser omitidos. Os primeiros 46 aminodcidos do terminal
N do ID. DE SEQ. N°: 43 normalmente podem ser omitidos. O
truncamento para excluir o 38mer do terminal C do ID. DE
SEQ. N°: 43 (que comega com o motivo LPKTG) também & Gtil.
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.

O ID. DE SEQ. N°: 44 é um fragmento util do ID. DE
SEQ. N°: 43 (aminoacidos 40-184 do ID. DE SEQ. N°: 43;
“TIsdAgo-184"), que inclui o sitio de ligag¢do de heme natural
da proteina e inclui o dominio mais exposto do antigeno.
Ele também reduz a similaridade do antigeno com proteinas
humanas. Outros fragmentos T(teis sd3o revelados nas
referéncias 248 e 249.

IsdA ndo adsorve bem no adjuvantes de hidrdxido de
aluminio e, portanto, IsdA presente em uma composigdo pode

ndo ser adsorvido ou pode ser adsorvido a um adjuvante

alternativo, por exemplo, a um fosfato de aluminio.

isdB
O antigeno “isdB” é anotado como ‘“proteina do
neurofilamento isdB”. Na cepa NCTC 8325, isdB é

SAOUHSC 01079 e possui a seqléncia de aminodcidos ID. DE
SEQ. N°: 45 (GI: 88194828). IsdB foi proposto para uso como
um antigeno de vacina por ele prdprio [250], mas isso pode
ndo evitar pneumonia.

Antigenos isdB Gteis podem despertar um anticorpo (por
exemplo, quando administrados a um ser humano) dque
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 45 e/ou podem compreender uma

sequéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
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identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 45; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 45, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas isdB incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 45. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 45. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 45, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 45. The final 36
aminodcidos do terminal C do ID. DE SEQ. N°: 45 normalmente
podem ser omitidos. Os primeiros 40 aminodcidos do terminal
N do ID. DE SEQ. N°: 45 normalmente podem ser omitidos.
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de proteina.
Fragmentos Uteis de IsdB sdo revelados nas referéncias 249
e 251, por exemplo, que ndo possuem 37 aminodcidos internos
do ID. DE SEQ. N°: 45.

Em algumas modalidades, as composi¢des da inveng¢do ndo
incluem um antigeno isdB.

stal073

O antigeno “sta073” & anotado como “precursor de
autolisina bifuncional”. Na cepa NCTC 8325, sta073 é
SAOUHSC 00994 e possui a seqiéncia de aminodcidos ID. DE
SEQ. N°: 46 (GI: 88194750). Na cepa Newman, ele & nwmn_ 0922

(GI: 151221134). A andlise protebmica revelou dgque essa
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proteina é secretada ou exposta na superficie.

| Antigenos sta073 fUteis podem despertar um anticorpo
(por exemplo, quando administrados a um ser humano) dgue
reconhece o ID. DE SEQ. N°: 46 e/ou podem compreender uma
seqUéncia de aminodcidos: (a) que possui 50% ou mais de
identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais)
para o ID. DE SEQ. N°: 46; e/ou (b) que compreende um
fragmento de pelo menos “n” aminodcidos consecutivos do ID.
DE SEQ. N°: 46, em que “n” & 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 1le, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Essas proteinas sta073 incluem
variantes do ID. DE SEQ. N°: 46. Fragmentos preferidos de
(b) compreendem um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 46. Outros
fragmentos preferidos ndo possuem um ou mais aminodcidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 46, embora retenham pelo
menos um epitopo do ID. DE SEQ. N°: 46. Os primeiros 24
aminodcidos do terminal N do ID. DE SEQ. N°: 46 normalmente
podem ser omitidos. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios de proteina.

Sta073 ndo adsorve bem em adjuvantes de hidrdéxido de
aluminio e, portanto, Stal073 presente em uma composigdo
pode ndo ser adsorvido ou pode ser adsorvido a um adjuvante
alternativo, por exemplo, a um fosfato de aluminio.

Polipeptideos hibridos

Os antigenos protéicos de S. aureus usados na invengao

podem estar presentes na composigdo como polipeptideos
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separados individuais. Quando mais de um antigeno & usado,
no entanto, eles ndo precisam estar presentes como
polipeptideos separados. Em vez disso, pelo menos dois (por
exemplo, 2, 3, 4, 5 ou mais) antigenos podem ser expressos
como uma cadeia polipeptidica tnica (um polipeptideo
“hibrido”). Polipeptideos hibridos oferecem duas vantagens
principais: primeiro, um polipeptideo que pode ser instavel
ou pouco expresso por ele prdéprio pode ser auxiliado por
adigdo de um parceiro hibrido que supera o© problema;
segundo, a fabricag¢do comercial é simplificada, na medida
em gque apenas uma expressdo e purificagdo precisa ser
empregada a fim de produzir dois polipeptideos que séao,
ambos, antigenicamente uteis.

O polipeptideo hibrido pode compreender duas ou mais
seqléncias polipeptidicas de cada um dos antigenos listados
acima, ou duas ou malis variantes do mesmo antigeno, nos
casos em que a sequéncia possui variabilidade parcial
através de cepas.

Hibridos que consistem em seqiéncias de aminodcidos de
dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove ou dez
antigenos sdo Uteis. Em particular, hibridos que consistem
em sequéncias de aminodcidos de dois, trés, quatro ou cinco
antigenos sdo preferidos, por exemplo, dois ou trés
antigenos.

Polipeptideos hibridos diferentes podem ser misturados
juntos em wuma UGnica formulag¢do. Hibridos podem ser
combinados com antigenos ndo hibridos selecionados do
primeiro, segundo ou terceiro grupos de antigenos. Dentro
dessas combinag¢des, um antigeno pode estar presente em mais

de um polipeptideo hibrido e/ou como um polipeptideo ndo
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hibrido. Prefere-se, no éntanto, que um antigeno esteja
presente como um hibrido ou como um ndo hibrido, mas ndo
como ambos.

Polipeptideos hibridos podem ser representados pela
férmula NH,-A-{-X-L-},-B-COOH, em que: X & uma seqiéncia de
aminodcidos de um antigeno de S. aureus, como descrito
acima; L é uma seqliéncia de aminodcidos vinculadora
opcional; A & uma seqiéncia de aminodcidos do terminal N
opcional; B é uma seqUéncia de aminodcidos do terminal C
opcional; n & um nimero inteiro de 2 ou mais (por exemplo,
2, 3, 4, 5, 6 etc.). Normalmente, n & 2 ou 3.

Se uma porgdo -X- possui uma seqiéncia de peptideo-
lider em sua forma do tipo selvagem, esta pode ser incluida
ou omitida na proteina hibrida. Em algumas modalidades, os
peptideos-lideres serdo deletados para que a porgao -X-
localizada no terminal N da proteina hibrida, ou seja, o
peptideo-lider de X;, seja retida, mas os peptideos-lideres

de X; .. X, sejam omitidos. Isso & equivalente a delegdo de

todos os peptideos-lideres e a utilizag¢do do peptideo-lider
de X; como porgdo -A-.

Para cada n <casos de ({-X-L-}, a sequéncia de
aminodcidos vinculadora -L- pode estar presente ou ausente.
Por exemplo, quando n = 2, o hibrido pode ser NH;-X;-L;-X;-
I,,-COOH, NH;-X;-X,-COOH, NH;-X;-L;-X,-COOH, NH,-X;-X,-L,-COOH
etc. Seqléncia(s) de aminoacidos(s) vinculadoras -L-
tipicamente serdo curtas (por exemplo, 20 ou menos
aminodcidos, ou seja, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12,
11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Exemplos compreendem
seqliéncias peptidicas curtas que facilitam a clonagem,

vinculadores de poliglicina (ou seja, que compreendem Glyn,
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em que n = 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais), e tags de
histidina (ou seja, His,, em que n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10 ou mais). Outras sequéncias de aminoacidos vinculadoras
adequadas serdo evidentes para aqueles habilitados na
técnica. Um vinculador Gtil & GSGGGG (ID. DE SEQ. N°: 47)
ou GSGSGGGG (ID. DE SEQ. N°: 48), com o dipeptideo Gly-Ser
sendo formado por um sitio de restrigdo BamHI auxiliando,
dessa forma, a clonagem e manipulagdo, e o tetrapeptideo
(Gly)s sendo um vinculador de poliglicina tipico. Outros
vinculadores adequados, particularmente para uso como o L,
final, sdo ASGGGS (ID. DE SEQ. N°: 49, por exemplo,
codificado pelo ID. DE SEQ. N°: 50), ou um dipeptideo Leu-
Glu.

-A- é uma seqUéncia de aminodcidos do terminal N
opcional. Esta serd tipicamente curta (por exemplo, 40 ou
menos aminodcidos, ou seja, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33,
32, 31, 230, 29, 28,.27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18,

17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1).

Exemplos incluem sequéncias-lideres para dirigir o trafego
de proteina, ou sequéncias peptidicas curtas que facilitam
a clonagem ou purificagdo (por exemplo, tags de histidina,
ou seja, His,, em que n =3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais).
Outras sequéncias de aminodcidos do terminal N adequadas
serdo evidentes para aqueles habilitados na técnica. Se X;
ndo possui sua prdpria metionina do terminal N, -A- &
preferivelmente um oligopeptideo (por exemplo, com 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7 ou 8 aminodcidos) que fornece uma metionina do
terminal N, por exemplo, Met-Ala-Ser, ou um UGnico residuo
Met.

-B- é& uma sequéncia de aminoacidos do terminal C
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opcional. Esta ser&d tipicamente curta (por exemplo, 40 ou
menos aminoacidos, ou seja, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32,
31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17,
le¢, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1).
Exemplos incluem seqiiéncias para dirigir o trafego de
proteina, seqléncias peptidicas curtas que facilitam a
clonagem ou purificagdo (por exemplo, que compreendem tags
de histidina, ou seja, His,, em que n = 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 ou mais, por exemplo, o ID. DE SEQ. N°: 51), ou
sequéncias que aumentam a estabilidade da proteina. Outras
sequéncias de aminodcidos do terminal C adequadas serdo
evidentes para aqueles habilitados na técnica.

Um polipeptideo hibrido da invengdo pode incluir tanto
antigenos EsxA quanto antigenos EsxB. Estes podem estar em
qualquer ordem, do terminal N para o C. Os IDS. DE SEQ.
N°®: 52 (“EsxAB”; codificado pelo ID. DE SEQ. N°: 53) e 54
(“EsxBA”) sdo exemplos desses hibridos, ambos possuindo
vinculadores hexapeptidicos ASGGGS (ID. DE SEQ. N°: 49).

Geral

A pratica da presente invengdo ird empregar, a menos
que indicado de forma diferente, métodos convencionais de
quimica, bioquimica, biologia molecular, imunologia e
farmacologia, dentro dos conhecimentos da técnica. Essas
técnicas sdo explicadas totalmente na literatura. Veja, por
exemplo, as referéncias 252-259 etc.

A numerac¢do “GI” é usada acima. Um ndmero GI, ou
“Identificador GenInfo”, & uma série de digitos atribuidos
consecutivamente a cada registro de sequéncia processado
pelo NCBI quando sdo adicionadas seqliéncias &s suas bases

de dados. O nimero GI ndo se assemelha ao nimero de acesso
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do registro da sequéncia. Quando uma seqiéncia & atualizada
(por exemplo, para corregdo ou para adicionar mais anotagdo
ou informacdo), ela entdo recebe um novo nimero GI. Dessa
forma, a sequéncia associada a certo nGmero GI nunca &
alterada.

Referéncias a uma percentagem de identidade de
sequéncia entre duas seqléncias de aminodcidos significam
que, quando alinhadas, aquela percentagem de aminodcidos &
igual na comparag¢do das duas seqiéncias. Esse alinhamento,
e a homologia ou identidade percentual de seqiéncias, podem
ser determinados com o uso de programas de computador
conhecidos na técnica, por exemplo, aqueles descritos na
segdo 7.7.18 da referéncia 260. Um alinhamento preferido é
determinado pelo algoritmo de pesquisa de homologia de
Smith-Waterman com o uso de uma pesquisa de lacunas (gaps)
afins com uma penalidade de lacuna aberta de 12 e uma
penalidade de extensdo de lacuna de 2, matriz BLOSUM de 62.
O algoritmo de pesquisa de homologia de Smith-Waterman é
revelado na referéncia 261.

Quando a invengdo se refere a um ‘“epitopo”, esse
epitopo pode ser um epitopo de célula B e/ou um epitopo de
célula T. Esses epitopos podem ser identificados
empiricamente (por exemplo, com O uso de PEPSCAN [262, 263]
ou métodos similares), ou podem ser previstos (por exemplo,
com o uso do iIndice antigénico de Jameson-Wolf [264],
abordagens a base de matriz [265], MAPITOPE [266], TEPITOPE
[267, 268], redes neurais [269], OptiMer e EpiMer [270,
271], ADEPT [272], Tsites [273], hidrofilia [274], indice
antigénico [275] ou os métodos revelados nas referéncias

276-280 etc.). Epitopos sd3o as partes de um antigeno dque
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sdo reconhecidas e se 1ligam aos sitios de 1ligagao de
antigeno de anticorpos ou receptores de célula T, e também
podem ser citados como “determinantes antigénicos”.

Quando um “dominio” de antigeno & omitido, isso pode
envolver a omissdo de um peptideo sinalizador, de um
dominio citoplasmidtico, de um dominio transmembrana, de um
dominio extracelular etc.

O termo “que compreende” engloba “que inclui”, bem
como “que consiste”; por exemplo, uma composig¢do ‘“que
compreende” X pode consistir exclusivamente em X ou pode
incluir algo adicional, por exemplo, X + Y.

O termo “cerca de”, em relacdo a um valor numérico Xx,
significa, por exemplo, x + 10%.

A palavra “substancialmente” nao exclui
“completamente”; por exemplo, uma composig¢do que é
“substancialmente livre” de Y pode ser completamente livre
de Y. Quando necessario, a palavra “substancialmente” pode

ser omitida da definig¢do da inveng¢do.

Quando a invencdo fornece um processo que envolve
maltiplas etapas seqUenciais, a invengdo também pode
fornecer um processo que envolve menos do que o nimero
total de etapas. Por exemplo, a invengdo fornece um
processo que compreende as etapas de: (a) despolimerizagdo
de um polissacarideo capsular de S. aureus tipo 5 ou tipo
8, para gerar um fragmento de polissacarideo; e (b)
oxidacdo do fragmento a fim de introduzir um grupo aldeido
em pelo menos um residuo sacaridico no fragmento, para
gerar um residuo sacaridico oxidado. A etapa adicional (c)
ndo precisa ser realizada a fim de ser englobada pelo

escopo da invengdo, na medida em que o produto das etapas
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(a) e (b) possui utilidade como um intermedidrio na
preparagdo do conjugado, e pode ser usado, armazenado,
exportado etc. para um uso separado e posterior. Esse uso
posterior envolve a realizagdo da etapa (c).
Alternativamente, o produto das etapas (a) e (b) pode ser
acoplado a uma molécula de transporte de uma forma
diferente, por exemplo, por meio de um grupo hidroxil ou
carboxil que é retido no residuo sacaridico oxidado.

Similarmente, quando um material polissacaridico de
partida j& estd parcialmente processado, entdo a invengdo
engloba processos que envolvem somente as etapas
posteriores de um método. Por exemplo, a invengdo engloba
um processo que compreende uma etapa de acoplamento de um
residuo sacaridico oxidado em um polissacarideo capsular do
tipo 5 ou do tipo 8 a uma molécula de transporte por meio
de um grupo aldeido, em que o material de partida para o
processo & um polissacarideo capsular do tipo 5 ou do tipo
8 que foi previamente despolimerizado para gerar um
fragmento de polissacarideo e depois oxidado para
introduzir o grupo aldeido no residuo sacaridico.

Essas etapas diferentes podem ser realizadas em
momentos muito diferentes por pessoas diferentes em lugares
diferentes (por exemplo, em paises diferentes).

Serd observado que anéis de aglcar podem existir em
forma aberta e fechada e que, enquanto formas fechadas sdo
aqui mostradas em fdérmulas estruturais, as formas abertas
também s3o englobadas pela invengdo. Similarmente, sera
observado que aglcares podem existir em formas de piranose
e furanose e que, enquanto formas de piranose sdo aqui

mostradas em fdrmulas estruturais, as formas. de furanose
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também sd3o englobadas. Formas anoméricas diferentes de
aglcares também sdo englobadas.

Uma amina primdria pode ser representada pela férmula
NH. O grupo R tipicamente serd um doador de elétrons, e
inclui C;.s hidrocarbil, particularmente Ci-s- alquil,
especialmente metil. R é freqlientemente -CH;, -C;Hs ou -
C3H;,. O hidrocarbil pode ser substituido com um ou mais
grupos, tais como: halogénio (por exemplo, Cl, Br, F, I),
trihalometil, -NO,, -CN, -N"(C;.¢ alquil),0-, -SO3H, -SOC;-¢

alquil, -S0,C;.¢ alquil, -803C;.¢ algquil, -0C(=0)0C;:.s alquil,

—C(=O)H, "C(=O) Ci-6 alquil, —OC(=O) Ci-6 alquil, -N(cl_g
alquil),, -Ci_g alquil, -N(C;.¢ alquil),, -C(=0)N(Cy_¢
alquil),, -N(Ci-¢ alquil) C(=0)0(Ci-¢ alquil), -N(Ci_6

alquil)C(=0)N(C;-¢ alquil),, -COH, -0OC(=0)N(Ci.¢ alquil).,

N(Ci.¢ alquil)C(=0)Ci-¢ alquil, N(C;.¢ alquil)C(=S)Ci-¢ alquil,
-N(Ci.¢ alquil)SO,N(Ci-¢ alquil),, -CO0,C;.¢ alquil, -SO,N(Ci_¢
alquil),, -C(=0)NH,, -C(=8S)N(C;y_¢ alquil),, -N(C;1-¢
alquil) S0,C;.6 alquil, -N(C;.¢ alquil)C(=S)N(Ci.s alquil),, -NH
Ci.¢ alquil, -S-C;.¢ alquil ou -0-C;.¢ alquil. O termo
“hidrocarbil” inclui grupos monovalentes lineares,
ramificados ou c¢iclicos que consistem em carbono e
hidrogénio. Dessa forma, grupos hidrocarbil incluem grupos

alquil, alquenil e alquinil, grupos cicloalquil (incluindo

policicloalquil), «cicloalquenil e aril, e combinagdes
destes, por exemplo, grupos alquilcicloalquil,
alquilpolicicloalquil, alquilaril, alquenilaril,
cicloalquilaril, cicloalquenilaril, cicloalquilalquil,
policicloalquilalquil, arilalquil, arilalquenil,

arilcicloalquil e arilcicloalquenil. Hidrocarbis tipicos

sdo Ci-14 hidrocarbil, mais particularmente, Ci-g
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hidrocarbil.
BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra um esquema para a produgdo de um
conjugado de polissacarideo capsular de S. aureus do tipo
5-CRM197 wusando um vinculador de diidrazina de a&cido
adipico e gquimica de carbodiimida.

A Figura 2a mostra uma andlise de SDS-PAGE do
conjugado de polissacarideo capsular de S. aureus do tipo
5-CRM197 feito com o uso de um vinculador de diidrazina de
dcido adipico e quimica de carbodiimida. A Figura 2b mostra
um cromatograma de S300 Sephacryl™ do conjugado de
polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 5-CRM197 feito
com o uso de um vinculador de diidrazina de &acido adipico e
quimica de carbodiimida.

A Figura 3 mostra um cromatograma de S300 Sephacryl™
de polissacarideo capsular do tipo 5 despolimerizado.

A Figura 4A compara sinais de 1D 'H na regido
anomérica 'H para polissacarideo capsular do tipo 5
despolimerizado e nativo. Algumas diferengas notéveis estdo
marcadas. As Figuras 4B e 4C comparam as regides anoméricas
e de metil-fucose, respectivamente, de espectros de
acoplamento escalar 2D ('H, 'H) para esses polissacarideos.
Algumas diferencas notaveis estdo marcadas.

A Figura 5a mostra uma andlise de SDS-PAGE de um
conjugado de polissacarideo capsular de S. aureus do tipo
5-CRM197 feito com o uso de um método da inveng¢do. A Figura
5b mostra um cromatograma de S300 Sephacryl™ de um
conjugado de polissacarideo capsular de S. aureus do tipo
5-CRM197 feito com o uso de um método da invengdo.

A Figura 6 mostra um cromatograma de S300 Sephacryl™
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de polissacarideos capsulares de S. aureus do tipo 5
despolimerizados sob varias condigdes.

A Figura 7 mostra andlises de SDS-PAGE de conjugados
de polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 5-CRM197
feitos com o uso de métodos da invengdo.

A Figura 8 mostra a resposta de IgG a varios antigenos
em um modelo de abscesso renal em camundongo de infecgdo
por S. aureus.

A Figura 9 compara respostas de IgG e IgM a varios
antigenos no modelo de abscesso renal em camundongo.

A Figura 10 mostra respostas protetoras a varios
antigenos no modelo de abscesso renal em camundongo.

A Figura 11 compara a resposta de IgG a diferentes
conjugados no modelo de abscesso renal em camundongo.

A Figura 12 compara respostas protetoras a diferentes
conjugados no modelo de abscesso renal em camundongo.

As Figuras 13A e 13B comparam respostas protetoras a

conjugados adicionais no modelo de abscesso renal em

camundongo.

A Figura 14 compara respostas de IgG e IgM a
conjugados adicionais no modelo de abscesso renal em
camundongo.

A Figura 15 compara respostas protetoras a um
conjugado adicional quando tendo como adjuvantes diferentes
agentes no modelo de abscesso renal em camundongo.

A Figura 16 compara respostas a varios antigenos em um
modelo de infecgdo letal por S. aureus em camundongo.

A Figura 17 mostra um cromatograma de SEC-HPLC de
polissacarideo capsular de 5. aureus do tipo 8

despolimerizado com 2 M de acido cloridrico.
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A Figura 18 mostra  um espectro de RNM de
polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 8
despolimerizado com 2 M de &acido cloridrico.

MODOS PARA REALIZAGAO DA INVENGAO

Produgdo e caracterizag¢do do conjugado

Um polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 5
purificado foi conjugado a CRM197 wusando gquimica de
carbodiimida e um vinculador de diidrazina de A&acido
adipico, similar ao método usado na referéncia 2 (veja
abaixo) . Nesse método, o polissacarideo capsular &
conjugado a CRM197 derivatizado usando EDC (Figura 1). A
reagdo envolve os grupos carboxil do polissacarideo
capsular. A carbodiimida (EDC) ativa os grupos carboxil
para se ligarem ao grupo -NH, da proteina de transporte
derivatizada (CRMadh), formando uma ligag¢do amida. A CRMadh
derivatizada & ©preparada wusando a mesma quimica de
carbodiimida.

Preparagdo de CRMadh:

A uma solug¢dao de CRM197, foram adicionados 100 mM de
tampdo MES pH 6,0 a fim de alcangar uma concentrag¢do final
de 10-12 mg/ml. A seguir, 3,5 mg/ml de ADH (diidrazida de
dcido adipico) e 0,15 (EDC/CRM, p/p) foram adicionados, e a
reag¢do mantida sob agitagdo suave por 1 hora em temperatura
ambiente. A mistura foi entdo dialisada primeiro contra 200
mM de NaCl, 10 mM de tampdao MES pH 7,3, e depois contra 5
mM de tampdo MES pH 7,0, usando uma membrana de 6-8 kDa
(SpectraPor). O produto foi caracterizado por MicroBCA,
SDS-Page (3-8%), HPLC e MS. Constatou-se que a CRMadh
estava derivatizada com 6-8 de vinculador de ADH).

Reagdo de conjugagdo:
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A reacdo de conjugagdo foi realizada em uma
concentrac¢do de polissacarideo capsular de 2 mg/ml em 50 mM
de tampdo MES ©pH 6,04. A proteina de transporte
derivatizada, CRMadh, foi adicionada a solugdo de
polissacarideo capsular até uma concentragdo final de 4,0
mg/ml. A solugdo foi mantida em temperatura ambiente por 3
horas. A proporg¢do de polissacarideo:proteina na mistura de
reagao era de 1:2 (peso/peso) , a proporgdo de
polissacarideo:EDC era de 1:6,66 (equivalente/equivalente),
e a propor¢do de polissacarideo:SulfoNHS era de 1:0,53
(equivalente/equivalente) .

Apds 3 horas, a formagdo do conjugado foi verificada
por SDS-PAGE usando um gel de NuPAGE® 3-8% Tris-Acetato
(Invitrogen) (Figura 2a). Apds conjugagdo, o conjugado foi
purificado por cromatografia por filtragdo em gel
(realizada em um sistema Akta™ (G&E Healthcare) usando uma
resina S300 Sephacryl™ (G&E Healthcare), com um tampdo de

fase mével de 10 mM de NaPi, 10 mM de NaCl, pH 7,2). O

conjugado foi detectado a 215 nm, 254 nm e 280 nm (Figura
2b) . A solucdo de conjugado foi armazenada a -20°C até uso
posterior. O teor de sacarideo total no conjugado foi
determinado por andlise de HPAEC-PAD e o teor de proteina

pelo ensaio MicroBCA, como descrito na referéncia 281

(Tabela 1).
Conjugado Proteina Sacarideo Sacarideo/proteina
(lote) (ng/ml) (ng/ml) (p/p)
1 26,00 12,10 0,47
2 33,90 11,00 0,32
3 62,21 29,40 0,47
4 45,21 9,30 0,21
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TABELA 1

Polissacarideos capsulares de S. aureus do tipo 5 e do
tipo 8 purificados foram conjugados separadamente a CRM197
usando um método da invencdo (veja abaixo).

Despolimerizagdo

O polissacarideo capsular purificado foi dissolvido em
dgua destilada a 2 mg/ml. Acido acético foi adicionado até
uma concentracdo final de 2% (v/v) e a reagdo mantida a
90°C por 3 horas (ou de um dia para o outro, no caso do
Lote B). A solucdo foi entdo neutralizada com 1 M de NaCH e
o polissacarideo despolimerizado purificado em uma coluna
de filtracd3o em gel (realizada em um sistema Akta™ (G&E
Healthcare) usando uma resina S300 Sephacryl™ (G&E
Healthcare), com um tampdo de fase mével de 10 mM de NaPi,
10 mM de NaCl, pH 7,2). O sacarideo foi detectado a 215 nm
(Figura 3). Fragdes reunidas em pool foram dialisadas
contra &gua destilada wusando uma membrana de 1 kDa
(SpectraPor) e liofilizadas.

O local da clivagem foi verificado como sendo em
ligagdes glicosidicas (1-3) dentro do polissacarideo do
tipo 5 usando 'H-RNM. Resumidamente, amostras de
polissacarideo capsular do tipo 5 nativo e despolimerizado
foram liofilizadas para eliminar solvente protonado por
dgua e dissolvidas em 6xido de deutério (deutério 99,9%,
Sigma-Aldrich) . Todos os espectros de RNM foram registrados
a 50°C em um espectrdmetro Bruker Avance III 400 MHz usando
uma sonda de banda ampla de 5 mm e o pacote de programas
TopSpin 2.1 (Bruker) para aquisigdo e processamento de
dados. Os espectros de 1D 'H foram coletados usando um

experimento-padrdo de um pulso sobre uma largura espectral
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de 4.000 Hz e coletando pontos de dados de 32 k. O
transmissor foi ajustado na freqiéncia de HDO residual
(4,79 ppm). Os espectros foram obtidos de forma
quantitativa usando um tempo de reciclagem total para
assegurar a recuperag¢do plena de cada sinal (5x Tempo de
Relaxamento Longitudinal T1) . Os espectros foram
transformados por Fourier apds aplicagdo de uma fungdo de
alargamento de linha de 0,2 Hz. Os espectros de correlagdo
escalar 2D (*H, 'H) foram registrados por seqiéncia de
pulso DQF-COSY. 4.096 pontos de dados foram coletados no
dominio F2 e 256 no dominio F1.

Os sinais de 1D 'H para o polissacarideo nativo foram
comparados com valores publicados e foi constatado que

estavam de acordo (Tabela 2).

% medido 3 publicado 5 publicado
Sinal
(ppm) * (ppm) ** (ppm) ***
H3L~FucNAc—OAc 4,958 5,005 5,005
HlL—FucNAc—OAc 4,929 4,981 4,975
L FuciAc-deOnc 4,864 4,935 4,911
HlManNAc—deOAc 4,801 4,860 4,847
HlMalnNAc~OAc 4,638 4,698 4,683
HZManNAc-deOAC 4,625 4,680 4,670
HzManNAc-deOAC 4,584 ' 4,645 4,629
HlD—FucNAc-
4,405 4,461 4,452
OAc/deOAc
H4L—FucNAc—OAc 4,320 4,382 4,367
g, L FucNAC-OAc 4,292 4,368 4,338
HSL—FucNAc-OAc 4,121 4,175 4,168
HSL-FucNAc—deOAc 4,080 4,142 4,126
g, L~ FucAc-deOAc 4,033 4,105 4,077
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g Fretiin=gedis 4,005 4,060 4,051
NAcP-Fuchifc-Ohc 2,083 2,149 2,131
NAP-FuchAc-deohe 2,067 2,126 2,115
QAP Fuchihc-ORe 2,004 2,070 2,051
NAg-FucNAc-deOhe 1,995 2,,057 2,002
NAch-Fuchifc-ORe 1,955 2,023 2,043
NAManNAc-deohe 1,948 2,018 1,996
NAcManiihe-Ohe 1,943 2,011 1,992
HGD-FuCNAC-OAC 1 , 300
P~ FucNAC-deOnc L ARE 1,298 dp28?
HGL-FucNAc—

ohe /dcone 1,183 1,242 1,231

* sinal de HDO a 4,484 ppm.
* % Jones C. Carbohydr. Res. 2005, 340(6), 1.097-1.106 -
sinal de HDO a 4,484 ppm.
*** Jones C. Carbohydr. Res. 2005, 340(6), 1.097-1.106 -
H1L-FucNAc = 5,005 ppm, portanto, sinal de HDO a 4,532 ppm
ao invés de 4,484 ppm.
TABELA 2

A Figura 4A compara sinais 1D 'H na regifo anomérica
'H para os polissacarideos despolimerizados e nativos. As
Figuras 4B e 4C comparam as regides anoméricas e de metil-
fucose, respectivamente, de espectros de acoplamento
escalar 2D ('H, 'H) para esses polissacarideos. Os dados
mostram que o tratamento com &acido acético resultou em
clivagem de ligag¢des glicosidicas (1-3) entre os residuos
de a-L-FucNAc (30Ac) e B-D-FucNAc no polissacarideo capsular
do tipo 5.

Oxidagédo

o] polissacarideo capsular despolimerizado foi
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dissolvido em &gua destilada a 2 mg/ml. NaIO, foi
adicionado em uma proporgdo de polissacarideo:NaIO, de 1:1
(peso/peso) e a reagdo foi mantida em temperatura ambiente
por 1-2 horas no escuro. A solugdo foi entdo dialisada
contra &gua destilada wusando uma membrana de 1 kDa
(SpectraPor) e liofilizada mais uma vez.

Conjugagdo

O polissacarideo capsular oxidado foi dissolvido em um
tampdo de 200 mM de NaPi, 1 M de NaCl, pH 7,2, em uma
concentra¢do de 10 mg/ml. CRM197 foi adicionado & solucdo
em uma proporg¢do de polissacarideo:proteina de 4:1
(peso/peso) e NaBH;CN (Aldrich) adicionado em uma proporgdo
de sacarideo:NaBCNH; de 2:1 (peso/peso). A solugdo foi
mantida a 37°C por 2 dias. SDS-PAGE foi wusada para
confirmar a formag¢do do conjugado (veja a Figura 5a para o
conjugado do tipo 5). Apds conjugagdo, o conjugado foi
purificado por cromatografia por filtragdo em gel
(realizada em um sistema Akta™ (G&E Healthcare) usando uma
resina S300 Sephacryl™ (G&E Healthcare), com um tampdo de
fase mével de 10 mM de NaPi, 10 mM de NaCl, pH 7,2). O
conjugado foi detectado a 215 nm, 254 nm e 280 nm (veja a
Figura 5b para o conjugado do tipo 5). A solugdo de
conjugado foi armazenada a -20°C até uso posterior. O teor
de sacarideo total no conjugado foi determinado por andlise
de HPAEC-PAD e o teor de proteina pelo ensaio MicroBCA
(veja Tabela 3a para o conjugado do tipo 5 e Tabela 3b para

o conjugado do tipo 8).

Conjugado Proteina Sacarideo Sacarideo/proteina

(lote) (ng/ml) (ng/ml) (p/pP)

A 51,52 1,72 0,03
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B 161,80 17,10 0,11

C 34,42 4,22 0,12

D 40,56 12,70 0,31

E 196,00 55,17 0,28
TABELA 3a

Conjugado Proteina Sacarideo Sacarideo/proteina

(lote) (ng/ml) (pg/ml) (p/p)

a 518,00 82,30 0,16

B 11,00 7,94 0,72

Y 23,22 5;57 0,24

o) 22,87 5,08 0,22
TABELA 3b

S. aureus

usando outro método da invencdo. Nesse método,
despolimerizacgdo,

como descrito acima,

realizada com

tipo 5 purificado foi conjugado a CRM197

a proteina de

transporte

as etapas de

oxidag¢do e conjugagdo foram realizadas

exceto que a etapa de conjugagdo foi

derivatizada

descrita acima (CRMadh) ao invés de CRM197. O teor de
sacarideo total no conjugado foi determinado por andlise de

10 HPAEC-PAD e o teor de proteina pelo ensaio MicroBCA (Tabela

4).
Conjugado Proteina Sacarideo Sacarideo/proteina
(lote) (pg/ml) (pg/ml) (p/p)
A’ 58,25 2,49 0,043
TABELA 4
Métodos de despolimerizagdo alternativos
Em outros estudos, diferentes condic¢des foram testadas
15 para despolimerizagdo do polissacarideo capsular
purificado. O polissacarideo foi dissolvido em &gua

destilada a 2 mg/ml. Acido acético foi adicionado até uma
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concentracdo final de 2% ou 5% (v/v) e a reagdo mantida a
90°C por 30 minutos, 3 horas, 5 horas ou 6 horas. A solugdo
foi entdo neutralizada e purificada em uma coluna de
filtracdo em gel, como descrito acima. O sacarideo foi
detectado a 215 nm e reunido em pool (Figura 6).

As fragdes reunidas em pool foram entdo oxidadas e
dialisadas contra Aagua, como descrito acima. As fragdes
foram conjugadas a CRM197 ou CRMadh, como descrito acima, e
os conjugados resultantes purificados por cromatografia por
filtracdo em gel, também como descrito acima (Figura 7).

Em outro estudo, &cido cloridrico a 0,5 M foi usado ao
invés de acido acético para polissacarideo capsular do tipo
8, e a reag¢do mantida a 90°C por 2,5 horas, com a reacgao
tendo amostras retiradas a cada 30 minutos. As amostras
forma analisadas por RNM e SEC-HPLC. O polissacarideo ndo
sofreu hidrdlise e o nivel de O-acetilagdo permaneceu quase
inalterado. Em contraste, quando acido cloridrico a 2 M foi

usado, e a reacdo mantida a 100°C, foi observada hidrdélise,

mesmo apds apenas 30 minutos. O nivel de O-acetilagédo
gradualmente caiu ao longo das 2,5 horas (Figuras 17 e 18
(com pico de acetil circulado)).

Estudo de imunizagdo - modelo de abscesso (1)

Protocolo geral do ensaio: Camundongos foram
imunizados de acordo com o esquema descrito abaixo e
atacados por injegdo intravenosa de uma suspensdo
bacteriana de S. aureus. A cultura de S. aureus foi
centrifugada, lavada duas vezes e diluida em PBS antes do
ataque. Foram necessarias diluig¢des adicionais para o
indéculo desejado, que foi verificado experimentalmente por

plaqueamento em agar e formag¢do de coldnia. Para coleta de
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é6rgdo, os camundongos foram sacrificados e seus rins
removidos e homogeneizados em Tritqn X-100 1%. Aliquotas
foram entdo diluidas e plaqueadas em meio de &gar para
determinacdio em triplicata de CFU. Para histologia, o
tecido do rim foi incubado em temperatura ambiente em
formalina 10% por 24 horas. Os tecidos foram embebidos em
parafina, cortados finos, corados por hematoxilina/eosina e
examinados por microscopia.

Camundongos CD1 com 3 semanas de idade foram
imunizados nos dias 0 e 11 por injeg¢do intraperitoneal com
uma dose de 5 pug de antigeno em um volume de injegdo de 200
pl. Os camundongos foram sangrados nos dias 0 e 20 e
atacados com S. aureus no dia 21. Os 6rgdos foram coletados
no dia 25. As imunizag¢des foram realizadas em grupos de
oito camundongos de acordo com o seguinte esquema:

Grupo 1 - Alume isoladamente.

Grupo 2 = Polissacarideo <capsular do tipo 5
isoladamente.

Grupo 3 - Polissacarideo capéular do tipo 5 mais
alume.

Grupo 4 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote 1).

Grupo 5 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote 1) mais alume.

O conjugado induziu uma resposta de IgG especifica
contra polissacarideo do tipo 5. A formulagdo de alume
gerou uma resposta aumentada (Figura 8). O conjugado também
induziu uma resposta de IgM especifica contra
polissacarideo do tipo 5 (Figura 9). A formulagdo conjugada

de alume também gerou a melhor protegdo contra infecgdo
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renal (Figura 10).

Estudo de imunizag8o - modelo de abscesso (2)

Camundongos CD1 com 3 semanas de idade foram
imunizados nos dias 1, 14 e 28 por inje¢do intraperitoneal
com uma dose de 5 pg de antigeno em um volume de injegdo de
200 pl. Os camundongos foram sangrados nos dias 0, 27 e 37
e atacados com S. aureus no dia 38. Os ©6rgdos foram
coletados no dia 42. As imunizag¢des foram realizadas em
grupos de oito camundongos de acordo com o seguinte
esquema:

Grupo 1 - Alume isoladamente.

Grupo 2 - Polissacarideo capsular do tipo 5 mais
alume.

Grupo 3 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote 2) mais alume.

Grupo 4 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote A’) mais alume.

Os conjugados induziram uma resposta de IgG especifica
contra polissacarideo do tipo 5. Os conjugados da invengao
(representados por lote A') geraram uma titulagdo
particularmente elevada (Figura 11). Os conjugados da
invencdo geraram a melhor protegdo contra infecgdo renal
(Figura 12).

Estudo de imunizag83o - modelo de abscesso (3)

Camundongos CD1 com 3 semanas de idade foram
imunizados nos dias 1, 14 e 28 por injegdo intraperitoneal
com uma dose de 5 pg (ou dose de 0,5 pg, no caso do lote A)
de antigeno em um volume de injegdo de 200 pl. Os
camundongos foram sangrados nos dias 0, 27 e 37 e atacados

com S. aureus (desenvolvido em meio liquido ou sbélido) no
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dia 38. Os 6rgdos foram coletados no dia 42. As imunizagles
foram realizadas em grupos de oito camundongos de acordo
com O seguinte esquema:

Grupo 1 - Alume isoladamente.

Grupo 2 - Polissacarideo capsular do tipo 5 mais
alume.

Grupo 3 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote 2) mais alume.

Grupo 4 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote 3) mais alume.

Grupo 5 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote A’) mais alume.

Grupo 6 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (Lote A) mais alume.

Grupo 7 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (Lote B) mais alume.

Os conjugados da invengdo (representados pelos lotes

A’, A e B) geraram protegdo contra infecg¢do renal (Figuras

13A e 13B). Os conjugados da invengdo geraram titulagdes
elevadas de anticorpos IgG especificos com titulagdes
baixas de anticorpos IgM (Figura 14).

Estudo de imunizagdo - modelo de abscesso (4)

Camundongos CD1 com 3 semanas de idade foram
imunizados nos dias 1 e 14 por inje¢do intraperitoneal com
uma dose de 1 pg de antigeno em um volume de injegdo de 200
pl. Os camundongos foram sangrados nos dias 0, 13 e 27 e
atacados com S. aureus no dia 28. Os 6rgdos foram coletados
no dia 32. As imunizag¢des foram realizadas em grupos de
oito ou nove camundongos de acordo com o seguinte esquema:

Grupo 1 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
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8-CRM (lote a) mais alume.

Grupo 2 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
8-CRM (lote a) mais MF59.

Grupo 3 - Alume isoladamente.

Grupo 4 - MF59 isoladamente.

Os conjugados da invengdo geraram proteg¢do contra
infecg¢do renal (Figura 15). A formulagdo de alume gerou
melhor protegdo do que a formulagdo de MF59.

Estudo de imunizagdo - modelo letal (1)

Protocolo geral do ensaio: Camundongos foram
imunizados de acordo com o esquema descrito abaixo e
atacados por injegdo intraperitoneal de uma suspensdo
bacteriana de S. aureus. As culturas de S. aureus foram
centrifugadas, lavadas duas vezes e diluidas em PBS antes
do ataque. Foram necessirias dilui¢des adicionais para o
indéculo desejado, que foi verificado experimentalmente por
plaqueamento em agar e formagdo de coldnia. Os animais
foram monitorados por 14 dias e a doenga letal registrada.

Camundongos CD1 foram imunizados por injegdo
intraperitoneal com uma dose de 5 pg de antigeno em um
volume de injegdao de 200 pl. As imunizag¢des foram
realizadas em grupos de doze camundongos de acordo com O
seguinte esquema, antes do ataque com 5 x 10° CFU de &.
aureus do tipo 5:

Grupo 1 - PBS mais alume.

Grupo 2 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (Lote C) mais alume.

Grupo 3 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote 3) mais alume.

Os conjugados da invengdo (representados por lote C)
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geraram sobrevida mais elevada (Figura 16).

Estudo de imunizag8o - modelo letal (2)

Camundongos CDh1 foram imunizados por injegdo
intraperitoneal com uma dose de 2 pg (sacarideo) e de 10 n
(proteina, quando presente) de antigeno em um volume de
injecdo de 200 pl. As imunizagdes foram realizadas em
grupos de doze camundongos de acordo com O seguinte
esquema, antes do ataque com 5 x 10° CFU S. aureus do tipo
52

Grupo 1 - PBS mais alume.

Grupo 2 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (Lote D) mais alume.

Grupo 3 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRMadh (Lote 4) mais alume.

Grupo 4 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (Lote D) malis proteinas EsxAB, Sta006 e Stal0ll e
alume.

Grupo 5 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (Lote D) mais proteinas HlaH35L, Sta006 e Stalll e
alume.

Os dados de sobrevida sdo apresentados na Tabela 5.
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Os conjugados da invengdo (representados por lote D)
geraram sobrevida mais elevada. A sobrevida foi aumentada
por adigdo de antigenos protéicos de S. aureus.

Estudo de imunizag¢do - modelo letal (3)

Camundongos CD1 foram imunizados por injegdo
intraperitoneal com doses de 2 ug (polissacarideo do tipo
5), 1 png (polissacarideo do tipo 8, quando presente) e 10 p
(proteina, quando presente) de antigeno em um volume de
injecdio de 200 pl. As imunizag¢des foram realizadas em
grupos de doze camundongos de acordo com O seguinte
esquema, antes do ataque com 5 X 10® CFU tipo 5 S. aureus:

Grupo 1 - PBS mais alume.

Grupo 2 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) mais proteinas EsxAB, Stal006 e StalOll e
alume.

Grupo 3 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do
tipo 8-CRM (lote B) mais proteinas EsxAB, Sta006 e Stalll e
alume.

Grupo 4 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do
tipo 8-CRM (lote B) mais proteinas EsxAB, Stal0ll e Sta073 e
alume.

Os dados de sobrevida sdo apresentados na Tabela 7.

Tempo (dias)

Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11|12 |13 | 14

1 100 | 50 | 42 | 42 | 42 | 42 | 42 | 42 |42 | 42|33 |33 33|33

2 100 | 42 | 42 |42 | 42| 42 |42 |42 |42 |42 |33 |33 |33 |33

3 100{75|75|75| 75| 75|75 |75 | 75| 75|58 | 50 | 50| 50

4 10092 |92 {8383 (83|83 |83 (83|83|75|75|75]|75
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TABELA 7

Estudo de imunizagdo - modelo letal (4)

Camundongos CD1 foram imunizados por injegdo
intraperitoneal com doses de 2 pg (polissacarideo capsular
do tipo 5), 1 pg (polissacarideo capsular do tipo 8, quando
presente) e 10 p (proteina, quando presente) de antigeno em
um volume de injegdo de 200 pl. As imunizag¢des foram
realizadas em grupos de doze camundongos de acordo com O
seguinte esquema, antes do ataque com 5 X 10® CFU tipo 5 S.
aureus:

Grupo 1 - PBS mais alume.

Grupo 2 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do
tipo 8-CRM (primeira dose do lote y, segunda dose do lote
) mais proteinas EsxAB, Sta006 e Stal0ll e alume.

Grupo 3 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do

tipo 8-CRM (primeira dose do lote y, segunda dose do lote

5) mais alume.

Grupo 4 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do
tipo 8-CRM (primeira dose do lote y, segunda dose do lote
0) mais proteina EsxAB e alume.

Grupo 5 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do
tipo 8-CRM (primeira dose do lote y, segunda dose do lote
0) mais proteina Sta006 e alume.

Grupo 6 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do

tipo 8-CRM (primeira dose do lote y, segunda dose do lote
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5) mais proteina StalOll e alume.

Grupo 7 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) e conjugado de polissacarideo capsular do
tipo 8-CRM (primeira dose do lote y, segunda dose do lote
o) mais proteinas Sta006 e Stal0ll e alume.

Grupo 8 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) mais proteinas HlaH35L, Sta006é e Stal0ll e
alume.

Grupo 9 - Conjugado de polissacarideo capsular do tipo
5-CRM (lote E) mais proteina HlaH35L e alume.

Os dados de sobrevida s3o apresentados na Tabela 8.

Tempo (dias)

Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10} 11|12 13| 14

1 100|100 | 13 13 (1313|1313 (13|13 |13 (13|13 {13

2 100 | 88 75 75 |63 |63 |63|50|50|50|50(|50|50)50

3 100100 | 63 63 |38 |38 |38 |38|38|38|38|38|38)38

4 100|100 | 75 75 |75 |75 | 75|75 |63 |50|50|25|25 |25

5 100|100 | 50 50 {5050 (|50 |38|38|38|38|38|38]38

6 100 | 100 | 25 25 |25 |25 |25 |25|25 (25|25 13|13 |13

7 100 | 88 63 63 |63 |63 |63 |50|50|50|50(|50(50(50

8 100|100|100|100| 88|88 |88 |881|88|75|75|75(75|75

9 100 | 88 88 63 | 38|38 (38 (38|38|13 |13 (13|13 13

TABELA 8
Serd subentendido que a invengdo foi descrita apenas
como exemplo e que podem ser feitas modificagdes que
permanecem ainda dentro do escopo e espirito da invengdo.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

ID. DE SEQ. N°: 1
MNMKKKEKHATIRKKSIGVASVLVGTLIGFGLLSSKEADASENSVTQSDSASNESKSNDS
SSVSAAPKTDDTNVSDTKTSSNTNNGETSVAQNPAQQETTQSSSTNATTEETPVTGEAT
TTTTNQANTPATTQSSNTNAEELVNQTSNETTSNDTNTVSSVNSPONSTNAENVSTTQD
TSTEATPSNNESAPQSTDASNKDVVNQAVNTSAPRMRAFSLAAVAADAPVAGTDITNQL
TNVTVGIDSGTTVYPHQAGYVKLNYGFSVPNSAVKGDTFKITVPKELNLNGVTSTAKVP
PIMAGDQVLANGVIDSDGNVIYTFTDYVNTKDDVKATLTMPAYIDPENVKKTGNVTLAT
GIGSTTANKTVLVDYEKYGKFYNLSIKGTIDQIDKTNNTYRQTIYVNPSGDNVIAPVLT
GNLKPNTDSNALIDQQONTSIKVYKVDNAADLSESYFVNPENFEDVTNSVNITFPNPNQY
KVEFNTPDDQITTPYIVVVNGHIDPNSKGDLALRSTLYGYNSNIIWRSMSWDNEVAFNN
GSGSGDGIDKPVVPEQPDEPGEIEPIPEDSDSDPGSDSGSDSNSDSGSDSGSDSTSDSG
SDSASDSDSASDSDSASDSDSASDSDSASDSDSDNDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDS
DSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDS
ASDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSESDSDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSASDSDSGSDSDSSSDSDSESDSNSDSESVSNNNVVPPNSPKNGTNASNKNEAKD
SKEPLPDTGSEDEANTSLIWGLLASIGSLLLFRRKKENKDKK
ID. DE SEQ. N°: 2
SENSVTQSDSASNESKSNDSSSVSAAPKTDDTNVSDTKTSSNTNNGETSVAQNPAQQET
TQSSSTNATTEETPVTGEATTTTTNQANTPATTQSSNTNAEELVNQTSNETTSNDTNTV
SSVNSPONSTNAENVSTTQDTSTEATPSNNESAPQSTDASNKDVVNQAVNTSAPRMRAF
SLAAVAADAPVAGTDITNQLTNVTVGIDSGTTVYPHQAGYVKLNYGFSVPNSAVKGDTF

KITVPKELNLNGVTSTAKVPPIMAGDQVLANGVIDSDGNVIYTFTDYVNTKDDVKATLT
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MPAYIDPENVKKTGNVTLATGIGSTTANKTVLVDYEKYGKFYNLSIKGTIDQIDKTNNT
YRQTIYVNPSGDNVIAPVLTGNLKPNTDSNALIDQONTSIKVYKVDNAADLSESYFVNP
ENFEDVTNSVNITFPNPNQYKVEFNTPDDQITTPYIVVVNGHIDPNSKGDLALRSTLYG
YNSNIIWRSMSWDNEVAFNNGSGSGDGIDKPVVPEQPDEPGEIEPIPE

ID. DE SEQ. N°: 3
MKKRIDYLSNKQNKYSIRRFTVGTTSVIVGATILFGIGNHQAQASEQSNDTTQSSKNNA
SADSEKNNMIETPQLNTTANDTSDISANTNSANVDSTTKPMSTQTSNTTTTEPASTNET
PQPTAIKNQATAAKMQODQTVPQEANSQVDNKTTNDANSIATNSELKNSQTLDLPQSSPQ
TISNAQGTSKPSVRTRAVRSLAVAEPVVNAADAKGTNVNDKVTASNFKLEKTTFDPNQS
GNTFMAANFTVTDKVKSGDYFTAKLPDSLTGNGDVDYSNSNNTMPIADIKSTNGDVVAK
ATYDILTKTYTFVFTDYVNNKENINGQFSLPLFTDRAKAPKSGTYDANINIADEMFNNK
ITYNYSSPIAGIDKPNGANISSQIIGVDTASGONTYKQTVFVNPKQRVLGNTWVYIKGY
ODKIEESSGKVSATDTKLRIFEVNDTSKLSDSYYADPNDSNLKEVTDQFKNRIYYEHPN
VASIKFGDITKTYVVLVEGHYDNTGKNLKTQVIQENVDPVTNRDYSIFGWNNENVVRYG
GGSADGDSAVNPKDPTPGPPVDPEPSPDPEPEPTPDPEPSPDPEPEPSPDPDPDSDSDS
DSGSDSDSGSDSDSESDSDSDSDSDSDSDSDSESDSDSESDSESDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDS
DSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSRVTPPNNEQKAPSNPKGEVNHS
NKVSKQHKTDALPETGDKSENTNATLFGAMMALLGSLLLFRKRKQDHKEKA

ID. DE SEQ. N°: 4
SEQSNDTTQSSKNNASADSEKNNMIETPQLNTTANDTSDISANTNSANVDSTTKPMSTQ
TSNTTTTEPASTNETPQPTATIKNQATAAKMQODQTVPQEANSQVDNKTTNDANSIATNSE
LKNSQTLDLPQSSPQTISNAQGTSKPSVRTRAVRSLAVAEPVVNAADAKGTNVNDKVTA
SNFKLEKTTFDPNQSGNTFMAANFTVTDKVKSGDYFTAKLPDSLTGNGDVDYSNSNNTM
PIADIKSTNGDVVAKATYDILTKTYTFVFTDYVNNKENINGQFSLPLFTDRAKAPKSGT
YDANINIADEMFNNKITYNYSSPIAGIDKPNGANISSQIIGVDTASGONTYKQTVFVNP
KQRVLGNTWVYIKGYQDKIEESSGKVSATDTKLRIFEVNDTSKLSDSYYADPNDSNLKE
VTDQFKNRIYYEHPNVASIKFGDITKTYVVLVEGHYDNTGKNLKTQVIQENVDPVTNRD

YSIFGWNNENVVRYGGGSADGDSAVNPKDPTPGPPV
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ID. DE SEQ. N°: 5
SEQSNDTTQSSKNNASADSEKNNMIETPQLNTTANDTSDISANTNSANVDSTTKPMSTQ
TSNTTTTEPASTNETPQPTAIKNQATAAKMQODQTVPQEANSQVDNKTTNDANSIATNSE
LKNSQTLDLPQSSPQTISNAQGTSKPSVRTRAVRSLAVAEPVVNAADAKGTNVNDKVTA
SNFKLEKTTFDPNQSGNTFMAANFTVTDKVKSGDYFTAKLPDSLTGNGDVDYSNSNNTM
PIADIKSTNGDVVAKATYDILTKTYTFVFTDYVNNKENINGQFSLPLFTDRAKAPKSGT
YDANINIADEMFNNKITYNYS

ID. DE SEQ. N°: 6
GTNVNDKVTASNFKLEKTTFDPNQSGNTFMAANFTVTDKVKSGDYFTAKLPDSLTGNGD
VDYSNSNNTMPIADIKSTNGDVVAKATYDILTKTYTFVFTDYVNNKENINGQFSLPLFT
DRAKAPKSGTYDANINIADEMFNNKITYNYSSPIAGIDKPNGANISSQITIGVDTASGON
TYKQTVFVNPKQRVLGNTWVYIKGYQDKIEESSGKVSATDTKLRIFEVNDTSKLSDSYY
ADPNDSNLKEVTDQFKNRIYYEHPNVASIKFGDITKTYVVLVEGHYDNTGKNLKTQVIQ
ENVDPVTNRDYSIFGWNNENVVRYGGGSADGDSAVN

ID. DE SEQ. N°: 7
SSPIAGIDKPNGANISSQIIGVDTASGONTYKQTVFVNPKORVLGNTWVYIKGYQDKIE
ESSGKVSATDTKLRIFEVNDTSKLSDSYYADPNDSNLKEVTDQFKNRIYYEHPNVASIK
FGDITKTYVVLVEGHYDNTGKNLKTQVIQENVDPVTNRDYSIFGWNNENVVRYGGGSAD
GDSAVN

ID. DE SEQ. N°: 8
MINRDNKKAITKKGMISNRLNKFSIRKYTVGTASILVGTTLIFGLGNQEAKAAENTSTE
NAKQDDATTSDNKEVVSETENNSTTENNSTNPIKKETNTDSQPEAKKESTSSSTQKQQON
NVTATTETKPQNIEKENVKPSTDKTATEDTSVILEEKKAPNNTNNDVTTKPSTSEPSTS
EIQTKPTTPQESTNIENSQPQPTPSKVDNQVITDATNPKEPVNVSKEELKNNPEKLKELV
RNDSNTDHSTKPVATAPTSVAPKRVNAKMRFAVAQPAAVASNNVNDLIKVTKQTIKVGD
GKDNVAAAHDGKDIEYDTEFTIDNKVKKGDTMTINYDKNVIPSDLTDKNDPIDITDPSG
EVIAKGTFDKATKQITYTFTDYVDKYEDIKSRLTLYSYIDKKTVPNETSLNLTFATAGK
ETSONVTVDYQDPMVHGDSNIQSIFTKLDEDKQTIEQQIYVNPLKKSATNTKVDIAGSQ
VDDYGNIKLGNGSTIIDQNTEIKVYKVNSDQQLPQSNRIYDFSQYEDVTSQFDNKKSFS

NNVATLDFGDINSAYIIKVVSKYTPTSDGELDIAQGTSMRTTDKYGYYNYAGYSNFIVT
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SNDTGGGDGTVKPEEKLYKIGDYVWEDVDKDGVQGTDSKEKPMANVLVTLTYPDGTTKS
VRTDANGHYEFGGLKDGETYTVKFETPTGYLPTKVNGTTDGEKDSNGSSVTVKINGKDD
MSLDTGFYKEPKYNLGDYVWEDTNKDGIQDANEPGIKDVKVTLKDSTGKVIGTTTTDAS
GKYKFTDLDNGNYTVEFETPAGYTPTVKNTTADDKDSNGLTTTGVIKDADNMTLDRGFY
KTPKYSLGDYVWYDSNKDGKQDSTEKGIKDVTVTLONEKGEVIGTTKTDENGKYRFDNL
DSGKYKVIFEKPAGLTQTVTNTTEDDKDADGGEVDVTITDHDDFTLDNGYFEEDTSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDS
DSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDAGKHTPVKPMSTTKD
HHNKAKALPETGSENNGSNNATLFGGLFAALGSLLLFGRRKKQNK

ID. DE SEQ. N°: 9
AENTSTENAKQDDATTSDNKEVVSETENNSTTENNSTNPIKKETNTDSQPEAKKESTSS
STOKQONNVTATTETKPONIEKENVKPSTDKTATEDTSVILEEKKAPNNTNNDVTTKPS
TSEPSTSEIQTKPTTPQESTNIENSQPQPTPSKVDNQVTDATNPKEPVNVSKEELKNNP
EKLKELVRNDSNTDHSTKPVATAPTSVAPKRVNAKMRFAVAQPAAVASNNVNDLIKVTK
QTIKVGDGKDNVAAAHDGKDIEYDTEFTIDNKVKKGDTMTINYDKNVIPSDLTDKNDPI
DITDPSGEVIAKGTFDKATKQITYTFTDYVDKYEDIKSRLTLYSYIDKKTVPNETSLNL
TFATAGKETSQNVTVDYQDPMVHGDSNIQSIFTKLDEDKQTIEQQIYVNPLKKSATNTK
VDIAGSQVDDYGNIKLGNGSTIIDONTEIKVYKVNSDQQLPQSNRIYDFSQYEDVTSQF
DNKKSFSNNVATLDFGDINSAYITIKVVSKYTPTSDGELDIAQGTSMRTTDKYGYYNYAG
YSNFIVTSNDTGGGDGTVKPEEKLYKIGDYVWEDVDKDGVQGTDSKEKP

ID. DE SEQ. N°: 10
MNNKKTATNRKGMIPNRLNKFSIRKYSVGTASILVGTTLIFGLSGHEAKAAEHTNGELN
QSKNETTAPSENKTTKKVDSRQLKDNTQTATADQPKVTMSDSATVKETSSNMQSPONAT
ANQSTTKTSNVTTNDKSSTTYSNETDKSNLTQAKDVSTTPKTTTIKPRTLNRMAVNTVA
APQQGTNVNDKVHFSNIDIAIDKGHVNQTTGKTEFWATSSDVLKLKANYTIDDSVKEGD
TFTFKYGQYFRPGSVRLPSQTQONLYNAQGNITAKGIYDSTTNTTTYTFTNYVDQYTNVR
GSFEQVAFAKRKNATTDKTAYKMEVTLGNDTYSEEITIVDYGNKKAQPLISSTNYINNED
LSRNMTAYVNQPKNTYTKQTFVINLTGYKFNPNAKNFKIYEVTDONQFVDSFTPDTSKL

KDVTDQFDVIYSNDNKTATVDLMKGQTSSNKQYIIQQVAYPDNSSTDNGKIDYTLDTDK
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TKYSWSNSYSNVNGSSTANGDQKKYNLGDYVWEDTNKDGKQDANEKGIKGVYVILKDSN
GKELDRTTTDENGKYQFTGLSNGTYSVEFSTPAGYTPTTANVGTDDAVDSDGLTTTGVI
KDADNMTLDSGFYKTPKYSLGDYVWYDSNKDGKQDSTEKGIKGVKVTLONEKGEVIGTT
ETDENGKYRFDNLDSGKYKVIFEKPAGLTQTGTNTTEDDKDADGGEVDVTITDHDDFTL
DNGYYEEETSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDS
DSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDNDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDNDSDSDSDSDSDAGKHTPAKP
MSTVKDQHKTAKALPETGSENNNSNNGTLFGGLFAALGSLLLFGRRKKQNK

ID. DE SEQ. N°: 11
AEHTNGELNQSKNETTAPSENKTTKKVDSRQLKDNTQTATADQPKVTMSDSATVKETSS
NMQSPQNATANQSTTKTSNVTTNDKSSTTYSNETDKSNLTQAKDVSTTPKTTTIKPRTL
NRMAVNTVAAPQQGTNVNDKVHFSNIDIATIDKGHVNQTTGKTEFWATSSDVLKLKANYT
IDDSVKEGDTFTFKYGQYFRPGSVRLPSQTONLYNAQGNITAKGIYDSTTNTTTYTFTN
YVDQYTNVRGSFEQVAFAKRKNATTDKTAYKMEVTLGNDTYSEEIIVDYGNKKAQPLIS
STNYINNEDLSRNMTAYVNQPKNTYTKQTFVINLTGYKFNPNAKNFKIYEVTDONQFVD
SFTPDTSKLKDVTDQFDVIYSNDNKTATVDLMKGQTSSNKQYITQQVAYPDNSSTDNGK
IDYTLDTDKTKYSWSNSYSNVNGSSTANGDQKKYNLGDYVWEDTNKDGKQDANEK

ID. DE SEQ. N°: 12
MAKYRGKPFQLYVKLSCSTMMATSIILTNILPYDAQAASEKDTEITKEILSKQDLLDKV
DKAIRQIEQLKQLSASSKEHYKAQLNEAKTASQIDETIKRANELDSKDNKSSHTEMNGQ
SDIDSKLDQLLKDLNEVSSNVDRGQQSGEDDLNAMKNDMSQTATTKHGEKDDKNDEAMV
NKALEDLDHLNQQIHKSKDASKDTSEDPAVSTTDNNHEVAKTPNNDGSGHVVLNKFLSN
EENQSHSNRLTDKLQGSDKINHAMIEKLAKSNASTQHYTYHKLNTLQSLDQRIANTQLP
KNQKSDLMSEVNKTKERIKSQRNITLEELARTDDKKYATQSILESIFNKDEAVKILKDI
RVDGKTDQQIADQITRHIDQLSLTTSDDLLTSLIDQSQDKSLLISQILQTKLGKAEADK
LAKDWTNKGLSNRQIVDQLKKHFASTGDTSSDDILKAILNNAKDKKQATIETILATRIER
QKAKLLADLITKIETDONKIFNLVKSALNGKADDLLNLOQKRLNQTKKDIDYILSPIVNR
PSLLDRLNKNGKTTDLNKLANLMNQGSDLLDSIPDIPTPKPEKTLTLGKGNGLLSGLLN

ADGNVSLPKAGETIKEHWLPISVIVGAMGVLMIWLSRRNKLKNKA
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ID. DE SEQ. N°: 13
MKKKLLVLTMSTLFATQIMNSNHAKASVTESVDKKFVVPESGINKIIPAYDEFKNSPKV
NVSNLTDNKNFVASEDKLNKIADSSAASKIVDKNFVVPESKLGNIVPEYKEINNRVNVA
TNNPASQQVDKHFVAKGPEVNRFITQONKVNHHFITTQTHYKKVITSYKSTHVHKHVNHA
KDSINKHFIVKPSESPRYTHPSQSLIIKHHFAVPGYHAHKFVTPGHASIKINHFCVVPQ
INSFKVIPPYGHNSHRMHVPSFQONNTTATHONAKVNKAYDYKYFYSYKVVKGVKKYFSF
SQSNGYKIGKPSLNIKNVNYQYAVPSYSPTHYVPEFKGSLPAPRV

ID. DE SEQ. N°: 14
KFVVPESGINKIIPAYDEFKNSPKVNVSNLTDNKNFVASEDKLNKIADSSAASKIVDKN
FVVPESKLGNIVPEYKEINNRVNVATNNPASQQVDKHFVAKGPEVNRFITONKVNHHF I
TTQTHYKKVITSYKSTHVHKHVNHAKDS INKHFIVKPSESPRYTHPSQSLIIKHHFAVP
GYHAHKFVTPGHASIKINHFCVVPQINSFKVIPPYGHNSHRMHVPSFONNTTATHONAK
VNKAYDYKYFYSYKVVKGVKKYFSFSQSNGYKIGKPSLNIKNVNYQYAVPSYSPTHYVP
EFKGSLPAPRV

ID. DE SEQ. N°: 15
SVTESVDKKFVVPESGINKIIPAYDEFKNSPKVNVSNLTDNKNFVASEDKLNKIADSSA
ASKIVDKNFVVPESKLGNIVPEYKEINNRVNVATNNPASQQVDKHFVAKGPEVNRFITQ
NKVNHHFITTQTHYKKVITSYKSTHVHKHVNHAKDS INKHFIVKPSESPRYTHPSQSLI
IKHHFAVPGYHAHKFVTPGHASIKINHFCVVPQINSFKVIPPYGHNSHRMHVPSFQONNT
TATHONAKVNKAYDYKYFYSYKVVKGVKKYFSFSQSNGYKIGKPSLNIKNVNYQYAVPS
YSPTHYVPEFKGS

ID. DE SEQ. N°: 16
KFVVPESGINKIIPAYDEFKNSPKVNVSNLTDNKNFVASEDKLNKIADSSAASKIVDKN
FVVPESKLGNIVPEYKEINNRVNVATNNPASQQVDKHFVAKGPEVNRFITONKVNHHF I
TTQTHYKKVITSYKSTHVHKHVNHAKDS INKHFIVKPSESPRYTHPSQSLIIKHHFAVP
GYHAHKFVTPGHASIKINHFCVVPQINSFKVIPPYGHNSHRMHVPSFONNTTATHONAK
VNKAYDYKYFYSYKVVKGVKKYFSFSQSNGYKIGKPSLNIKNVNYQYAVPSYSPTHYVP
EFKGS

ID. DE SEQ. N°: 17

SVTESVDKKFVVPESGINKIIPAYDEFKNSPKVNVSNLTDNKNFVASEDKLNKIADSSA
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ASKIVDKNFVVPESKLGNIVPEYKEINNRVNVATNNPASQQVDKHFVAKGPEVNRFITQ
NKV

ID. DE SEQ. N°: 18
MLNRENKTAITRKGMVSNRLNKFSIRKYTVGTASILVGTTLIFGLGNQEAKAAESTNKE
LNEATTSASDNQSSDKVDMQQLNQEDNTKNDNQKEMVSSQGNETTSNGNKLIEKESVQS
TTGNKVEVSTAKSDEQASPKSTNEDLNTKQTISNQEALQPDLQENKSVVNVQPTNEENK
KVDAKTESTTLNVKSDAIKSNDETLVDNNSNSNNENNADITILPKSTAPKRLNTRMRIAA
VQPSSTEAKNVNDLITSNTTLTVVDADKNNKIVPAQDYLSLKSQITVDDKVKSGDYFTI
KYSDTVQVYGLNPEDIKNIGDIKDPNNGETIATAKHDTANNLITYTFTDYVDRFNSVQM
GINYSIYMDADTIPVSKNDVEFNVTIGNTTTKTTANIQYPDYVVNEKNSIGSAFTETVS
HVGNKENPGYYKQTIYVNPSENSLTNAKLKVQAYHSSYPNNIGQINKDVTDIKIYQVPK
GYTLNKGYDVNTKELTDVTNQYLQKITYGDNNSAVIDFGNADSAYVVMVNTKFQYTNSE
SPTLVQMATLSSTGNKSVSTGNALGFTNNQSGGAGQEVYKIGNYVWEDTNKNGVQELGE
KGVGNVTVTVFDNNTNTKVGEAVTKEDGSYLIPNLPNGDYRVEFSNLPKGYEVTPSKQG
NNEELDSNGLSSVITVNGKDNLSADLGIYKPKYNLGDYVWEDTNKNGIQDQODEKGISGV
TVTLKDENGNVLKTVTTDADGKYKFTDLDNGNYKVEFTTPEGYTPTTVTSGSDIEKDSN
GLTTTGVINGADNMTLDSGFYKTPKYNLGNYVWEDTNKDGKQDSTEKGISGVTVTLKNE
NGEVLQTTKTDKDGKYQFTGLENGTYKVEFETPSGYTPTQVGSGTDEGIDSNGTSTTGV
IXDKDNDTIDSGFYKPTYNLGDYVWEDTNKNGVQDKDEKGISGVTVTLKDENDKVLKTV
TTDENGKYQFTDLNNGTYKVEFETPSGYTPTSVTSGNDTEKDSNGLTTTGVIKDADNMT
LDSGFYKTPKYSLGDYVWYDSNKDGKQDSTEKGIKDVKVTLLNEKGEVIGTTKTDENGK
YCFDNLDSGKYKVIFEKPAGLTQTVTNTTEDDKDADGGEVDVTITDHDDFTLDNGYFEE
DTSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDS
DSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSD
SDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDAGKHTPVKP
MSTTKDHHNKAKALPETGSENNGSNNATLFGGLFAALGSLLLFGRRKKQNK

ID. DE SEQ. N°: 19
AESTNKELNEATTSASDNQSSDKVDMQQLNQEDNTKNDNQKEMVSSQGNETTSNGNKLI
EKESVQSTTGNKVEVSTAKSDEQASPKSTNEDLNTKQTISNQEALQPDLQENKSVVNVQ

PTNEENKKVDAKTESTTLNVKSDAIKSNDETLVDNNSNSNNENNADIILPKSTAPKRLN
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TRMRIAAVQPSSTEAKNVNDLITSNTTLTVVDADKNNKIVPAQDYLSLKSQITVDDKVK
SGDYFTIKYSDTVQVYGLNPEDIKNIGDIKDPNNGETIATAKHDTANNLITYTFTDYVD
RFNSVOMGINYSIYMDADTIPVSKNDVEFNVTIGNTTTKTTANIQYPDYVVNEKNSIGS
AFTETVSHVGNKENPGYYKQTIYVNPSENSLTNAKLKVQAYHSSYPNNIGQINKDVTDI
KIYQVPKGYTLNKGYDVNTKELTDVTNQYLQKITYGDNNSAVIDFGNADSAYVVMVNTK
FQYTNSESPTLVQMATLSSTGNKSVSTGNALGFTNNQSGGAGQEVYKIGNYVWEDTNKN
GVQELGEKG

ID. DE SEQ. N°: 20
PDYVVNEKNSIGSAFTETVSHVGNKENPGYYKQTIYVNPSENSLTNAKLKVQAYHSSYP
NNIGQINKDVTDIKIYQVPKGYTLNKGYDVNTKELTDVTNQYLQKITYGDNNSAVIDFG
NADSAYVVMVNTKFQYTNSESPTLVQMATLSSTGNKSVSTGNALGFTNNQSGGAGQEVY
KIGNYVWEDTNKNGVQELGEKG

ID. DE SEQ. N°: 21
MKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAAQHDEAQONAFYQVLNMPNLNAD
QRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQQONNFNKDQQSAFYETILNMPNLN
EAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYEILNMPNLNE
EQRNGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEE
QRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLTEEQ
RNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNKPGKED
NNKPGKEDNNKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDGNK
PGKEDGNGVHVVKPGDTVNDIAKANGTTADKIAADNKLADKNMIKPGQELVVDKKQPAN
HADANKAQALPETGEENPFIGTTVFGGLSLALGAALLAGRRREL

ID. DE SEQ. N°: 22
AQHDEAQQONAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADA
QONNFNKDQQSAFYEILNMPNLNEAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKA
DNNFNKEQONAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNESQAPKAD
NKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADN
KFNKEQONAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQA

ID. DE SEQ. N°: 23

MNFNDIETMVKSKFKDIKKHAEEIAHEIEVRSGYLRKAEQYKRLEFNLSFALDDIESTA
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KDVQTAKSSANKDSVTVKGKAPNTLYIEKRNLMKQKLEMLGEDIDKNKESLQKAKEIAG
EKASEYFNKAMN

ID. DE SEQ. N°: 24
MAMIKMSPEEIRAKSQSYGQGSDQIRQILSDLTRAQGEIAANWEGQAFSRFEEQFQQLS
PKVEKFAQLLEEIKQQLNSTADAVQEQDQQLSNNFGLQ

ID. DE SEQ. N°: 25
MGGYKGIKADGGKVDQAKQLAAKTAKDIEACQKQTQQLAEY IEGSDWEGQFANKVKDVL
LIMAKFQEELVQPMADHQKAIDNLSQNLAKYDTLSIKQGLDRVNP

ID. DE SEQ. N°: 26
MKKLLLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVAPTYAG
GLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDVEKVAKEKPDLIIVYSTDKDIKK
YQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWEETTAKDGKEIKKATGQD
ATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQPEQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKY
AGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEGHIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKE
KLIKAAK

ID. DE SEQ. N°: 27
MKNILKVFNTTILALIIIIATFSNSANAADSGTLNYEVYKYNTNDTSIANDYFNKPAKY
IKKNGKLYVQITVNHSHWITGMSIEGHKENI ISKNTAKDERTSEFEVSKLNGKIDGKID
VYIDEKVNGKPFKYDHHYNITYKFNGPTDVAGANAPGKDDKNSASGSDKGSDGTTTGQS
ESNSSNKDKVENPQTNAGTPAYIYATPVASLALLIAITLFVRKKSKGNVE

ID. DE SEQ. N°: 28
MKTRIVSSVTTTLLLGSILMNPVANAADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENG
MHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPD
NEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQP
DFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQNWGPYDRDSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKAADNF
LDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTN
TKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN

ID. DE SEQ. N°: 29
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMLKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG

TIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTY

En
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GFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQ
NWGPYDRDSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKAADNFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDR
KASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN
ID. DE SEQ. N°: 30

PSGS

ID. DE SEQ. N°: 31
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMLKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG
TIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTPSGSVQPDF
KTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQNWGPYDRDSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKAADNFLD
PNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTK
DKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN

ID. DE SEQ. N°: 32
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG
TIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTPSGSVQPDF
KTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQNWGPYDRDSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKAADNFLD
PNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQOTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTK
DKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN

ID. DE SEQ. N°: 33
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNK

ID. DE SEQ. N°: 34
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG
TIAG

ID. DE SEQ. N°: 35
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLL

ID. DE SEQ. N°: 36
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMLKKVFYSFIDDKNHNK

ID. DE SEQ. N°: 37
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMLKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG
TIAG

ID. DE SEQ. N°: 38

*
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ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMLKKVFYSFIDDKNHNKKLL

ID. DE SEQ. N°: 39
MMKRLNKLVLGIIFLFLVISITAGCGIGKEAEVKKSFEKTLSMYPIKNLEDLYDKEGYR
DDQFDKNDKGTWIINSEMVIQPNNEDMVAKGMVLYMNRNTKTTNGYYYVDVTKDEDEGK
PHDNEKRYPVKMVDNKIIPTKEIKDEKIKKEIENFKFFVQYGDFKNLKNYKDGDISYNP
EVPSYSAKYQLTNDDYNVKQLRKRYDIPTSKAPKLLLKGSGNLKGSSVGYKDIEFTFVE
KKEENIYFSDSLDYKKSGDV

ID. DE SEQ. N°: 40
MMKRLNKLVLGIIFLFLVISITAGCGIGKEAEVKKSFEKTLSMYPIKNLEDLYDKEGYR
DDQFDKNDKGTWIINSEMVIQPNNEDMVAKGMVLYMNRNTKTTNGYYYVDVTKDEDEGK
PHDNEKRYPVKMVDNKITIPTKEIKDEKLKKEIENFKFFVQYGDFKNIKNYKDGDISYNP
EVPSYSAKYQLTNDDYNVKQLRKRYDIPTSKAPKLLLKGSGNLKGSSVGYKDIEFTFVE
KKEENIYFSDSLDYKKSGDV

ID. DE SEQ. N°: 41
MMKRLNKLVLGIIFLFLVISITAGCGIGKEAEVKKSFEKTLSMYPIKNLEDLYDKEGYR
DDQFDKNDKGTWIINSEMVIQPNNEDMVAKGMVLYMNRNTKTTNGYYYVDVTKDEDEGK
PHDNEKRYPVKMVDNKIIPTKEIKDEKVKKETENFKFFVQYGDFKNIKNYKDGDISYNP
EVPSYSAKYQLTNDDYNVKQLRKRYDIPTSKAPKLLLKGSGNLKGSSVGYKDIEFTFVE
KKEENIYFSDSLDYKKSGDV

ID. DE SEQ. N°: 42
MMKRLNKLVLGIIFLFLVISITAGCGIGKEAEVKKSFEKTLSMYPIKNLEDLYDKEGYR
DDQFDKNDKGTWIINSEMVIQPNNEDMVAKGMVLYMNRNTKTTNGYYYVDVTKDEDEGK
PHDNEKRYPVKMVDNKIIPTKEIKDEKLKKEIENFKFFVQYGDFKNVKNYKDGDISYNP
EVPSYSAKYQLTNDDYNVKQLRKRYDIPTSKAPKLLLKGSGNLKGSSVGYKDIEFTFVE
KKEENIYFSDSLDYKKSGDV

ID. DE SEQ. N°: 43
MTKHYLNSKYQSEQRSSAMKKITMGTASIILGSLVYIGADSQQVNAATEATNATNNQST
QVSQATSQPINFQVQKDGSSEKSHMDDYMQHPGKVIKONNKYYFQTVLNNASFWKEYKF
YNANNQELATTVVNDNKKADTRTINVAVEPGYKSLTTKVHIVVPQINYNHRYTTHLEFE

KAIPTLADAAKPNNVKPVQPKPAQPKTPTEQTKPVQPKVEKVKPTVTTTSKVEDNHSTK
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VVSTDTTKDQTKTQTAHTVKTAQTAQEQNKVQTPVKDVATAKSESNNQAVSDNKSQQTN
KVTKHNETPKQASKAKELPKTGLTSVDNFISTVAFATLALLGSLSLLLFKRKESK

ID. DE SEQ. N°: 44
DSQQVNAATEATNATNNQSTQVSQATSQPINFQVQKDGSSEKSHMDDYMQHPGKVIKQON
NKYYFQTVLNNASFWKEYKFYNANNQELATTVVNDNKKADTRTINVAVEPGYKSLTTKV
HIVVPQINYNHRYTTHLEFEKAIPTLA

ID. DE SEQ. N°: 45
MNKQQKEFKSFYSIRKSSLGVASVAISTLLLLMSNGEAQAAAEETGGTNTEAQPKTEAV
ASPTTTSEKAPETKPVANAVSVSNKEVEAPTSETKEAKEVKEVKAPKETKEVKPAAKAT
NNTYPILNQELREAIKNPAIKDKDHSAPNSRPIDFEMKKKDGTQQFYHYASSVKPARVI
FTDSKPEIELGLQSGQFWRKFEVYEGDKKLPIKLVSYDTVKDYAYIRFSVSNGTKAVKI
VSSTHFNNKEEKYDYTLMEFAQPIYNSADKFKTEEDYKAEKLLAPYKKAKTLERQVYEL
NKIQDKLPEKLKAEYKKKLEDTKKALDEQVKSAITEFQNVQPTNEKMTDLODTKYVVYE
SVENNESMMDTFVKHPIKTGMLNGKKYMVMETTNDDYWKDFMVEGQRVRTISKDAKNNT
RTIIFPYVEGKTLYDAIVKVHVKTIDYDGQYHVRIVDKEAFTKANTDKSNKKEQQDNSA
KKEATPATPSKPTPSPVEKESQKQDSQKDDNKQLPSVEKENDASSESGKDKTPATKPTK
GEVESSSTTPTKVVSTTQNVAKPTTASSKTTKDVVQTSAGSSEAKDSAPLOKANTIKNTN

DGHTQSQONNKNTQENKAKSLPQTGEESNKDMTLPLMALLALSSIVAFVLPRKRKN

ID. DE SEQ. N°: 46

MAKKFNYKLPSMVALTLVGSAVTAHQVQAAETTQDQTTNKNVLDSNKVKATTEQAKAEV
KNPTONISGTQVYQDPAIVQPKTANNKTGNAQVSQKVDTAQVNGDTRANQSATTNNTQP
VAKSTSTTAPKTNTNVTNAGYSLVDDEDDNSENQINPELIKSAAKPAALETQYKTAAPK
AATTSAPKAKTEATPKVTTFSASAQPRSVAATPKTSLPKYKPQVNSSINDYICKNNLKA
PKIEEDYTSYFPKYAYRNGVGRPEGIVVHDTANDRSTINGEISYMKNNYQNAFVHAFVD
GDRIIETAPTDYLSWGVGAVGNPRFINVEIVHTHDYASFARSMNNYADYAATQLQYYGL
KPDSAEYDGNGTVWTHYAVSKYLGGTDHADPHGYLRSHNYSYDQLYDLINEKYLIKMGK
VAPWGTQSTTTPTTPSKPTTPSKPSTGKLTVAANNGVAQIKPTNSGLYTTVYDKTGKAT
NEVOKTFAVSKTATLGNQKFYLVQDYNSGNKFGWVKEGDVVYNTAKS PVNVNQSYSIKP
GTKLYTVPWGTSKQVAGSVSGSGNQTFKASKQQQIDKSIYLYGSVNGKSGWVSKAYLVD

TAKPTPTPTPKPSTPTTNNKLTVSSLNGVAQINAKNNGLFTTVYDKTGKPTKEVQKTFA
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VTKEASLGGNKFYLVKDYNSPTLIGWVKQGDVIYNNAKSPVNVMQTYTVKPGTKLYSVP
WGTYKQEAGAVSGTGNQTFKATKQQQIDKSIYLFGTVNGKSGWVSKAYLAVPAAPKKAV
AQPKTAVKAYTVTKPQTTQTVSKIAQVKPNNTGIRASVYEKTAKNGAKYADRTFYVTKE
RAHGNETYVLLNNTSHNIPLGWFNVKDLNVONLGKEVKTTQKYTVNKSNNGLSMVPWGT
KNQVILTGNNIAQGTFNATKQVSVGKDVYLYGTINNRTGWVNAKDLTAPTAVKPTTSAA
KDYNYTYVIKNGNGYYYVTPNSDTAKYSLKAFNEQPFAVVKEQVINGQTWYYGKLSNGK
LAWIKSTDLAKELIKYNQTGMTLNQVAQIQAGLQYKPQVQRVPGKWTDAKFNDVKHAMD
TKRLAQDPALKYQFLRLDQPONISIDKINQFLKGKGVLENQGAAFNKAAQMYGINEVYL
ISHALLETGNGTSQLAKGADVVNNKVVTNSNTKYHNVFGIAAYDNDPLREGIKYAKQAG
WDTVSKAIVGGAKFIGNSYVKAGONTLYKMRWNPAHPGTHQYATDVDWANINAKIIKGY
YDKIGEVGKYFDIPQYK

ID. DE SEQ. N°: 47

GSGGGG

ID. DE SEQ. N°: 48

GSGSGGGG

ID. DE SEQ. N°: 49

ASGGGS

ID. DE SEQ. N°: 50

GCTAGCGGTGGCGGATCC

ID. DE SEQ. N°: 51

HHHHHH

ID. DE SEQ. N°: 52
MAMIKMSPEEIRAKSQSYGQGSDQIRQILSDLTRAQGEIAANWEGQAFSRFEEQFQQLS
PKVEKFAQLLEEIKQQLNSTADAVQEQDQQLSNNFGLQASGGGSMGGYKGIKADGGKVD
QAKQLAAKTAKDIEACQKQTQQOLAEYTEGSDWEGQFANKVKDVLLIMAKFQEELVQPMA
DHQKAIDNLSQNLAKYDTLS IKQGLDRVNP

ID. DE SEQ. N°: 53
ATGGCAATGATTAAGATGAGTCCAGAGGAAATCAGAGCAAAATCGCAATCTTACGGGCA
AGGTTCAGACCAAATCCGTCAAATTTTATCTGATTTAACACGTGCACAAGGTGAAATTG

CAGCGAACTGGGAAGGTCAAGCTTTCAGCCGTTTCGAAGAGCAATTCCAACAACTTAGT
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CCTAAAGTAGAAAAATTTGCACAATTATTAGAAGAAATTAAACAACAATTGAATAGCAC
TGCTGATGCCGTTCAAGAACAAGACCAACAACTTTCTAATAATTTCGGTTTGCAAGCTA
GCGGTGGCGGATCCGGTGGATATAAAGGTATTAAAGCAGATGGTGGCAAGGTTGATCAA
GCGAAACAATTAGCGGCAAAAACAGCTAAAGATATTGAAGCATGTCAAAAGCAAACGCA
ACAGCTCGCTGAGTATATCGAAGGTAGTGATTGGGAAGGACAGTTCGCCAATAAGGTGA
AAGATGTGTTACTCATTATGGCAAAGTTTCAAGAAGAATTAGTACAACCGATGGCTGAC
CATCAAAAAGCAATTGATAACTTAAGTCAAAATCTAGCGAAATACGATACATTATCAAT
TAAGCAAGGGCTTGATAGGGTGAACCCA

ID. DE SEQ. N°: 54
MGGYKGIKADGGKVDQAKQLAAKTAKDIEACQKQTQQOLAEY ITEGSDWEGQFANKVKDVL
LIMAKFQEELVQPMADHQKAIDNLSQNLAKYDTLSIKQGLDRVNPASGGGSMAMIKMSP
EETRAKSQSYGQGSDQIRQILSDLTRAQGEIAANWEGQAFSRFEEQFQQLSPKVEKFAQ

LLEEIKQQLNSTADAVQEQDQQISNNFGLQ
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REIVINDICAGOES
1. Processo para a preparagdo de um conjugado de um
polissacarideo capsular de S. aureus tipo 5 ou tipo 8 e uma

molécula de transporte, caracterizado pelo fato de dque

compreende as etapas de: (a) despolimerizagdo do
polissacarideo capsular, para derar um fragmento de
polissacarideo; (b) oxidacdo do fragmento a fim de
introduzir um grupo aldeido em pelo menos um residuo
sacaridico no fragmento, para gerar um residuo sacaridico
oxidado; e (c¢) acoplamento do residuo sacaridico oxidado a
uma molécula de transporte por meio do grupo aldeido,
gerando, dessa forma, o conjugado.

2. Processo para o tratamento de um polissacarideo

capsular de S. aureus do tipo 5, caracterizado pelo fato de

que compreende a etapa de despolimerizagédo do
polissacarideo capsular, para gerar um fragmento de
polissacarideo que possui uma porgdo B-D-FucNAc-(l-» em seu
terminal ndao redutor.

3. Processo para ©O tratamento de um polissacarideo

capsular de S. aureus do tipo 8, caracterizado pelo fato de

compreende a etapa de despolimerizagdo do polissacarideo
capsular, para gerar um fragmento de polissacarideo dque
possui uma porgdo a-D-FucNAc-(l- em seu terminal mndo
redutor.

4. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 1, 2 ou 3, caracterizado pelo fato de que a

despolimerizacdo é realizada por hidrdlise acida usando
dcido acético.
5. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de que
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a massa molecular média do fragmento estad entre 5 e 100
kDa .
6. Processo, de acordo com (qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3, 4 ou 5, caracterizado pelo fato de

que o grau de O-acetilagdo do fragmento & de 10-90%.
7. Processo, de acordo com gqualquer uma das

reivindicagdes 1 e 4, 5 ou 6, caracterizado pelo fato de

que etapa (a) & a etapa definida na reivindicagdo 2 ou
reivindicag¢ao 3.
8. Processo para o fornecimento de um polissacarideo

capsular de S. aureus do tipo 5 derivado, caracterizado

pelo fato de que compreende a etapa de oxidagdo de um
polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 5 que possui
uma por¢do B-D-FucNAc- (1-» em seu terminal ndo redutor para
converter dois grupos hidroxil vizinhos na porg¢do B-D-
FucNAc- (1-» em dois grupos aldeido.

9. Processo para o fornecimento de um polissacarideo

capsular de S. aureus do tipo 8 derivado, caracterizado

pelo fato de que compreende a etapa de oxidagao de um
polissacarideo capsular de S. aureus do tipo 8 que possui
uma porgdo a-D-FucNAc- (1-» em seu terminal nd3o redutor para
converter dois grupos hidroxil vizinhos na porgdo a-D-
FucNAc- (1-» em dois grupos aldeido.

10. Processo, da reivindicag¢do 7, caracterizado pelo

fato de que a etapa (b) & a etapa definida na reivindicagdo
8 ou reivindicagdo 9.
11. Processo para o fornecimento de um polissacarideo

capsular de S. aureus do tipo 5 acoplado, caracterizado

pelo fato de que compreende a etapa de acoplamento a uma

molécula de transporte de um polissacarideo capsular de S.
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aureus do tipo 5 que possui uma por¢ado PB-D-FucNAc-1- em seu
terminal ndo redutor que foi oxidada para converter dois
grupos hidroxil vizinhos em dois grupos aldeido, em que ©
acoplamento & por meio de um dos grupos aldeido.

12. Processo para o fornecimento de um polissacarideo

capsular de S. aureus do tipo 8 acoplado, caracterizado

pelo fato de que compreende a etapa de acoplamento a uma
molécula de transporte de um polissacarideo capsular de S.
aureus do tipo 8 que possui uma porgdo a D-FucNAc- (l- em
seu terminal ndo redutor que foi oxidada para converter
dois grupos hidroxil vizinhos em dois grupos aldeido, em
que o acoplamento & por meio de um dos grupos aldeido.

13. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 10,

P

caracterizado pelo fato de que o processo € usado para a

preparacdo de um conjugado de um polissacarideo capsular de
S. aureus do tipo 5 e uma molécula de transporte, que
compreende as etapas de: (a) despolimerizagdo do
polissacarideo capsular, para gerar um fragmento de
polissacarideo que possuil a porgdo B-D-FucNAc-(l-» em seu
terminal ndo redutor; (b) oxida¢do do fragmento a fim de
converter dois grupos hidroxil vizinhos na porgdo p-D-
FucNAc- (1» em dois grupos aldeido; e (c) acoplamento do
fragmento oxidado a uma molécula de transporte por meio de
um dos grupos aldeido, gerando, dessa forma, o conjugado.
14. Processo, de acordo com a reivindicagdao 10,

caracterizado pelo fato de que o processo & usado para a

preparacdo de um conjugado de um polissacarideo capsular de
S. aureus do tipo 8 e uma molécula de transporte, dque
compreende as etapas de: (a) despolimerizagao do

polissacarideo capsular, para gerar um fragmento de
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polissacarideo que possui a porgdo a-D-FucNAc-(l-» em seu
terminal n3o redutor; (b) oxidag¢do do fragmento a fim de
converter dois grupos hidroxil wvizinhos na porg¢ao a-D-
FucNAc- (1-» em dois grupos aldeido; e (c) acoplamento do
fragmento oxidado a uma molécula de transporte por meio de
um dos grupos aldeido, gerando, dessa forma, o conjugado.
15. Processo, de acordo com dgualqguer uma das
reivindicagbes 1 e 4, 5, 6 ou 7 e 10, 11, 12, 13 ou 14,

caracterizado pelo fato de que o acoplamento & acoplamento

direto por reag¢do do grupo aldeido com um grupo amina no
veiculo por aminag¢do redutiva.

1l6. Processo, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des 1 e 4, 5, 6, ou 7 e 10, 11, 12, 13 ou 14,

caracterizado pelo fato de que o acoplamento & por meio de

um vinculador por reagdo do grupo aldeido com um grupo
amina no vinculador por aminac¢do redutiva.
17. Processo, de acordo com a reivindicagdo 16,

caracterizado pelo fato de que o vinculador é anexado a

molécula de transporte.
18. Processo, de acordo com dqualquer uma das
reivindicacbes 1 e 4, 5, 6 ou 7 e 10, 11, 12, 13, 14, 15,

16 ou 17, caracterizado pelo fato de que o acoplamento

resulta em uma propor¢do de polissacarideo:proteina (p/p)
entre 1:5 e 1:2.
19. Polissacarideo conjugado, fragmento, derivado ou

acoplado, caracterizado por ser obtido ou passivel de

obtencdo pelo processo de qualquer uma das reivindicagdes

precedentes.

20. Composigdo imunogénica caracterizada pelo fato de

que compreende um polissacarideo conjugado ou acoplado de
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acordo com a reivindicagdo 19.
21. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 20,

caracterizada ainda por compreender um ou mais antigenos

protéicos de S. aureus selecionados do grupo que consiste
em um antigeno clfA; um antigeno clfB; um antigeno sdrE2;
um antigeno sdrC; um antigeno sasF; um antigeno emp; um
antigeno sdrD; um antigeno spa; um antigeno esaC; um
antigeno esxA; um antigeno esxB; um antigeno sta006; um
antigeno isdC; um antigeno Hla; um antigeno stal0ll; um
antigeno isdA; um antigeno isdB; e um antigeno sta073.

22. Composicdo, de acordo com a vreivindicagdo 21,

caracterizada pelo fato de que os (ou mais) antigenos

protéicos de S. aureus sdo selecionados do grupo que
consiste em um antigeno esxA; um antigeno esxB; um antigeno
sta006; um antigeno Hla; um antigeno sta0ll; e um antigeno
sta073.

23. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 22,

caracterizada pelo fato de que a composigdo compreende

antigenos protéicos de S. aureus de acordo com uma das
combinag¢des (1) a (10) abaixo:

(1) um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
sta006 e um antigeno Hla;

(2) um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
sta006 e um antigeno stalOll;

(3) um antigeno esxA, um antigeno esxB e um antigeno
stalll;

(4) um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
Hla, um antigeno sta006 e um antigeno sta0ll;

(5) um antigeno esxA, um antigeno esxB e um antigeno

Hla;



(6) um antigeno Hla, um antigeno sta006 e um antigeno

(7) um antigeno esxA e um antigeno esxB;

(8) um antigeno esxA, um antigeno esxB e um antigeno
sta006;

(9) um antigeno esxA, um antigeno esxB, um antigeno
stal0ll e um antigeno stal073; e

(10) um antigeno sta006 e um antigeno stalOll.
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FIGURA 2

A)

SDS-PAGE (gel 3-8%)

1. Marcador.
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FIGURA 4A

Fi
[ref]

Despolimerizado

Hativo




FIGURA 4B
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FIGURA 4C
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FIGURA 5

A)

SDSPAGE @I 35%)

1. Marcador

2. CRu

3. Conjugado de.CPS5-CRIM.
L

B)

g CART I YR L A B L 30 A S IR ML WO o e T T LR S DAL S S IR U . o, N e N A e A By T T Y A R e e DT IO U S

T A T T ST T Y S5 U T A T IV TR A TY ey
Pl " E " |
_;ﬁ B

s

f‘ et S et e, | 1) ) T b T
i L S o B R e s L R S 0 e ke i W 00 o B
[ ) ) I IR ) L I g - LS

et AP " il i 1N i Nl " ettt St kgt sl et —b - st




EER RN TR R R EREREREERERE

AcOH. 5%,;9q°c,.3%hv Ve

AcCH 2%

AcOH B%, 90°Cbh

90°C3h ’
\/ 4
PR




1) cruadh (5 vg)

2) Conjugado de &

30 '-hidrolisado-CRM

3}) Conjugado de
3h-hidrolisado-CRMa

1) crM (5 ug)

5) Conjugado de 5h-cRM (2 5 Fg)

adh (2.5 19)

an (2.5 pg)

9
FIGURA 7
3 2 1)
mép
w»
' vy
3
5) 4)




“ e

I5G, ELISA.GWT

#400'+
1200 -
1000 4
860 -
600 -
400 -
200

gripos deiimmnizacds




11

FIGURA 9
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FIGURA 11
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FIGURA 134

Ataque ¢om ¢rescimento em:imsio solido.

S

e

ot



Log efuiml

16

FIGURA 13B
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FIGURA 14.
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FIGURA 17
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RESUMO

CONJUGACKO DE POLISSACARIDEOS CAPSULARES DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS DO TIPO 5 E TIPO 8

A invencdo fornece um processo para a preparagdo de um
conjugado de um polissacarideo capsular de S. aureus do
tipo 5 ou tipo 8 e uma molécula de transporte, due
compreende as etapas de: (a) despolimerizagdo do
polissacarideo capsular, para gerar um fragmento de
polissacarideo; (b) oxidagdo do fragmento a fim de
introduzir um grupo aldeido em pelo menos um residuo
sacaridico no fragmento, para gerar um residuo sacaridico
oxidado; e (c) acoplamento do residuo sacaridico oxidado a
uma molécula de transporte por meio do grupo aldeido,
gerando, dessa forma, o conjugado. O acoplamento na etapa
(c) pode ser direto, ou pode ser por meio de uma molécula
vinculadora. A invengdo também fornece um conjugado obtido

ou passivel de obtengdoc por esse processo.
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