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Relatdrio Descritivo da Patente de Invencdo para: “PROTEINA
DE LIGAGAO A BIOTINA MODIFICADA, PROTEINAS DE FUSZ0 Da
MESMA E APLICAGOES”.

PEDIDOS RELACIONADOS

O pedido reivindica beneficio sob 35 USC § 119 (e) dos
Pedidos Provisdrios US 61/484.934 depositado em 11 de maio
de 2011, US 61/608.168 depositado em 8 de marg¢o de 2012, e
US 61/609.974 depositado em 13 de marco de 2012, sendo o
contetdo de cada incorporado aqui integralmente por
referéncia.

CAMPO TECNICO

A presente descrigdo refere-se a proteinas de ligacédo
a biotina e proteinas de fus3o/composicdes compreendendo
tais proteinas de 1ligacdio de biotina. S3o aqui também
descritos métodos para a expressdo de proteinas de ligacgédo
a biotina e/ou as proteinas de fus3o das mesmas em alto
rendimento e solivel em bactérias.

ANTECEDENTES

A proteina de ligagdo & biotina e seus derivados podem
ser amplamente usados em vAarias aplicagdes. No entanto,
produgdo ou purificagdo das proteinas recombinantes de
ligagdo de biotina pode ser muito dificil. Quando
expressadas em E. coli, a maioria das proteinas de ligacgdo

a biotina tende a se acumular em corpos de inclusdo, a
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desnaturagdo, a reduplicagdo e processamento a jusante
tedioso sdo requeridos na preparagdo de proteinas ativas.
Expressdo em E. coli é preferivel por causa do baixo custo
de produgdo e o potencial para posterior engenharia, assim,
proteinas de ligacdo de  biotina, que  podem ser
eficientemente produzidas em E. coli, & muito procurado.
Além disso, a expressdo em E. coli também proporciona a
possibilidade de gerar proteinas de fusdo recombinantes
contendo a proteina de ligagdo de biotina, para varias
aplicac¢des.

Portanto, existe a necessidade na arte de proteinas de
ligagdo & biotina e de proteinas de fusdo contendo
proteinas de ligagdo de biotina, que podem ser expressadas
em forma solGvel em elevados rendimentos em E. coli.

SUMARIO

Um dos objetivos da presente descricdo & fornecer uma
proteina recombinante de ligacdo de biotina, que pode ser
expressadas em forma solivel em elevados rendimentos em E.
coli. Portanto, a presente descricio fornece proteinas de
ligag8o & biotina e composicdes compreendendo as mesmas. Em
algumas formas de realizacdo, a proteina recombinante de
ligagdo de biotina compreende uma sequéncia de sinal de E.
coli fusionada com o terminal N de uma sequéncia de

aminodcidos compreendendo aminoacidos 45-179
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(FDASNFKDFSSIASASSSWONQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCONSPYPLT
GRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQG
QDTFQYVPTTENKSLLKD, SEQ ID NO: 1) de Rhizavidina de tipo
selvagem (rhavi). Em algumas formas de realizagdo, a
sequéncia de sinal de E. coli é MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID
No: 2). A sequéncia de sinal pode ser fusionada com a
sequéncia compreendendo aminodcidos 45-179 de rhavi tipo
selvagem por um ligador de peptideo flexivel.

Aqui também & provido um método de expressar uma
proteina de 1ligagdo & biotina em forma solGvel com um
rendimento elevado em E. coli. Em algumas formas de
realizagdo, o método compreendendo expressar uma proteina
de ligagdo a biotina em E. coli, em que a sequéncia de
sinal nativo da proteina de 1ligagdo & biotina foi
substituida por uma sequéncia de sinal de E. coli. Em
algumas formas de realizagdo, a sequéncia de sinal &
MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID No: 2)

Em ainda outro aspecto, a inveng3o fornece proteinas
de fusdo de ligagdo de biotina, compreendendo um dominio de
ligagdo de biotina e uma proteina ou um peptideo.

Em outro aspecto, €& aqui fornecida uma proteina de
ligagdo a biotina 1lipidada. Como aqui wusado, o termo
"proteina de ligagdo & biotina lipidada” refere-se a uma

proteina de ligagdo a biotina que & covalentemente ligada a
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um lipideo. As proteinas de ligagdo a biotina lipidada sdo
ligandos ou agonistas de receptor de tipo Toll 2. Portanto,
também sdo aqui providos métodos para inducdo de uma
resposta imune no individuo. O método compreende a
administragdo ao individuo de uma composicdo compreendendo
uma proteina de ligaqéé a biotina lipidada.

Aqui €& também provido um método de expressar uma
proteina de 1ligagdo a biotina lipidada em E. coli. Em
algumas formas de realizagdo, o método compreende a
expressdo de uma proteina de ligagdo a biotina lipidada em
E. coli, em que a sequéncia de sinal nativa da proteina de
ligagdo a biotina foi substituida por uma sequéncia de

sinal de E. coli contendo um motivo de lipidacdo. Em

M

algumas formas de realizag¢do, a sequéncia de sinal
MKKVAAFVALSLLMAGC (SEQ ID No: 3)

Em ainda outro aspecto, é aqui provido um derivado ndo
hemolitica de alfa-hemolisina de Staphylococcal aureus
(Hla) . O derivado de Hla aqui descrito pode estar na forma
de uma proteina de fusdo, em que a proteina de fusdo
compreende o dominio derivado de Hla e um dominio de
ligagdo de biotina. Em algumas formas de realizacdo deste
aspecto, o dominio de ligagdo de biotina & uma proteina de
ligagdo a biotina aqui descrita.

Como as proteinas de ligagdo a biotina lipidada, as
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variantes de Hla ou suas proteinas de fusdo com proteinas
de ligacdo a biotina aqui descritas sdo também ligandos ou
agonistas de receptores do tipo Toll ou outros receptores
de reconhecimento de padrdo (PRRs). Portanto, aqui também
sdo providos métodos para a indugdo de uma resposta imune
no individuo. Em algumas formas de realizacdo, o método
compreendendo a administragdo ao individuo de uma
composigdo compreendendo um variantes Hla ndo hemoliticas
ou suas proteinas de fusdo com a proteina de ligacdo &
biotina aqui descrita.

Em ainda outro aspecto, prové-se aqui uma composicdo
imunogénica ou uma composigdo de vacina compreendendo uma
proteina de ligagdo de biotina, uma proteina de ligacio &
biotiné lipidada, uma proteina de fus3o de 1ligac3o de
biotina, compreendendo um dominio de ligacdo de biotina e
de uma proteina antigénica ou peptideo. Em algumas formas
de realizagdo deste aspecto, a proteina antigénica. é um
derivado ndo hemolitica de Hla aqui descrito.

Prové-se aqui também um método de vacinacdo de um
individuo, por exemplo, um mamifero, por exemplo, um
humano, com as composigdes imunogénicas, como aqui
descrito, o método compreendendo a administracdio de uma

composigdo de vacina, como aqui descrito, para o individuo.
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BREVE DESCRICKO DOS DESENHOS

Figura 1 é uma representagdo esquematica de uma
proteina de ligagdo a biotina modificada de acordo com uma
forma de realizagdo aqui descrita. A figura 1 descreve SEQ
ID NOS: 56 e 14, respectivamente, em ordem de aparecimento.

Figura 2 & um SDS-PAGE de uma proteina de 1ligagdo a
biotina recombinante purificada aqui descrita.

Figura 3 & wuma representacdo esquemdtica de uma
proteina de fusdo compreendendo uma proteina de ligagdo a
biotina e um antigeno X. A figura 3 descreve SEQ ID NOS:
56, 22 e 57, respectivamente, em ordem de aparecimento.

Figura 4 & um SDS-PAGE exemplar de proteinas de fusdo
de rhizavidina purificadas.

Figura 5 & uma representagdo esquemdtica de proteina
de ligagdo & biotina lipidada de acordo com uma forma de
realizagdo aqui descrita. A figura 5 descreve SEQ ID NOS:
58 e 14, respectivamente, em ordem de aparecimento.

Figura 6 & um SDS-PAGE de uma proteina de ligagdo a
biotina lipidada aqui descrita.

Figura 7 & um grafico de barras mostrando a atividade
de TLR2 dependente de dose da proteina de ligag¢do & biotina
lipidada.

Figura 8 & uma representagdo esquematica de alfa-

hemolisina (Hla) de S. aureus WT recombinante ou mutante e
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suas proteinas de fusdo de rhizavidina aqui descritas. No
Hla ndo hemolitica, muta¢des pontuais foram feitas como a
seguir: (i) residuo 205 W a A, (ii) residuo 213 W a A, ou
(iii) residuos 209-211 a partir de DRD para AAA. A figura 8
descreve SEQ ID NOS: 57, 56, 22 e 57, respectivamente, em
ordem de aparecimento.

Figura 9 & um SDS-PAGE de Hla de tipo selvagem
purificado ou variantes n3o hemoliticas do mesmo.

Figura 10 & SDS-PAGE de proteinas de fusdo de ligacdo
de biotina purificadas de Hla de tipo selvagem ou variantes
ndo hemoliticas das mesmas.

Figura 11 & um grafico de linha mostrando atividade
hemolitica de Hla WT e variantes ndo hemoliticas da mesma.

Figura 12 & um grafico de linhas mostrando a atividade
hemolitica de Hla tipo selvagem, variantes ndo hemoliticas
de Hla, e proteinas de fus3o de ligacdo de biotina de Hla
de tipo selvagem e variantes ndo hemoliticas da mesma.

Figura 13 é um grafico de barras mostrando que a
estimulagdo dos macrdfagos com proteina de fusio de ligacgdo
de biotina (rhavi-H1a209) induz varias citocinas pro-
inflamatdrias.

Figura 14 é um grafico de barras mostrando que o
complexo sistema apresentando antigenos miltiplos (MAPS)

contendo rhizavidina 1lipidada ou rhavi-H1a209 induz
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respostas de células T mais fortes para os antigenos.

DESCRICKO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZACKO
EXEMPLIFICATIVAS

Deve ser entendido que esta invengdo ndo estd limitada
a composigdo, metodologia, protocolos e reagentes
particulares, etc, aqui descritos e, assim, estes podem
variar. A terminologia aqui usada & para o propdsito de
descrever apenas formas de realizag¢do particulares, e ndo
se destina a limitar o ambito da presente invengdo, que é
definido unicamente pelas reivindicagdes.

Sem desejar ficar limitado por uma teoria, a baixa
expressdo de uma proteina de ligagdo a biotina na arte pode
ser devida a duplicagdo ruim causada pela 1ligacdo
dissulfeto em cada monémero da proteina de ligacdo a
biotina que ndo formam, ou formam em niveis muito baixos,
no citoplasma de E. coli. Agora, os inventores descobriram
que a correta duplicagdo pode ser conseguida por transporte
no espag¢o periplasmatico de E. coli. Assim, duplicacdo
correta das proteinas de ligag¢do & biotina recombinantes
pode ser melhorada substituindo a sequéncia de sinal nativa
completa de uma proteina de 1ligagdo & biotina com uma
sequéncia de sinal de secregdo de E. coli. Sem desejar
estar limitado por uma teoria, isto facilita a translocacdo

de proteina recombinante para o espag¢o periplasmiatico das
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células de E. coli. A translocagdo da proteina recombinante
para o espago periplésmico de E. coli, entdo, pode fornecer
a ligagdo de dissulfeto funcionalmente importante na
proteina de ligagdo & biotina (por exemplo, em Rhizavidina)
e a proteina pode duplicar corretamente em uma forma
solivel e em elevados rendimentos.

Em um aspecto, prové-se aqui uma proteina de ligacdo
de biotina, que pode ser expressada em uma forma solivel e
de alto rendimento em E. coli. Como aqui usado, o termo
"proteina de ligacdo de biotina" refere-se a uma proteina,
que se liga ndo covalentemente & biotina ou um andlogo ou
derivado da mesma. Rendimento elevado significa que a
proteina pode ser expressada de uma forma soltvel em E.
coli em uma gquantidade de cerca 10 mg/L, 11 mg/L, 12 mg/L,
13 mg/L, 14 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L, 30 mg/L, 35
mg/L, 30 mg/L, 35 mg/L, 40 mg/L, 45 mg/L, 50 mg/L ou mais.

Em algumas formas de realizac¢do, a proteina de ligagdo
a biotina pode ser uma proteina recombinante. A sequéncia
de codificagdo para a proteina de ligagdo a biotina pode
ser otimizada usando os cddons de expressdo de E. coli, a
fim de evitar qualquer dificuldade durante a expressdo em
E. coli devido aos cdédons raros presentes no gene original.

Em geral, a proteina de ligacdo & biotina compreende

um dominio de 1ligag3o de biotina. Como aqui usado, um
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"dominio de ligagdo de biotina" refere-se a uma sequéncia
de polipeptideo que se liga a biotina. Embora uma proteina
de ligagdo a biotina completa poésa ser usada como um
dominio de ligagd3o de biotina, apenas a por¢do de ligacdo
de biotina da proteina pode ser usada. Em algumas formas de
realizacgao, o dominio de ligagdo de Dbiotina & de
Rhizavidina.

Em algumas formas de realizagdo, o dominio de ligacdo
de biotina consiste de, ou consiste essencialmente de,
sequéncia de aminodcidos correspondendo aos aminodcidos 45-
179 da rhizavidina tipo selvagem. A sequéncia de
aminodcidos de Rhizavidina tipo selvagem é:
MITITSLYATFGTIADGRRTSGGKTMIRTNAVAALVFAVATSALAFDASNFKDFSSIASA
SSSWONQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCONSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNN
STENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLL
KD (SEQ ID NO: 4)

Por outras palavras, o dominio de ligac¢do de biotina
nao compreende (isto &, carece) aminodcidos 1-44
(MIITSLYATFGTIADGRRTSGGKTMIRTNAVAALVFAVATSALA, SEQ ID NO:
5) de rhizavidina do tipo selvagem. Em algumas formas de
realizagdo, o dominio de ligagdo de biotina compreende a
sequéncia de aminoécidos
FDASNFKDFSSIASASSSWONQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCONSPYPLTG

RVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQ
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DTFQYVPTTENKSLLKD (SEQ ID NO: 1).

Em algumas formas de realizagdo, o dominio de ligacgdo
de biotina compreende uma sequéncia de aminodcidos tendo
pelo menos 50% de identidade, pelo menos 55% de identidade,
pelo menos 60% de identidade, pelo menos 65% de identidade,
pelo menos 70% de identidade, pelo menos 75% de identidade,
pelo menos 80% de identidade, preferivelmente pelo menos
85% de identidade, pelo menos 90% de identidade, pelo menos
95% de identidade, pelo menos 96% de identidade, pelo menos
97% de identidade, pelo menos 98% de identidade, ou pelo
menos 99% de identidade, e mais preferivelmente, pelo menos
99,3% de identidade com SEQ ID NO: 1).

Enquanto, Helppolainen et al. (Biochem J., 2007, 405:
397-405) descrevem a remogdo de apenas os primeiros 24
residuos de rhizavidina de comprimento completo, os
inventores descobriram que os primeiros 44 residuos de
rhizavidina comprimento completo s3o desnecessirios para a
estrutura do niGcleo e funcdo de rhizavidina. Além disso,
inesperadamente, os aminoacidos 25-44
(MIRTNAVAALVFAVATSALA, SEQ ID NO: 6) da rhizavidina de
comprimento total reduzem a solubilidade e secregdo de
rhizavidina expressada em E. coli como substituigdo dos
primeiros 44 residuos de rhizavidina comprimento completo

com um peptideo de sinal de E. coli levaram a um aumento na
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solubilidade e secregdo em E. coli de proteinas de biotina
aqui descritas.

Na proteina de 1ligagdo & biotina aqui descrita, o
dominio de ligagdo de biotina pode ser estendida sobre o N-
ou C-terminal por um ou mais aminodcidos, com a condicdo de
que o N-terminal do dominio de 1ligacdo de biotina ndo
compreende uma sequéncia de aminodcidos correspondente a
uma sequéncia de aminodcidos 1-44 do rhizavidina de tipo
selvagem. Os inventores descobriram que a truncagem dos
primeiros 44 aminodcidos do N-terminal da rhizavidina de
tipo selvagem pode aumentar drasticamente a expressao da
proteina de ligagdo & biotina em forma solGvel em E. coli.
Assim, a proteina de ligacdo & biotina aqui descrita pode
compreender a sequéncia X!-X2-X3, em que X2 & um peptideo
tendo a sequéncia de aminodcidos correspondendo aos
aminodcidos 45-179 da rhizavidina de tipo selvagem e X! e
X? est8o independentemente ausentes ou um peptideo de 1 a
cerca de 100 aminodcidos, com a condigdo de que o N-
terminal de X 1 n8o compreende uma sequéncia de aminodcidos
correspondendo ao N-terminal de aminodcidos 1-44 da
rhizavidina de tipo selvagem.

Em algumas formas de realizacdo, as proteinas de
ligagdo a biotina podem compreender um peptideo de sinal

conjugado com o N-terminal da proteina de ligagdo de
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biotina, isto &, X! pode compreender um peptideo de sinal.
O peptideo de sinal & também chamado um peptideo lider no
N-terminal, que pode ou n3o pode ser clivado apds a
translocagdo através da membrana. Peptideos de
secregdo/sinais s8o descritos em maiores detalhes abaixo.
Em algumas formas de realizagdo, a sequéncia de sinal é
MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID NO: 2), MAPFEPLASGILLLLWLIAPSRA
(SEQ ID NO: 7), MKKVAAFVALSLLMAGC (SEQ ID NO: 3), ou um
derivado ou porgdo funcional das mesmas.

O peptideo de sinal pode ser ligado ao N-terminal do
dominio de 1ligagdo de biotina, quer diretamente (por
exemplo, através de uma ligagdo) ou indiretamente (por
exemplo, por um ligador). Em algumas formas de realizacgdo,
o peptideo de sinal pode ser ligado ao N-terminal do
dominio de ligagdo de biotina via um ligador de peptideo. A
sequéncia do 1ligador de peptideo pode ser de qualquer
comprimento. Por exemplo, a sequéncia de ligador de
peptideo pode ser um, dois, trés, quatro, c¢inco, seis,
sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, catorze, quinze
ou mais aminodcidos de comprimento. Em algumas formas de
realizagdo, o ligador de peptideo tem quatro aminocadcidos de
comprimento.

A sequéncia de ligador de peptideo pode compreender

qualquer sequéncia de aminodcidos. Por exemplo, o ligador
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de peptideo pode compreender uma sequéncia de aminodcidos
que pode ser clivada por uma peptidase de sinal. Em algumas
formas de realizagdo, o ligador de peptideo compreende a
sequéncia de aminodcidos AQDP (SEQ ID NO: 8) ou VSDP (SEQ
ID NO: 9).

Na proteina de 1ligagdo de biotina, o dominio de
ligagdo de biotina pode ser conjugado em seu C-término a um
peptideo de 1-100 aminodcidos. Tais peptideos do C-término
pode ser usado para as etiquetas de purificacgdo, ligadores
para outros dominios, e similares.

Em algumas formas de realizagdo, a proteina de ligacédo
a biotina é composta no seu N- ou C-términos uma ou mais
(por exemplo, uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete,
oito, nove, dez ou mais) etiquetas de purificacdo. Exemplos
de etiquetas de purificacio incluem, mas ndo estdo
limitados a uma etiqueta de histidina, uma etiqueta c-my,
uma etiqueta Halo, uma etiqueta Flag, e semelhantes. Em
algumas formas de realizag¢3o, a proteina de ligagdo a
biotina compreende em seu C-término uma etiqueta histidina,
por exemplo, (His)e (SEQ ID NO. 10).

Uma etiqueta de purificacdo pode ser conjugada com a
proteina de ligac¢d3o & biotina via um ligador de peptideo
para aumentar a probabilidade de que a etiqueta seja

exposta para o exterior. O comprimento do ligador pode ser
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de pelo menos um (por exemplo, um, dois, trés, quatro,
cinco e seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze,
catorze, ou quinze) aminoacidos. O peptideo ligador pode
compreender  qualquer sequéncia de aminoacidos, sem
limitagdes. Em algumas formas de realizagdo, o peptideo
ligador compreende a sequéncia de aminodcidos VDKLAAALE
(SEQ ID NO: 11) ou GGGGSSSVDKLAAALE (SEQ ID NO: 12).

Em algumas formas de realizag¢do, a proteina de ligagdo
a biotina inclui em seu C-término a sequéncia de
aminodcidos VDKLAAALEHHHHH (SEQ ID NO: 13) ou
GGGGSSSVDKLAAALEHHHHHH (SEQ ID NO: 14).

Em algumas formas de realizagdo, a proteina de ligagdo
a biotina compreende a sequéncia de  aminodcidos:
MKKIWLALAGLVLAFSASAAQDPFDASNFKDFSSIASASSSWONQSGSTMIIQVDSFGN
VSGQYVNRAQGTGCONSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNN
TEIVISWNLAYEGGSGPAIEQGODTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSVDKLAAALEHHH
HHH (SEQ ID NO: 15).

Em comparagdo com as proteinas de ligag¢do & biotina
conhecidas que formam tetrlmeros, a proteina de ligacdo &
biotina aqui descrita forma um dimero. Sem desejar estar
limitado por uma teoria, a formagdo de um dimero pode
melhorar ainda mais a expressdo da proteina de ligagdo a
biotina aqui descrita como uma proteina soltvel em E. coli.

Embora as proteinas de 1ligagdo a biotina sejam
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conhecidos na arte, a proteina de ligagdo & biotina aqui
descrita compreende diferengas significativas de avidina e
proteinas de tipo de tipo avidina atualmente conhecido na
arte. Primeiro, as avidinas atualmente conhecidas s3o muito
dificeis de expressar as proteinas solGveis em E. coli.
Contudo, como os inventores demonstraram, a proteina de
ligagdo a biotina aqui descrita pode ser expressada como
uma proteina solGvel em E. coli, com elevado rendimento.

As proteinas de ligagdo & biotina aqui descritas podem
ser obtidas em uma forma sollvel em elevados rendimentos,
por exemplo, acima de 30 pg por litro de cultura, por
expressdo em E. coli. Assim, as proteinas de ligagdo a
biotina aqui descritas s3o mais soldveis do que as
descritas na técnica e refletem diferencas subjacentes. Sem
querer estar limitado por uma teoria, a diferenca em
solubilidade pode ser atribuida as diferentes fisicas e/ou
quimicas e/ou estruturais subjacentes entre as proteinas de
ligagdo & biotina aqui descritas e de outras proteinas de
ligagdo & biotina conhecidas na arte.

Em segundo lugar, a proteina de ligacdo & biotina aqui
descrita compreende um dominio de ligacdo de biotina, que
consiste de aminocdcidos 45-179 de rhizavidina de tipo
selvagem. Embora rhizavidina de tipo selvagem e uma porgao

parcialmente truncada da mesma seja conhecida na arte, ndo
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existe qualquer ensinamento ou sugest3o na técnica de gque
uma proteina de ligagdo & biotina compreendendo a sequéncia
de aminodcidos dos aminodcidos 45-179 de Rhizavidina tipo
selvagem e tendo uma sequéncia de sinal de E. coli poderia
conduzir a uma proteina sollGvel que poderia ser obtida com
um rendimento elevado em E. coli. De acordo com
Helppolainen et al. (Biochem J., 2007, 405: 397-405), os
aminodcidos 25-44 da rhizavidina de tipo selvagem
compreendem uma sequéncia de sinal putativa. No entanto,
como aqui se discute, 0os inventores descobriram e
demonstraram que a substituig¢io da sequéncia de sinal
putativa com uma sequéncia de sinal de E. coli leva a um
aumento em forma solGvel da expressdo de proteina de
ligagdo a biotina em E. coli.

Em terceiro lugar, a proteina de ligacd3o A biotina
descrita compreende um peptideo de sequéncia de aminodcidos
GGGGSSSVDKLAAALEHHHHHH (SEQ ID NO: 14). Este peptideo no C-
término fornece uma etiqueta de  histidina para a
purificag@o e um local para a insercdo de outros dominios,
por exemplo, dominios antigénicos, na proteina da biotina.
Além disso, apesar de Helppolainen et al. (Biochem J.,
2007, 405: 397-405) descreverem a expressdo de rhizavidina
em E. coli, nd3o h& nenhum ensinamento ou sugestdo em

Helppolainen et al. para a conjugagdo de um peptideo
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adicional para o C-término do dominio de ligacdo de biotina
da Rhizavidina.

Em quarto lugar, rhizavidina tem wuma homologia de
sequéncia menor do que a da avidina de ovo (22,4% de
identidade de sequéncia e 35,0% de similaridade) em
comparagdao com outras proteinas de tipo avidina. Assim, a
proteina de ligagdo a biotina aqui descrita é diferente de
avidina e de outras proteinas de tipo avidina.

Em quinto lugar, a proteina de ligagdo & biotina aqui
descrita tem um baixo ponto isocelétrico (pI) em comparacio
com a avidina e outras moléculas de tipo avidina. O ponto
isoelétrico da rhizavidina de tipo selvagem & 4.0
(Helppolainen et al., Biochem J., 2007, 405: 397-405). O
ponto isoelétrico de outras proteinas de ligacg3o a biotina
conhecidas é geralmente superior a 6,1 (ver Helppolainen et
al., Biochem J., 2007, 405: 397-405). Em comparagdo, o pI
da proteina de ligagdo a biotina aqui descrita & de 5,4. O
pI acido da proteina de 1ligacdo aqui descrita, leva &
ligagdo ndo especifica reduzida. Um problema no uso de
peptideos atualmente conhecidos de avidina e de tipo
avidina & a ligag¢do n3o especifica dos mesmos. Os peptideos
de avidina e de tipo avidina atualmente conhecidos podem
ligar n8o especificamente ndo a n3o somente as células, mas

também aos DNAs, proteinas, e materiais biolégicos, como as
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membranas. Por exemplo, na deteccdo de um material usando a
ligagao de avidina-biotina, avidina ndo se liga
especificamente a materiais diferentes do material objeto a
ser detectado para aumentar o fundo. Uma razio para a
ligagdo n&o-especifica elevada de avidina inclui seu
elevado ponto isoelétrico. A avidina é uma proteina
fortemente bédsica, com um ponto isoelétrico muito elevado
de 10 ou mais, e & carregada positivamente, como um todo.
Deste modo, acredita-se que a avidina se liga facilmente
aos materiais bioldgicos, que sdo carregadas negativamente
em muitos casos. Assim, o pI baixo da proteina de ligacdo a
biotina aqui descrita é vantajoso sobre os peptideos de
avidina e de tipo avidina atualmente conhecidos.

Em sexto lugar, o tamanho da proteina de ligagdo a
biotina aqui descrita & relativamente pequeno em comparacio
com avidina e proteinas de tipo de tipo avidina atualmente
conhecidas. A proteina de ligacdo A biotina & inferior a 28
kDa (tamanho de dimero). No entanto, a maioria das
proteinas avidina e de tipo avidina atualmente conhecidas
tém tamanhos maiores do que 60kDa (tamanho tetramero).
Rhizavidina de tipo selvagem é referida para tendo cerca de
29 kDa (tamanho dimero) de tamanho. O pequeno tamanho da
proteina de ligacdo & biotina pode ser usado para aumentar

a carga de conjugagdo da ligacdo entre as moléculas de
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interesse. Por exemplo, a proteina de ligacdo & biotina
pode ser usada para conjugar molécula de primeira de
interesse com uma segunda molécula de interesse. Uma das
moléculas de interesse pode ser ligada a uma ou mais
moléculas de biotina ou de tipo biotina e a segunda
molécula pode ser ligada, conjugada ou fusionada com a
proteina de ligagdo de biotina. Dado o pequeno tamanho da
proteina-biotina descrita aqui, as moléculas de biotina ou
de tipo biotina podem ser espagadas mais perto juntas de
modo a permitir a liga¢do mais relativa ao caso da segunda
molécula ser uma molécula maior de avidina ou de tipo
avidina atualmente conhecidas.

Em sétimo lugar, a proteina de ligacdo & biotina aqui
descrito & um dimero. Formando um dimero pode melhorar
ainda mais a expressdo da proteina de ligagdo & biotina
aqui descrita como uma proteina soldvel em E. coli. Além
disso, porque a proteina de ligacdo & biotina forma um
dimero, em vez de tetrimero, como todas as outras proteinas
de tipo avidina conhecidas, 1) a complexidade estrutural
dos antigenos de fus8o é reduzida; 2) a dificuldade de
expressar proteinas de fusdo de proteina de ligagcdo &
biotina recombinantes é similarmente reduzida, 3) o)
impedimento estereoquimico de manipulacdes de fusdes de

proteinas de ligagdo & biotina é minimizado, o que &
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vantajoso para outras manipulagdes com, por exemplo, mas
ndo limitado a, biotina, miméticos de biotina ou derivados
de biotina, e 4) solubilidade de fusBes de proteina de
ligagdo a biotina é altamente acentuada. Assim,
demonstrando diferengas subjacentes entre as proteinas de
ligagdo a biotina aqui descritas e as conhecidas na arte.

Em oitavo lugar, a proteina de ligagdo & biotina aqui
descrita reduz o risco de uma composigdo imunogénica
compreendendo a mesma que induzir uma reagdo alérgica
relacionada com ovo em um individuo. Além disso, o
anticorpo para o dominio de 1ligacdo de biotina aqui
descrito n8o apresenta reatividade cruzada aparente para
avidina de ovo (e vice-versa).

Além disso, uma proteina de ligacdo & biotina & aqui
descrita podendo ter propriedades melhoradas, tais como uma
redugdo na ligagdo n3o especifica, ou uma melhoria na
ligagdo de biotina, enquanto retendo as caracteristicas de
rhizavidina de tipo selvagem. O uso da proteina de ligacdo
a biotina aqui descrita para detecgdo, por exemplo, no
imunoensaio ou teste de hibridacdo de &acido nucléico, para
a medigdo de um andlito usando ligacdo de avidina-biotina
pode reduzir o fundo, aumentando a sensibilidade, e
mantendo a propriedade de ligacdo com biotina em condigdes

severas.
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Este estudo demonstra claramente as vantagens e
diferengas das proteinas de 1ligagdo a biotina aqui
descritas sobre as proteinas avidina e de tipo avidina.
Assim, as proteinas de ligagdo a biotina aqui descritas tém
um potencial como uma ferramenta poderosa e versatil em uma
ampla faixa de aplicagdes, utilizando tecnologia avidina-
biotina.

Sem limitag¢des, uma proteina de ligagdo a biotina pode
ser usada em qualquer metodologia, composig¢do ou sistema
requerendo © uso de um sistema avidina-biotina. Como wum

versado sabe bem, o sistema avidina-biotina pode ser usado

para varios métodos de laboratério, tais como
bioconjugagdo; detecgdo molécula alvo; isolamento de
molécula alvo, purificagdo ou enriquecimento de uma

amostra; detecgdo de proteina; detecgdo de &acido nucléico,
isolamento, purificagdo ou enriquecimento de proteina;
isolamento, purificacédo ou enriquecimento de acido
nucléico; ELISA; citometria de fluxo, e similares.
Portanto, os usos exemplares para as proteinas de
ligagdo & biotina recombinantes aqui descritas incluem, mas
ndo estdo limitados a, bioconjugaciio; deteccdo de molécula
alvo; isolamento, purificagdo ou enriquecimento de molécula
alvo a partir de wuma amostra; detecgdo de proteina;

detecgdo de 4&cido nucléico, isolamento, purificacdo ou
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enriquecimento de proteina; isolamento, purificagdo ou
enriquecimento de &acido nucléico; ELISA; citometria de
fluxo, e similares.

Em algumas formas de realizagdo, a proteina de ligagdo
a biotina aqui descrita pode ser usada como parte do par de
afinidade no sistema apresentando antigenos maltiplos
(MAPS), como descrito no pedido provisério US No.
61/48.934, depositado em 11 de maio de 2012; No.
61/608.168, depositado em 8 de marco de, 2012; e No.
61/609.974, depositado em 13 de marco de 2012, e pedido PCT
no. PCT/US12/37412, depositado em 11 de maio de 2012, sendo
o contetdo de todos aqui incorporado por referéncia na sua
totalidade. MAPS também & descrito com mais detalhes aqui a
seguir. Sem querer estar limitado por uma teoria, o uso de
uma proteina de ligagdo & biotina descrita aqui reduz o
risco de o MAPS induzir uma reac¢do alérgica relacionada com
ovo em um individuo. Além disso, anticorpo para Rhizavidina
modificada recombinante n3o tem reatividade cruzada
aparente para avidina de ovo (e vice-versa).

Proteina de ligag¢do & biotina lipidada

Em outro aspecto, & aqui fornecida uma proteina de
ligagdo a biotina lipidada. Como aqui usado, o termo
"proteina de ligagdo & biotina lipidada” refere-se a uma

proteina de ligagdo de biotina, que é conjugada
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covalentemente com um lipideo. As fragdes de lipideos podem
ser um lipideo diacila ou triacila.

A proteina de ligagdo & biotina 1lipidada pode ser
obtida usando uma sequéncia de lipidagdo. Como aqui usado,
O termo "sequéncia de lipidagdo" refere-se a uma sequéncia
de aminodcidos que facilita a lipidag8o em uma bactéria,
por exemplo, E. coli, de um polipeptideo carregando a
sequéncia de lipidagdo. A sequéncia de lipidacio pode estar
presente no N-terminal ou no C-terminal da proteina. A
sequéncia de lipidag¢do pode ser ligada & proteina de
ligagcdo & biotina recombinante para formar uma proteina de
fusdo, que estd na forma lipidada, quando expressada em E.
coli por tecnologia recombinante convencional. Em algumas
formas de realizagdo, uma sequéncia de lipidagdo esta
localizada no N-terminal da proteina de ligagdo de biotina.

Qualquer sequéncia de 1lipidacdo conhecida de um
versado na arte pode ser usada. Em algumas formas de
realizagdo, a sequéncia de lipidacdo & MKKVAAFVALSLLMAGC
(SEQ ID NO: 3) ou um derivado ou porgdo funcional da mesma.
Outras sequéncias de lipidag8o exemplares incluem, mas ndo
estdo limitadas a, MNSKKLCCICVLFSLLAGCAS (SEQ ID NO: 16),
MRYSKLTMLIPCALLLSAC (SEQ ID NO: 17),
MFVTSKKMTAAVLAITLAMSLSAC (SEQ ID NO: 18),

MIKRVLVVSMVGLSLVGC (SEQ ID NO: 19), e derivados ou partes



10

15

20

25

funcionais das mesmas.

Em algumas formas de realizagdo, a sequéncia de
lipidagdo pode ser fusionada com a proteina de ligacgdo a
biotina via um ligador de peptideo, em que o ligador de
peptideo liga a sequéncia de lipidacdo com a proteina de
ligagdo de biotina.

Em algumas formas de realizagdo, o ligador de peptideo
compreende a sequéncia de aminodcidos VSDP (SEQ ID NO: 9).

Em uma forma de realizagdo, a proteina de lipideo de
ligagdo de biotina compreende a sequéncia de aminoacidos
MKKVAAFVALSLLMAGCVSDPFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVS
GQYVNRAQGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTE
IVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKD (SEQ ID NO: 20).

As proteinas de 1ligacdo & biotina lipidada sdo
ligandos para receptores do tipo Toll (TLRs). Como tal, as
proteinas de ligacdo & biotina lipidada aqui descritas
podem ser wusadas como ligandos de TLR. Por exemplo, a
proteina de ligagdo & biotina lipidada pode ser usada em
composigdes para induzir a estimulac3io de TLR2. Isto pode
ser Gtil para induzir imunogenicidade para outros antigenos
/ patbégenos . Assim, as lipoproteinas de ligagdo & biotina
podem ser usadas em composicdes imunogénicas como um fator
de co-estimulagdo ou adjuvante para um antigeno.

Como aqui usado, o termo "receptor de tipo Toll"
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pretende referir-se em geral a qualquer um dos receptores
do tipo Toll de quaisquer espécies de organismos. Um TLR
pode ser de qualquer espécie de mamifero. TLRs foram
identificados em varias espécies de mamiferos, incluindo,
mas ndo limitadas a, por exemplo, humanos, porquinhos-da-
india, e camundongos. Un TLR especifico pode ser
identificado com referéncia adicional as espécies de origem
(por exemplo, humano, murino, ete...), um receptor
particular (por exemplo, TLR2, TLR3, TLR9, etc...), ou
ambos. Em algumas formas de realizagdo, a proteina de
ligagdo & biotina lipidada & um ligando por TLR2.
Receptores de tipo Toll (TLRs) sd3o uma familia de
proteinas de transmembrana codificadas germinativas que
facilitam o reconhecimento do patdégeno e ativacdo do
sistema imune inato. Receptores de tipo Toll (TLRs) s3o
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), e s3o
expressados por células do sistema imune inato, incluindo
macrdfagos, células dendriticas e células NK. Exemplos de
ligandos conhecidos para TLRs incluem bactérias gram
positivas (TLR-2), endotoxina bacteriana (TLR-4), proteina
flagelina (TLR-5), DNA bacteriano (TLR-9), RNA de cadeia
dupla e de poly I: C (TLR-3), e levedura (TLR-2). Outros
ligandos que ligam um receptor de reconhecimento de padrio

de endocitico, um receptor removedor ou um receptor de
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ligagdo de manose também podem ser contemplados pela
presente invengdo. TLRs encaixam ligandos derivados de
patdgenos conservados e subsequentemente ativam a via de
transdugdo de sinal TLR/IL-1R para induzir uma variedade de
genes efetores. Receptores de tipo Toll (TLRs) representam
um importante grupo de PRRs que podem sentir padrdes
moleculares associados a micrdbios ou patdgenos. Eles sdo
amplamente expressados no sangue, bago, pulmdo, misculo e
intestinos por muitos tipos de células, notavelmente as
células dendriticas, (DCs), mas também macrdfagos, células
epiteliais e linfdécitos.

Considerando que alguns TLRs localizados na superficie
da célula s8o especificos para proteinas e 1lipideos
microbianos, outros associados com compartimentos
endossomais no interior das células sdo especificos para
acidos nucléicos. Ligagdo de TLRs por seus ligandos
especificos resulta em altera¢des conformacionais nos
receptores, levando a transdugdo de sinal a jusante que
envolve primariamente as vias dependentes de MyD88 e TRIF.
Exceto para TLR3, todos os outros TLRs pode sinalizar
através da via MyD88 para induzir citocinas pré-
inflamatérias que envolvem a ativacdo de cascatas de
proteina-quinase intracelulares, incluindo IB quinase

(IKK), NF-B, e proteina quinase regulada no sinal
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extracelular (ERK), c¢- Jun N-terminal gquinase (JNK) e
proteinas quinases de ativag¢do mitogénio p38 (MAPKs). A via
TRIF, independente de MyD88, é usada por ambos TLR3 e TLR4
e media a indugdo de interferons tipo I.

As lipoproteinas de ligagdo & biotina recombinantes
aqui descritas tém imunogenicidade acentuada. Sem desejar
estar limitado por uma teoria, as porgdes de lipideos nos
N-terminais das lipoproteinas ou lipopeptideos contribuem
para a atividade adjuvante. Portanto, formas de realizacdo
adicionais fornecem composi¢des imunogénicas ou vacinas
para induzir uma resposta  imune, compreendendo a
lipoproteina de ligag¢do & biotina isolada, ou um vetor
apropriado para a expressdo in vivo dos mesmos, ou ambos, e
um veiculo apropriado, bem como a métodos para elicitar uma
resposta imune ou resposta protetora, compreendendo a
administragdo a um hospedeiro da lipoproteina de ligacdo a
biotina isolada recombinante, o vetor expressando a
lipoproteina de 1ligagdo & biotina recombinante, ou uma
composigdo contendo a lipoproteina recombinante ou vetor,
em uma quantidade suficiente para elicitar a resposta.

Uma composigdo imunoldégica ou imunogénica
compreendendo a lipoproteina de ligacdo & biotina elicita
uma resposta imunoldgica - local ou sistémica. A resposta

pode, mas ndo precisa, ser protetora. Deve ser notado que,



10

15

20

29

como aqui usado, os termos "composigdo imunoldégica" e
"composigdo imunogénica" incluem uma "composicdo de vacina”
(como os dois primeiros termos podem ser composicdes
protetoras). Sem limitagdes, uma proteina de 1ligacdo a
biotina 1lipidada aqui descrita pode ser usada como um
antigeno, adjuvante, ou co-estimulador em uma composicdo de
vacina imunoldégica, imunogénica. Além disso, uma vez que a
proteina de 1ligagdo & biotina 1lipidada compreende um
dominio de ligagdo de biotina, a proteina lipidada pode ser
montada na estrutura dorsal do polimero do MAPS. Portanto,
sdo também fornecidos aqui métodos de inducdio de uma
resposta imunolégica em um mamifero hospedeiro. O método
compreende a administra¢do ao hospedeiro de uma composicdo
de vacina imunogénica, imunolégica compreendendo uma
proteina de ligagdio & biotina lipidada aqui descrita e um
veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

Em algumas formas de realizag¢do, a proteina de ligacgdo
a biotina lipidada & uma proteina de fusdo compreendendo
uma proteina de ligagdo & biotina lipidada e uma proteina
ou peptideo.

Hla ndo hemolitica

Hemolisinas s8o exotoxinas produzidas por bactérias
que causam a lise das células vermelhas do sangue. Embora

altamente imunogénicas, o seu uso em vacinas & limitado
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porque elas causam a lise das células vermelhas do sangue.
Consequentemente, em outro aspecto, agqui sao providas
variantes de alfa-hemolisina de staphylococcus aureus
(Hla), seu construto de fusdo com a proteina de ligagdo a
biotina e seus usos. Estas variantes, aqui designadas como
"mHla", tém atividade substancialmente ndo hemolitica, isto
€, tem uma atividade hemolitica sensivelmente baixa. Como
aqui usada, a frase '"substancialmente ndo hemolitica"
significa a incapacidade para lisar as células vermelhas do
sangue com titulos equivalentes de Hla de tipo selvagem. O
termo “Hla de tipo selvagem” & conferido a definicdo comum,
associada com tal frase, ou seja, Hla que é naturalmente
secretada por uma fonte bacteriana capaz. “Hla de tipo
selvagem", por definigdo, ndo inclui, por exemplo, produtos
de fusdo de Hla derivados através de técnicas de DNA
recombinante. Em algumas formas de realizacdo, a atividade
hemolitica de mHla € de pelo menos 5%, pelo menos 10%, pelo
menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos 20%, pelo menos 30%,
pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos
45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo
menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% menores do

que os titulos equivalente de Hla de tipo selvagem. Em

algumas formas de realizacgdo, mHla nd3o tem atividade
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hemolitica detectavel. Os inventores também descobriram que
a atividade hemolitica de mHla pode ser reduzida ainda
mais, ligando o mHla com uma proteina de ligagdo de
biotina. Assim, a presente descrig¢do também descreve
proteinas de fusdo compreendendo uma proteina mHla e uma
proteina de ligag¢do de biotina.

Como aqui provido, Hla ndo hemolitica pode ser criada
em gque residuo W205 ou W213 é substituido por alanina (A)
ou o tripeptideo DRD209-211 & substituido por um peptideo
tri-alanina (AAA) em Hla tipo selvagem. A proteina Hla
mutada pode ser expressada e purificada em um sistema de
expressdo de E. coli. Os mutantes podem ser feitos por
mutacdo de pontos usando mutagénese de mudanca rapida. Por
exemplo, a sequéncia de nucleotideos de um &acido nucléico
codificando Hla tipo selvagem pode ser mudada para
substituir um dado aminodcido em Hla de tipo selvagem para
outro aminoacido.

Em algumas formas de realizagdo, a mHla & uma proteina
de fusdo compreendendo a mHla e uma proteina de ligacdo de
biotina. Em algumas formas de realizag3o, a proteina de
fusdo mHla de ligagdo de biotina compreende a sequéncia de
aminodcidosMKKIWLALAGLVLAFSASAAQDPFDASNFKDFSSIASASSSWONQSGS
TMITIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCONSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATG

WTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGODTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSA
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DSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGT
IAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQOLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYG
FNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQN
WGPYAAASWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRK
ASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN
(SEQ ID NO: 21).

Os variantes de Hla aqui descritos sdo ligandos para
os receptores do tipo Toll (TLRs). Como tal, as variantes
de Hla aqui descritas podem ser usadas como ligandos de
TLR. Por exemplo, as variantes de Hla podem ser usadas em
composig¢des para induzir a estimulagdo de TLR2. Isto pode
ser 1Qtil para induzir imunogenicidade para outros
antigenos/patégenos. Assim, as variantes de Hla aqui
descritas podem ser usadas em composi¢des imunogénicas como
um fator de co-estimulagdo ou adjuvante para um antigeno.
Além disso, quando a mHla é fusionada com uma proteina de
ligagdo de biotina, a proteina de fusdo pode ser conjugada
com a estrutura dorsal do polimero do MAPS.

Em algumas formas de realizagdo, a mHla pode ser usada
como um fator co-estimulatdrio em uma composicdo
imunogénica ou vacina.

Além disso, uma vez que a mHla induz uma resposta
imune no individuo, a mHla pode ser usada como uma

composigdo imunogénica ou vacina ou para vacinar um
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individuo contra S. aureus.

A mHla aqui descrita tém imunogenicidade acentuada.
Portanto, formas de realizagdo adicionais fornecem
composigdes imunogénicas ou vacinas para induzir uma
resposta imunoldgica, compreendendo a mHla, ou um vetor
apropriado para a expressdo in vivo da mesma, ou ambos, e
um veiculo apropriado, bem como a métodos para induzir uma
resposta imunoldgica ou de protegdo compreendendo a
administragdo a um hospedeiro da mHla isolada, o vetor
expressando a mHla, ou uma composigdo contendo a mHla ou
vetor, em uma quantidade suficiente para elicitar a
resposta.

Uma composigdo imunoldégica ou imunogénica
compreendendo a mHla pode elicitar uma resposta imunolégica
- local ou sistémica. A resposta pode, mas ndo precisa, ser
protetora. Deste modo, um mutante n3o hemolitica de Hla
aqui descrito pode ser como um antigeno, adjuvante, ou co-
estimulador de uma composigdo imunoldégica, imunogénica, ou
vacina.

Além disso, sd3o também aqui fornecidos métodos para
induzir uma resposta imunolégica em um mamifero hospedeiro.
O método compreende a administragcdo ao hospedeiro dé uma
composigdo imunogénica, imunoldgica ou vacina compreendendo

um mutante ndo hemolitica de Hla aqui descrito e um veiculo
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ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

Em outro aspecto, sdo aqui providas proteinas de fusido
compreendendo uma proteina de ligagdo a biotina aqui
descrita ligada a uma proteina antigénica ou peptideo.
Estas proteinas de fusdo também sdo referidas também como
proteinas de fusdo de ligagdo de biotina e como proteinas
de fusdo do antigeno aqui. A proteina de ligac3o & biotina
e a proteina antigénica ou peptideo podem ser ligadas em
qualquer configuragdo, por exemplo, proteina de ligacdo a
biotina pode no N-terminal e no peptideo antigénico no C-
terminal da proteina de fusido, ou vice-versa.

Em algumas formas de realizagdo, a proteina de ligacdo
a biotina e a proteina antigénica ou peptideo sdo ligados
uns aos outros via um ligador de peptideo. Sem limitacdes,
o ligador de peptideo pode compreender qualquer sequéncia
de aminodcidos e pode ser de qualquer comprimento. Por
exemplo, a sequéncia de ligador de peptideo pode ter um,
dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez,
onze, doze, treze, catorze, gquinze ou mais aminoicidos de
comprimento. Em algumas formas de realizacdo, o ligador de
peptideo ligando o dominio de antigeno para o dominio de
ligag8o de biotina & de oito aminodcidos de comprimento.

Em algumas formas de realizac¢do, o ligador de peptideo

ligando o dominio de antigeno para o dominio de ligagdo de
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biotina tem a sequéncia de aminoacidos GGGGSSS (SEQ ID NO:
22).

Em algumas formas de realizag¢do, a proteina antigénica
é uma Hla ndo-hemolitica descrito aqui.

Em algumas formas de realizagdo, a proteina de Hla ndo
hemolitica €& uma proteina de fusdo compreendendo uma
proteina de ligagdo a biotina e uma Hla ndo hemolitica
descrita aqui.

Em algumas formas de realizagdo, a proteina de Hla ndo
hemolitica & uma proteina de fusdo compreendendo uma
proteina de 1ligagdo a biotina 1lipidada e wuma Hla ndo
hemolitica descrita aqui.

Composig¢bes imunogénicas

Em outro aspecto, sdao aqui providas composicgdes
imunogénicas compreendendo um proteina de fus3o de
antigeno, uma ligagdo de biotina lipidada, ou uma variante
ndo hemolitica da Hla aqui descrita. Além disso, também s3o
aqui fornecidas composigdes imunogénicas e composicdes de
vacina compreendendo um complexo imunogénico, que
compreende pelo menos, uma proteina de fusdo de antigeno,
ou proteinas de fusdo do antigeno miltiplas, fixadas a um
andaime de polimero para uso na elicitag3o de uma resposta
imune a cada um dos antigenos fixados ao polimero, e,

opcionalmente, ao prdprio polimero, quando administrado a
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um individuo. Sem querer estar limitado por uma teoria, a
composigdo imunogénica aqui descrita estimula uma resposta
imune humoral e celular: isto pode gerar anticorpos e as
respostas Thl/Thl7 a antigenos de proteinas miltiplos
usando um construto imunogénico de MAPS dnico. Uma
combinagdo de imunidade de células B e T para o organismo
representa uma estratégia de vacina 6tima contra muitas
doengas, incluindo infec¢3o invasiva associada com doengas
pneumocdcicas e transporte nasofaringeal. Em algumas formas
de realizagdo, a composigdo imunogénica & uma vacina ou
estd incluida em uma vacina.

Portanto, as formas de realizacdo aqui fornecem uma
composigdo imunogénica e métodos utilizéveis para criar uma
resposta imune em um individuo, a qual pode ser usada
sozinha ou em conjunto ou em mistura com, essencialmente,
quaisquer abordagens de vacinas existentes.

Em algumas formas de realizagdo, uma composicdo
imunogénica, como aqui descrita, compreende pelo menos 2
antigenos, ou pelo menos 3 antigenos, ou, pelo menos, 5
antigenos, ou entre 2-10 antigenos, ou entre 10-15
antigenos, ou entre 15-20 antigenos, ou entre 20-50
antigenos, ou entre 50 100 antigenos, ou mais de 100
antigenos, inclusive. Em algumas formas de realizagdo, em

que uma composigdo imunogénica, como aqui descrita,
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compreende pelo menos 2 antigenos, os antigenos podem ser o
mesmo antigeno ou pelo menos 3 antigenos diferentes. Em
algumas formas de realizagdo, os antigenos podem ser do
mesmo ou de diferentes patdgenos, ou podem ser epitopos
diferentes ou de partes da mesma proteina antigénica, ou
pode ser o mesmo antigeno que é especifico para diferentes
sorotipos ou variagdes sazonais do mesmo patdgeno (por
exemplo, virus de influenza A, B, e Q).

Em algumas formas de realizagdo, uma composicdo
imunogénica, como aqui descrito, compreende um antigeno a
partir de um organismo patogénico ou um tecido anormal. Em
algumas formas de realizacgdo, o antigeno é um antigeno
tumoral. Em algumas formas de realizacdo, um antigeno pode
ser, pelo menos, um antigeno selecionado dentre antigenos
de patdgenos ou parasitas, tais como os antigenos de
Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis ou M.
tetanus, Bacillus anthracis, HIV, antigenos de influenza
sazonal ou epidémica (como HIN1 ou HS5N1l), Bordetella
coqueluche, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitides
ou N. gonorrhoeae, HPV, Chlamydia trachomatis, HSV ou
outros virus de herpes, ou Plasmodia sp. Estes antigenos
podem incluir peptideos, proteinas, glicoproteinas, ou
polissacarideos. Em algumas formas de realizacdo, e}

antigeno &€ um toxdide ou porgdo de uma toxina.
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Em algumas formas de realizagdo, uma composigdo
imunogénica, como aqui descrito, compreende um
polissacarideo antigénico, por exemplo, como o antigeno Vi
(polissacarideo capsular de Salmonella typhi),
polissacarideos capsulares pneumocdcicos, polissacarideo da
parede celular pneumocdcica, polissacarideo capsular de Hib
(Haemophilus influenzae tipo B), polissacarideos capsulares
meningocdcicos, e outros polissacarideos capsulares ou de
parede celular bacterianos, ou quaisquer combinac¢des dos
mesmos. O polissacarideo pode ter um componente de
proteina, por exemplo, uma glicoproteina, tais como as de
virus.

Em algumas formas de realizagdo, uma composicdo
imunogénica, como aqui descrito, compreende ainda pelo
menos um fator de co-estimulagdo associado com o polimero
ou polissacarideo, em que o fator de co-estimulacdo pode
ser associado diretamente ou indiretamente. Por exemplo, em
algumas formas de realizagdo, um fator co-estimulag¢do pode
ser fixado covalentemente ao polimero. Por exemplo, em
algumas formas de realizagdo, um fator de co-estimulacdo
pode ser covalentemente fixado & molécula de primeira
afinidade, que & entdo reticulado com o polimero. Por
exemplo, em algumas formas de realizag¢3do, um elemento de

co-estimulagdo pode ser fixado a uma molécula de afinidade
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complementar, que se associa com uma molécula de primeira
afinidade para 1ligar o fator co-estimulatério para o
polimero. Em algumas formas de realizacdo, um fator de co-
estimulagdo é um adjuvante. Em formas de realizacdo
alternativas, um fator co-estimulatério pode ser qualquer
um conhecido do versado na arte, e inclui qualquer
combinagdo, por exemplo, sem limitagdo, agonistas do
receptor de tipo Toll (agonistas para TLR2, 3, 4, 5, 7 8,
9, etc), agonistas de NOD, ou agonistas de inflamassoma.

Em algumas formas de realizacgao, o fator co-
estimulatdério pode ser uma proteina de ligacdo & biotina
lipidada ou uma variante ndo hemolitica de alfa-hemolisina
ou a proteina de fusdo de mHla com proteina de ligagdo a
biotina aqui descrita.

Outro aspecto da presente inveng¢do relaciona-se com o
uso da composigdo imunogénica, como aqui descrito, para ser
administrada a um individuo para elicitar uma resposta
imune no individuo. Em algumas formas de realizacdo, a
resposta imune & uma resposta de anticorpos/célula B, uma
resposta de células T CD4* (incluindo Thl, Th2 e Thl7) e/ou
uma resposta de células T CD8*. Em algumas formas de
realizagdo, pelo menos, um adjuvante & administrado em
conjunto com a composigdo imunogénica.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se a um
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método para induzir uma resposta imune em um individuo a
pelo menos um antigeno, compreendendo a administrag¢do ao
individuo da composigdo imunogénica, como aqui descrito.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se a um
método de vacinagdo de um animal, por exemplo, um passaro,
um mamifero ou um humano, contra pelo menos um antigeno,
compreendendo a administragdo de uma composigdo de vacina
compreendendo a composigdo imunogénica, como aqui descrito.

Em todos os aspectos, como aqui mostrado, um animal ou
de individuo pode ser um humano. Em algumas formas de
realizagdo, o individuo pode ser um animal de criacdo ou
ndo-doméstico, ou um animal doméstico. Em algumas formas de
realizag8o, uma composigdo de vacina que compreende a
composigdo imunogénica como aqui descrita pode ser
administrada por via subcutédnea, intranasal, bucal,
sublingual, vaginal, retal, intradérmica, intraperitoneal
ou intramuscular.

Em todos os aspectos, como aqui mostrado, uma resposta
imune € uma resposta de anticorpo/célula B, uma resposta de
células T CD4* (incluindo respostas de Thl, Th2 e Thl7) ou
uma resposta de células T CD8* contra o(s) antigeno de
proteina/peptideo. Em algumas formas de realizagdo, uma
resposta imune € uma resposta de anticorpo/células B contra

o polimero, por exemplo, um polissacarideo pneumocdcico. Em
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algumas formas de realizagdo, pelo menos, um adjuvante &
administrado em conjunto com a composi¢do imunogénica.

Outro aspecto da presente invencdo refere-se ao uso da
composigdo imunogénica, como aqui descrito, para uso em um
diagnéstico para exposicdo a um patdébgeno ou agente
imunogénico.

Sistema apresentando antigenos miltiplos

Também & aqui fornecido um sistema imunogénico
apresentando antigenos miltiplos (MAPS), utilizdvel para a
produgdo de composigdes imunogénicas, tais como os que sdo
utilizaveis em vacinas. Em particular, a presente invencédo
refere-se a composigdes compreendendo um complexo
imunogénico compreendendo, pelo menos, um tipo de polimero,
por exemplo, um polissacarideo, que pode, opcionalmente,
ser antigénico; pelo menos uma proteina ou peptideo
antigénico, e, pelo menos, uma par de moléculas de
afinidade complementar compreendendo (i) uma molécula de
primeira afinidade que se associa com o polimero, e (ii)
uma molécula de afinidade complementar que se associa com a
proteina ou peptideo; de tal modo que as moléculas de
primeira e afinidade complementar servem como uma ligagdo
indireta entre o polimero com a proteina ou peptideo
antigénico. Deste modo, o polimero pode fixar, pelo menos,

1, ou, pelo menos, 2, ou uma pluralidade dos mesmos ou de
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diferentes antigenos de proteina ou peptideo. Em algumas
formas de realizagdo, o polimero & antigénico, por exemplo,
0 polimero & um polissacarideo capsular pneumocdcico. Em
algumas realizagdes, os antigenos de proteina ou peptideo
sdo antigenos de proteinas ou peptideos recombinantes.

As composigdes imunogénicas como aqui descritas podem
elicitar ambas as respostas humoral e celular para um ou
antigenos maltiplos ao mesmo tempo. As composicdes
imunogénicas fornecem uma resposta de memdria de longa
duragdo, potencialmente protegendo um individuo de uma
infecgdo futura. Isto permite obter fnica composigdo
imunogénica que cria um titulo elevado de anticorpos anti-
polissacarideos funcionais, e & semelhante ou se compara
favoravelmente com o nivel de anticorpos induzidos pela
vacina conjugada convencional. Além disso, n3o existe
qualquer restrigdo a4 proteina suporte especifica, e varias
proteinas de antigeno podem ser usadas no construto de MAPS
para gerar uma resposta de anticorpos anti-polissacarideos
robusta.

Além disso, a resposta de anticorpos e as respostas
Th17/Thl fortes sdo especificas para antigenos miltiplos de
proteina apresentados através da composicdo de MAPS. Isto
representa uma grande vantagem, como um meio para elicitar

duas formas de imunidade com um construto. Além de uma
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resposta imune mais convencional a um polissacarideo
antigénico conjugado com um suporte de proteina, a presente
invencdo proporciona uma resposta de células T e, mais
especificamente, respostas de Thl7 e Thl a proteinas
injetadas sistemicamente. Além disso, a presente composigdo
imunogénica pode incorporar ligandos sobre a estrutura
dorsal do polimero. Isto proporciona um potencial para
acentuar as resposta de células B ou de células T
especificas por modificagdo da relagdo de
proteina/polimero, tamanho do complexo, ou por incorporagdo
de fator co-estimulatdério especifico, tal como os ligandos
de TLR2/4, etc, na composicédo.

Em comparagdo com a tecnologia de conjugacdo tipica,
que envolve o tratamento severo de proteinas, os presentes
métodos evitam o risco de desnaturacdo de outra modificacdo
do antigeno de peptideo. Isto proporciona uma vantagem
substancial da preservagdo da antigenicidade de proteinas
incluidas e aumenta a probabilidade de que a prdpria
proteina ird servir como um antigeno (em vez de apenas como
um suporte). Do mesmo modo, os atuais métodos evitam a
desnecessaria modificag¢do/dano da estrutura dorsal do
polissacarideo, porque ndo hd& nenhuma reticulac¢do quimica
pesada: a biotinilagdo pode ser controlada com precisdo

para reagir com grupos funcionais especificos do
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polissacarideo, e o nivel de biotinilacio pode ser
facilmente ajustado. Isto €& vantajoso para evitar o
processo tipico de conjugagdo, que resulta em dano para as
cadeias laterais criticas ou epitopos, os quais podem
causar uma imunogenicidade e protecdo reduzidas.

A presente montagem baseada em afinidade oferece uma
preparagdo facil e altamente flexivel da composicio
imunogénica. Ela é altamente especifica e estivel, e que
pode permanecer no frio durante meses e reter sua poténcia.
O processo de montagem & simples o suficiente para garantir
alta reprodutibilidade, existem apenas algumas etapas
necessarias, o que reduz o risco de variagdo de lote para
lote, de grande vantagem industrial. A montagem de MAPS é
altamente eficiente (acima de 95%), mesmo em baixas

concentragdes de proteina e de polissacarideo (tal como 0,1

M

mg/ml), o que uma grande vantagem, porque as
ineficiéncias na fabricacdo de conjugados (tipicamente
eficiéncias estdo na faixa de <50%) representam um grande
obstaculo e motivo para os altos custos das vacinas. Para
formulagdo: & facil ajustar a composicio e as propriedades
fisicas do produto final. A raz3o de proteina: polimero no
complexo & ajustavel; com Dbiotinilag¢do moderada de

polimero, proteina: polimero podem ser de 10:1 (peso/peso)

ou mais e, inversamente, a razio pode ser 1:10 ou menos, se
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tal for o interesse baseado em metas imunoldgicas.
Adicionalmente, o tamanho da composig¢do MAPS imunogénica
pode ser ajustado pela escolha do tamanho do polimero. Os
métodos de fabricar os MAPS possibilitam uma facilidade na
combinagdo de proteinas e polimeros com pequena
modificagdo. A multivaléncia possivel do produto final,
através da carga antigenos de proteinas miltiplos, a partir
dos mesmos ou de diferentes patdgenos (por exemplo,
pneumococos e tuberculose), em construto imunogénico Gnico,
fornece uma composigdo que pode ser usada para diminuir o
nimero de vacinas necessdrias para imunizar um individuo
contra mais de uma doencga. Além disso, a composicdo de MAPS
€ altamente estével; se tornando dissociada apenas mediante
ebuligdo e mantendo a imunogenicidade mesmo depois de
varios meses a 4°C. A imunogenicidade do complexo de MAPS
pode ser limitada pela estabilidade do componente de
proteina ou peptideo antigénico, cuja estabilidade pode ser
estendida através da inclusdo no complexo de MAPS. Os
antigenos especificos aqui usados apresentaram estabilidade
em temperatura ambiente e depois de pelo menos um ciclo de
congelamento-descongelamento. Isto proporciona uma vantagem
importante sobre as vacinas atuais que ficam comprometidos
se a "cadeia de frio" ndo for mantida cuidadosamente.

Deste modo, um aspecto da presente invencdo refere-se
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a uma composigdo imunogénica compreendendo um polimero,
pelo menos um antigeno de proteina ou peptideo, e pelo
menos um par de moléculas de afinidade complementar, em que
© par de moléculas de afinidade complementar compreende uma
molécula de primeira afinidade que se associa com o
polimero e uma molécula de afinidade complementar que se
associa com o antigeno de proteina ou peptideo, de modo
que, quando a molécula de primeira afinidade se associa com
a molécula de afinidade complementar, ela liga
indiretamente o antigeno ao polimero.

Em algumas formas de realizagdo, a molécula de
primeira afinidade é reticulada para o polimero com um
reagente de reticulagdo, por exemplo, um reagente de
reticulagdo selecionado dentre CDAP (tetrafluoroborato de
l-ciano-4-dimetilaminopiridinio), EDC (cloridrato de 1-
etil-3-[3-dimetilaminopropill carbodiimida), cianoboro-
hidreto de sédio; brometo de cianogénio, ou bicarbonato de
ambnio/adcido iodoacético. Em algumas formas de realizacdo,
a molécula de primeira afinidade & reticulada para grupos
funcionais carboxila, hidroxila, amino, fenoxila,
hemiacetal, mercapto do polimero. Em algumas formas de
realizagdo, a molécula de primeira afinidade & ligada
covalentemente ao polimero.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de
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primeira afinidade & a biotina ou um seu derivado, ou uma
molécula com uma estrutura ou propriedade fisica semelhante
como biotina, por exemplo, uma amina-PEG3-biotina ((+)-
biotinilagdo-3-6, 9-trixaundecanodiamina) ou seu derivado.

Em algumas formas de realizagdo, o antigeno de
proteina ou peptideo da composicdo imunogénica é uma
proteina de fusdo compreendendo a proteina ou peptideo
antigénico fusionado com a molécula de liga¢do de afinidade
complementar. A fusdo pode ser um construto genético, isto
€, um peptideo ou proteina de fusdo recombinante. Em
algumas formas de realizagdo, um antigeno pode ser
covalentemente fixado a uma proteina de fusdo com a
molécula de afinidade complementar. Em formas de realizacdo
alternativas, o antigeno é fixado ndo covalentemente a
molécula de afinidade complementar.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de
afinidade complementar & uma proteina de ligacdo & biotina
ou um seu derivado ou uma por¢do funcional da mesma. Em
algumas formas de realiza¢do, uma molécula de afinidade
complementar & uma proteina, de tipo avidina ou um seu
derivado ou uma porgdo funcional da mesma, por exemplo, mas
ndo limitada a, rhizavidina ou um seu derivado. Em algumas
formas de realizacédo, uma molécula de afinidade

complementar € avidina ou estreptavidina ou um derivado ou
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porgdo funcional da mesma.

Em algumas formas de realizag¢do, um peptideo de sinal
de secrec¢do estd localizado no N-terminal da proteina de
tipo avidina. Qualquer sequéncia de sinal conhecida dos
versados na arte na técnica pode ser usada, e, em algumas
formas de realizagdo, a sequéncia de sinal é
MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID NO: 2) ou um derivado ou porcio
funcional da mesma. Em algumas formas de realizagdo, o
antigeno pode ser fusionado a uma molécula de afinidade
complementar através de um peptideo ligador flexivel, em
que o peptideo ligador flexivel fixa o antigeno para a
molécula de afinidade complementar.

Em algumas formas de realizagdo, o componente de
polimero do imunogénio compreende um polimero derivado de
um organismo vivo, por exemplo, um polissacarideo. Em
algumas formas de realizagdo, um polimero pode ser
purificado e isolado a partir de uma fonte natural, ou
seja, pode ser sintetizado como com uma
composigdo/estrutura natural, ou pode ser um polimero
sintético (por exemplo, com uma composicdo/estrutura
artificial). Em algumas realizac¢des, um polimero & derivado
de um organismo selecionado do grupo que consiste em:
bactérias, arqueobactérias, ou células eucaribticas, como

fungos, insetos, plantas, ou quimeras dos mesmos. Em
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algumas formas de realizacgdo, o polimero é um
polissacarideo derivado de uma bactéria patogénica. Em
formas especificas, o polissacarideo é um polissacarideo
capsular pneumocdcico, um polissacarideo da parede celular
pneumocdcico, ou um polissacarideo de Salmonella typhi Vi.

Em algumas formas de realizagdo, um polimero da
composigdo imunogénica, como aqui descrito, & um polimero
de cadeia ramificada, por exemplo, um polissacarideo
ramificado, ou, alternativamente, pode ser um polimero de
cadeia linear, por exemplo, um polimero de cadeia fdnica,
por exemplo, polissacarideo. Em algumas formas de
realizagdo, o polimero & um polissacarideo, por exemplo,
dextrano ou um derivado do mesmo. Em algumas formas de
realizagdo, um polimero, por exemplo, polissacarideo de
dextrano pode ter um peso molecular médio de 425kD~500kDa,
inclusive, ou em algumas formas de realizagdo, maior do que
500kDa. Em algumas formas de realizacdo, um polimero, por
exemplo, polissacarideo de dextrano pode ter um peso
molecular médio de 60kD-90kDa, inclusive, ou em algumas
formas de realizag¢do, inferior a 70 kDa. O polimero de
dextrano pode ser derivado de uma bactéria, tal como
Leuconostoc mesenteroides.

Em algumas formas de realizacdo, uma composicgao

imunogénica, como aqui descrita compreende pelo menos 2
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antigenos, ou pelo menos 3 antigenos, ou, pelo menos, 5
antigenos, ou entre 2-10 antigenos, ou entre 10-15
antigenos, ou entre 15-20 antigenos, ou entre 20-50
antigenos, ou entre 50-100 antigenos, ou mais de 100
antigenos, inclusive. Em algumas formas de realizagdo, em
que uma composig¢do imunogénica, como aqui descrita
compreende pelo menos 2 antigenos, os antigenos podem ser o
mesmo antigeno ou pelo menos 2 antigenos diferentes. Em
algumas formas de realizagdo, os antigenos podem ser do
mesmo ou de diferentes patdgenos, ou podem ser diferentes
epitopos ou de partes da mesma proteina antigénica, ou
podem ser o mesmo antigeno que é especifico para diferentes
sorotipos ou varia¢des sazonais do mesmo patdgeno (por
exemplo, virus de influenza A, B, e C).

Em algumas formas de realizagdo, uma composigdo
imunogénica, como aqui descrito, compreende um antigeno a
partir de um organismo patogénico ou de um tecido anormal.
Em algumas formas de realizagdo, o antigeno & um antigeno
tumoral. Em algumas formas de realizagdo, um antigeno pode
ser, pelo menos, um antigeno selecionado dentre antigenos
de patdbgenos ou parasitas, tais como os antigenos de
Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis ou M.
tetanus, Bacillus anthracis, HIV, antigenos da gripe

sazonal ou epidémicas (como HIN1 ou HS5N1l), Bordetella
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coqueluche, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitides
ou N. gonorrhoeae, HPV, Chlamydia trachomatis, HSV ou
outros virus de herpes, ou Plasmodia sp. Estes antigenos
podem incluir peptideos, proteinas, glicoproteinas, ou
polissacarideos. Em algumas formas de realizagdo, o
antigeno & um toxdide ou porgdo de uma toxina.

Em algumas formas de realizagdo, uma composicdo
imunogénica, como aqui descrito, compreende um
polissacarideo antigénico, por exemplo, tal como o antigeno
Vi (polissacarideo capsular de Salmonella typhi),
polissacarideos capsulares pneumocécicos, polissacarideos

de parede celular pneumocdcicos, polissacarideo capsular

Hib (Haemophilus influenzae tipo B), polissacarideo
capsular meningocdcico, polissacarideo de Bacillus
anthracis (o agente causador de antraz), e outros

polissacarideos capsulares ou de rede celular bacterianos,
ou quaisquer combinag¢des dos mesmos. O polissacarideo pode
ter um componente de proteina, por exemplo, uma
glicoproteina, como aquelas a partir de virus.

Em algumas formas de realizagdo, uma composicédo
imunogénica, como aqui descrito, compreende ainda pelo
menos um fator de co-estimulagdo associado com o polimero
ou polissacarideo, em que o fator de co-estimulacgdo pode

ser associado diretamente ou indiretamente. Por exemplo, em
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algumas formas de realizagdo, um fator co-estimulag¢do pode
ser fixado covalentemente ao polimero. Por exemplo, em
algumas formas de realizagdo, um elemento de co-estimulacio
pode ser covalentemente fixado & molécula de primeira
afinidade, o qual & ent3o reticulado com o polimero. Por
exemplo, em algumas formas de realizac3o, um elemento de
co-estimulagdo pode ser fixado a uma molécula de afinidade
complementar, que se associa com uma molécula de primeira
afinidade para ligar o fator de co-estimulacdo ao polimero.
Em algumas formas de realizac3o, um fator co~estimulacdo é
um adjuvante. Em formas de realizacdo alternativas, um
fator co-estimulatério pode ser qualquer um conhecido do
versado na arte, e inclui qualquer combinac3o, por exemplo,
sem limitacgdo, agonistas do receptor de tipo Toll
(agonistas de TLR2, 3, 4, 5 7,8, 9, etc), agonistas de NOD,
ou agonistas de inflamassoma.

Outro aspecto da presente invencdo relaciona-se com o
uso da composigd@o imunogénica, como aqui descrito, para ser
administrada a um individuo para induzir uma resposta imune
no individuo. Em algumas formas de realizacdo, a resposta
imune & uma resposta de anticorpo/células B, uma resposta
de células T CD4* (incluindo Thl, Th2 e Thl7) e/ou uma
resposta de c¢élulas T CD8+. Em algumas formas de

-

realizag¢do, pelo menos, um adjuvante é administrado em
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conjunto com a composig¢do imunogénica.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se a um
método para induzir uma resposta imune em um individuo a
pelo menos um antigeno, compreendendo a administracdo ao
individuo da composigdo imunogénica, como aqui descrito.

Outro aspecto da presente inveng¢do refere-se a um
método de vacinagdo de um animal, por exemplo, um passaro,
um mamifero ou um humano, contra pelo menos um antigeno,
compreendendo a administragdo de uma composicdo de vacina
que compreende a composigdo imunogénica, como aqui
descrito.

Em todos os aspectos, como aqui mostrado, um animal ou
um individuo pode ser um humano. Em algumas formas de
realizagdo, o individuo pode ser um animal de criagédo
agricola ou ndo doméstico, ou um animal doméstico. Em
algumas formas de realizagdo, uma composicdo de vacina que
compreende a composigdo imunogénica como aqui descrita pode
ser administrada por via subcuténea, intranasal, bucal,
sublingual, vaginal, retal, intradérmica, intraperitoneal,
intramuscular, ou adesivo para imunizacdo transcuténea.

Em todos os aspectos, como aqui mostrado, uma resposta
imune & uma resposta da anticorpo/célula B, uma resposta
das células T CD4* (incluindo respostas Thl, Th2 e Thl7) ou

uma resposta de células T CD8* contra o(s) antigeno(s) de
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proteina/peptideo. Em algumas formas de realizagdo, uma
resposta imune & uma resposta de anticorpo/célula B contra
0 polimero, por exemplo, um polissacarideo pneumocdcico. Em
algumas formas de realizagdo, pelo menos, um adjuvante &
administrado em conjunto com a composig¢do imunogénica.

Outro aspecto da presente invengdo relaciona-se com o
uso da composigdo imunogénica, como aqui descrito, para uso
em um diagndéstico para exposigdo a um patdgeno ou agente
imunogénico.

E aqui também fornecido um método de vacinacdo de um
individuo, por exemplo, um mamifero, por exemplo, um
humano, com as composigdes imunogénicas, como aqui
descrito, o método compreendendo a administracdo de uma
composigdo de vacina, como aqui descrito, para o individuo.

Geralmente, as composigdes imunogénicas e composicdes
compreendendo um complexo imunogénico podem compreender
pelo menos um antigeno, ou antigenos mtltiplos, fixados a
um andaime de polimero para uso na elicitacdo de uma
resposta imune a cada um dos antigenos fixados ao polimero,
e opcionalmente ao prdéprio polimero, quando administrado a
um individuo. Este sistema apresentando antigenos miltiplos
(MAPS) estimula uma resposta imune humoral e celular: ele
pode gerar anticorpos anti-polissacarideo e as respostas de

célula- B/Thl/Thl7 para antigenos de proteinas mGltiplos
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usando um UGnico construto imunogénico MAPS. Uma combinagdo
de imunidade de células B e T no organismo pode representar
uma estratégia de vacina Otima contra muitas doencas,
incluindo a infecgdo invasiva associada com a doenca
pneumocdcica e transporte nasofaringeal. Em algumas
realizagbes, a composigdo imunogénica é uma vacina ou é
incluida em uma vacina.

Deste modo, um aspecto da presente invencdo refere-se
a uma composigédo imunogénica (sistema  apresentando
antigenos miltiplos, ou MAPS) compreendendo pelo menos um
polimero, por exemplo, um polissacarideo, pelo menos, um
antigeno de proteina ou peptideo, e pelo menos uma par de
moléculas de afinidade complementar compreendendo (i) uma
molécula de primeira afinidade associada com o polimero, e
(1i) uma molécula de afinidade complementar associada com o
antigeno, que serve para fixar indiretamente o antigeno
para o polimero (por exemplo, a molécula de primeira
afinidade se associa com a molécula de afinidade
complementar para ligar o antigeno ao polimero). Assim,
como o polimero pode ser usado como um andaime para fixar,
pelo menos, 1, ou, pelo menos, 2, ou mais de um (por
exemplo, uma pluralidade) dos mesmos ou diferentes
antigenos. As composi¢des imunogénicas, como aqui descrito,

podem ser usadas para elicitar tanto a imunidade humoral



56

como celular para antigenos miltiplos ao mesmo tempo.
Consequentemente, as formas de realizagdo aqui
fornecem uma composigdo imunogénica e métodos utilizaveis
para criar uma resposta imune em um individuo, gue podem
5 ser usados sozinhos ou em conjunto ou em mistura com,
essencialmente, quaisquer abordagens de vacinas existentes.
O MAPS & uma composicdo flexivel e versatil que pode
ser projetada e fabricada de forma a elicitar um alvo
particular, de largo espectro, ou uma variedade de alvos
10 antigénicos. A Tabela 1 apresenta um guia simples de
exemplo prevendo a flexibilidade de formas de realizagdo de
MAPS:

Tabela 1. Versatilidade da plataforma MAPS

{ Outros polimeros: acido nucléico, PEG, proteina, lipossoma,
Estrutura! nanoparticula, particulas tipe virais, virus
[~ dorsal 1 ~ Sintético ™ * PS capsular pneumocécico
“Polissacarideo vérios sorotipos)

PS parede celular pneumocédcica

PS Salmonella typhi Vi
PS capsular Staphylococcus aureus
PS Hib, outros Haemophili
PS estreptococos Gp A
PS estreptococos Gp B
PS meningocécico

A partir de -
MAPS ... patégenos

" e Proteinas bacterianas/toxinas
» Proteinas virais

-Antigeno » Antigenos de céncer PS antraz
. Toxinas de plantas Patégenos entéricos
Pseudomonas

L I T T S Y S

Patégenos fungicos
criptococos, outros)
~ * Glicoproteinas de virus

15 Polimeros
Um componente de MAP & constituido de uma "estrutura

dorsal", tipicamente um polimero. O polimero pode ser
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antigénico ou ndo antigénico. Ele pode ser feito de uma
ampla variedade de substéncias, como aqui descrito, com a
ressalva de que o polimero serve como um meio de
apresentagdo ao(s) antigeno(s) associado(s) para o sistema
imune de uma forma imunogénica. Em algumas formas de
realizagdo, o polimero & um polimero sintético. Em algumas
formas de realizagdo, o polimero & um polimero de
ocorréncia natural, por exemplo, um derivado de
polissacarideo ou purificado a partir de células
bacterianas. Em algumas formas de realizacgdo, o
polissacarideo & derivado ou purificado a partir de células
eucaridticas, por exemplo, células de plantas, fungos, ou
insetos. Em ainda outras formas de realizacdo, o polimero &
derivado de células de mamifero, tais como células
infectadas por virus ou células de clncer. Em geral, estes
polimeros sdo bem conhecidos na arte e s3o englobados para
uso nos métodos e composigdes, como aqui descrito.

Em algumas formas de realizagdo, um polimero é um
polissacarideo selecionado dentre qualquer um dos
seguintes, dextrano, polissacarideo Vi de Salmonella typhi,
polissacarideo capsular pneumocdcico, polissacarideo da
parede celular pneumocdcico (CWPS) , polissacarideo
meningocdcico, polissacarideo de Haemophilus influenzae

tipo b, ou qualquer outro polissacarideo de origem viral,
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procaridtica ou eucaridtica.

Em algumas formas de realizagdo, o polissacarideo
consiste em, ou compreende uma porgdo de aglcar antigénico.
Por exemplo, em algumas formas de realizagédo, um
polissacarideo para uso nos métodos e composicdes
imunogénicas, como aqui descrito, é um polissacarideo Vi de
Salmonella  typhi. O polissacarideo capsular Vi foi
desenvolvido contra infec¢des entéricas bacterianas, tais
como a febre tifdide. Robbins et al., 150 J. Infect. Dis.
436 (1984) ; Levine et al., 7 Baillieres Clin.
Gastroenterol. 501 (1993). Vi é um polimero de &cido a 1 -
4-galacturdnico, com uma N-acetila na posicdo C-2 e O-
acetilagdo varidvel em C-3. A viruléncia de 3. typhi se
correlaciona com a expressio desta molécula. Sharma et al.,
PNAS 101 17492 (2004). A vacina de polissacarideo Vi para
S. typhi tem varias vantagens: Os efeitos colaterais s3o
raros e suaves, uma dose TUnica produz imunogenicidade
consistente e eficaz. Polissacarideo Vi pode ser
padronizado de forma segura por meio de métodos fisico-
quimicos verificados para outras vacinas de
polissacarideos, Vi & estdvel em temperatura ambiente e que
pode ser administrado em simult&neo com outras vacinas, sem
afetar a imunogenicidade e tolerabilidade. Azze et al., 21

Vaccine 2758 (2003).
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Assim, o polissacarideo Vi de &. typhi pode ser
reticulado a uma mdlécula de primeira afinidade, como aqui
descrito, para a fixag8o de, pelo menos, um antigeno para o
polissacarideo. Em algumas formas de realizacgido, o antigeno
pode ser do mesmo ou de outro organismo, de tal modo que a
composigdo imunogénica resultante confere, pelo menos,
algum nivel de imunidade contra um patégeno, ou dois
patdgenos diferentes: se o antigeno confere protecdo contra
O pneumococo, uma composigdo imunogénica, onde o andaime do
polimero & um polissacarideo Vi pode criar uma resposta
imunogénica contra ambos S. typhi e pneumococos. Outros
exemplos incluem a combinagdo de aclcares a partir de
bactérias encapsuladas (como meningococos, S. aureus,
pneumococos, Hib, etc) e os antigenos de tuberculose, para
proporcionar uma composigdo imunogénica que cria uma
resposta imune contra dois patégenos diferentes.

Outras porgdes de polissacarideos (PS) que podem ser
usadas na presente invencdo, em alternativa a dextrano,
polissacarideos da parede celular bacterianos (CWPS), etc,
incluem antigenos de carboidratos de canceres.

Além disso, em relacao a polissacarideos de
pneumococos, o polissacarideo pode ser derivado a partir de
qualquer um dos mais de 93 sorotipos de pneumococos que

foram identificadas até agora, por exemplo, incluindo, mas
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ndo se limitando aos sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 6C,
6D, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 194,
19F, 20, 22F, 23F, e 33F. Sorotipos adicionais podem ser
identificados e incluidos na presente composigdo
imunogénica, como aqui descrito.Mais de um polissacarideo
pneumocdcico pode ser incluido como a estrutura dorsal do
polimero das presentes composi¢des imunogénicas ou em uma
vacina compreendendo as presentes composicdes de MAPS.

O polissacarideo pode também ser derivado da invencédo,
a composigdo imunogénica compreendendo polissacarideos
capsulares de N. meningitidis de, pelo menos, um, dois,
trés ou quatro dos sorogrupos A, C, W, W135, ou Y.

Outra forma de realizag8o compreende o Tipo 5, Tipo 8,
ou qualquer um dos polissacarideos ou oligossacarideos de
Staphylococcus aureus.

Em algumas formas de realizagdo, o polimero & polimero
quimérico compreendendo mais do que um tipo de polimero.
Por exemplo, um polimero da composigdo imunogénica, como
aqui descrito, pode compreender uma porgdo de polimero A, e
a porgdo restante do polimero B. Ndo existe um limite para
a quantidade de diferentes tipos de polimeros que podem ser
usados em uma Unica entidade de estrutura dorsal de MAPS.
Em algumas formas de realizagdo, em que o polimero & um

polimero ramificado, a cadeia de polimero pode ser um
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polimero, e as ramifica¢des podem ser, pelo menos, 1 ou,
pelo menos, 2 ou, pelo menos, 3 ou mais polimeros
diferentes.

Em algumas formas de realizagdo, o polimero é um
polimero ramificado. Em algumas formas de realizacdo, o
polimero & um polimero de cadeia tnica.

Em algumas formas de realizagdo, o polimero é um
polissacarideo compreendendo peleo menos 10 unidades de
repetigdo de carboidratos, ou pelo menos 20, ou pelo menos
50, ou pelo menos 75, ou pelo menos 100, ou pelo menos 150,
ou pelo menos 200, ou pelo menos 250, ou pelo menos 300, ou
pelo menos 350, ou pelo menos 400, ou pelo menos 450, ou
pelo menos 500, ou mais do que 500 unidades de repetic3o,
inclusive.

Em um aspecto da invengdo, o polissacarideo (PS) pode
ter uma massa molecular de <500kDa ou > 500kDa. Em outro
aspecto da invengdo, o PS tem uma massa molecular de
<70 kDa.

Em algumas formas de realizagdo, um polimero & um
polimero de peso molecular grande, por exemplo, um polimero
pode ter um peso molecular médio de entre cerca de 425-
500kDa, inclusive, por exemplo, pelo menos 300kDa, ou, pelo
menos, 350kDa, ou pelo 400kDa menos, ou, pelo menos,

425kDa, ou, pelo menos, 450kDa, ou, pelo menos, 500kDa ou
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mais do que 500kDa, inclusive, mas tipicamente menos do que
500kDa.

Em algumas formas de realizagdo, um polimero pode ser
um polimero de pequeno peso molecular, por exemplo, um
polimero pode ter um peso molecular médio de entre cerca de
60kDa a cerca de 90 kDa, por exemplo, pelo menos 50 kDa,
ou, pelo menos, 60kDa, ou a pelo menos 70 kDa, ou, pelo
menos, 80 kDa, ou, pelo menos, 90 kDa, ou, pelo menos, 100
kDa, ou superior a 100 kDa, inclusive, mas geralmente menos
do que cerca de 120kDa.

Em algumas formas de realizagdo, o polimero & coletado
e purificado a partir de uma fonte natural, e em outras
formas de realizagdo, o polimero & sintético. Métodos para
a produgao de polimeros sintéticos, incluindo
polissacarideos sintéticos, sdo conhecidos por versados na
arte e estdo englobados nas composicdes e métodos como aqui
descrito.

Apenas alguns dos polimeros de polissacarideos, que
podem servir como uma estrutura dorsal de um ou mais tipos
de antigenos ou antigenos s3o exemplificados na Tabela 2:
Tabela 2. Exemplo de estrutura dorsal de MAPS de polimero

de polissacarideo e antigenos de exemplo associados

Antigenos de proteina
Polissacarideo Ndmero de Origens de antigenos
antigenos
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D90 (60-90KD) dois pneumococo

D150 (150 KD) trés pneumococo

Dextrano D270 (270 KD) trés Pneumococo
D500 (425-575 Dois, trés, pneumococo

KD) seis

Sorotipol Um, dois, PIIEUmMOCoCo,

trés, cinco tuberculose,
Polissaca estafilococo
rideo Sorotipo 3 cinco PNneumococo,
capsular tuberculose
prnieumocédcico Sorotipo 5 um; dois; prneumococo,
trés; cinco tuberculose

Sorotipo 6B dois Pneumococo

Sorotipo 7 trés pneumococo

Sorotipo 14 um; dois; pneumococo,

trés; cinco tuberculose

Sorotipo 19 trés PNeumococo

polissacarideo de parede cinco pReumococo

celular pneumocdcico

Polissacarideo Vi de S. typhi cinco pneumococo

Polimeros

composi¢cdes da MAPS imunogénicas aqui descritas incluem os

polimeros & base de polietileno glicol, poli

ésteres), suportes de Poliacril, PLGA, polietilenimina
(PEI), poliamidoamina (PAMAM), dendrimeros, polimeros de
éster B-amino, polifosfoéster (PPE), lipossomas,
polimerosomas, acidos nucléicos, oligonucleotideos
fosforotioados, quitosana, seda, micelas poliméricas,

polimeros de proteinas,

tipo virus

Ver, por exemplo,

adicionais

(VLPs-particulas)

desenvolvidos para distribuicdo de &cido

El-Sayed et al.,

que podem

particulas de virus,

ou outras micro-particulas.

for Enhanced Intracellular Delivery
Molecules, 5 Exp. Op. Biol. Therapy,
biocompativeis,

of

(2005) .

ser usados

Smart Polymer Carriers

particulas de

Therapeutic

Polimeros
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nucléico podem ser adaptados para uso como uma estrutura
dorsal aqui. Ver, por exemplo, BIOCOMPATIBLE PoL. NucL. ACID.
DeLiv. (Domb et al., eds., John Wiley & Sons, Inc. Hoboken,
NJ, 2011.

Por exemplo, VLPs se assemelham a virus, mas ndo sdo
infecciosos, porque ndo contém qualquer material genético
viral. A expressdo, incluindo a expressio recombinante de
proteinas estruturais virais, tais como componentes do
envelope ou capsideos, pode resultar na auto-montagem de

VLPs. VLPs foram produzidos a partir de componentes de uma

ampla variedade de familias de virus, incluindo
Parvoviridae (por exemplo,A virus adeno-associado),
Retroviridae (por exemplo, HIV), e Flaviviridae (por
exemplo, virus de hepatite B ou C). VLPs podem ser

produzidos em uma variedade de sistemas de cultura de
células de incluindo linhagens celulares de mamiferos,
linhagens celulares de inseto, leveduras e células de
plantas. VLPs recombinantes sdo particularmente vantajosos
porque o componente viral pode ser fusionado a antigenos
recombinantes, como aqui descrito.

Antigenos

As proteinas de fusdo e composi¢des imunogénicas, como
aqui descrito, podem compreender qualquer antigeno que

elicita uma resposta imune em um individuo. Em algumas
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formas de realizagdo, pelo menos, um ou mals antigenos
estdo associados com o polimero da composigdo. Em algumas
formas de realizagdo, pelo menos 2, ou pelo menos 3, ou
pelo menos 5, ou pelo menos 10, ou pelo menos 15, ou pelo
menos 20, ou pelo menos 50, ou pelo menos 100, ou mais do
que 100 antigenos podem ser associados com o polimero, como
aqui descrito.Em algumas formas de realizacdo, em que a
composi¢do imunogénica compreende mais do que um antigeno,
os antigenos podem ser o mesmo antigeno, ou podem ser uma
variedade de diferentes antigenos associados com o
polimero. Em algumas formas de realizagdo, em que a
composigdo imunogénica compreende mais do que um antigeno,
Os antigenos podem ser antigenos do mesmo patdgeno, ou de
diferentes patdgenos, ou, alternativamente, podem ser
antigenos diferentes do mesmo patdgeno, ou antigenos
similares a partir de diferentes sorotipos de patégenos.

Um antigeno para uso em proteinas de fus3o composicgdes
imunogénicas e métodos aqui descritos pode ser qualquer
antigeno, incluindo, mas ndo se limitando a peptideos
patogénicos, toxinas, toxdides, subunidades dos mesmos, ou
suas combinag¢des (por exemplo, toxina da cdlera, toxdide de
tétano) .

Em algumas formas de realizagdo, um antigeno, que pode

ser fusionado com a molécula de afinidade complementar,
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pode ser qualquer antigeno associado com uma doenca
infecciosa, ou céncer ou doenga imune. Em algumas formas de
realizagdo, um antigeno pode ser um antigeno expressado por
qualquer um de wuma variedade de agentes infecciosos,
incluindo virus, bactéria, fungo ou parasita.

Em algumas formas de realizagdo, um antigeno &
derivado (por exemplo, obtido) a partir de um organismo
patogénico. Em algumas formas de realizagdo, o antigeno &
um antigeno do céncer ou tumor, por exemplo, um antigeno
derivado de um tumor ou célula de cancer.

Em algumas formas de realizacdo, um antigeno derivado
de um organismo patogénico & um antigeno associado a uma
doenga infecciosa, ele pode ser derivado de qualquer um de
uma variedade de agentes infecciosos, incluindo virus,
bactéria, fungo ou parasita.

Em algumas formas de realizagdo, um antigeno alvo &
qualquer antigeno associado com uma patologia, por exemplo,
uma doeng¢a infecciosa ou patdgeno, ou clncer ou uma doenca
imune, tal como uma doeng¢a auto-imune. Em algumas formas de
realizagdo, um antigeno pode ser expressado por qualquer um
dentre uma variedade de agentes infecciosos, incluindo
virus, bactéria, fungo ou parasita. Um antigeno alvo para
uso nos métodos e composigdes, como agqui divulgados, também

pode incluir, por exemplo, peptideos patogénicos, toxinas,
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toxdides, subunidades dos mesmos, ou suas combinacdes (por
exemplo, toxina da cdlera, toxdide do tétano).

Exemplos ndo limitativos de virus infecciosos incluem:
Retroviridae; Picornaviridae (por exemplo, virus de pdélio,
virus da hepatite A; enterovirus, virus coxsackie,
rinovirus, echovirus humanos); Calciviridae (tais como as
cepas que causam gastroenterite); Togaviridae (por exemplo,
virus da encefalite equina, virus da rubéola); Flaviridae
(por exemplo, virus da dengue, virus da encefalite, virus
da febre amarela) ; Coronaviridae (por exemplo,
coronaviruses); Rhabdoviridae (por exemplo, virus da
estomatite vesicular, virus da raiva); Filoviridae (por
exemplo, virus ebola); Paramyxoviridae (por exemplo, virus
da parainfluenza, virus da caxumba, virus do sarampo, virus
sincicial respiratério); Orthomyxoviridae (por exemplo,

virus da gripe); Bungaviridae (por exemplo, virus Hantaan,

virus bunga, flebovirus e virus Nairo); Arena viridae
(virus da febre hemorragica); Reoviridae (por exemplo,
reovirus, orbivirus, e rotavirus) ; Birnaviridae;
Hepadnaviridae (virus da  hepatite B) ; Parvoviridae
(parvovirus); Papovaviridae (virus do papiloma, virus
polioma) ; Adenoviridae (a maioria dos adenovirus) ;

Herpesviridae (virus do herpes simplex (HSV) 1 e HSV-2,

virus da varicela =zoster, citomegalovirus (CMV), virus da
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doenga de Marek, virus do herpes); Poxviridae (virus da
variola, virus da vacina, virus da variola); e Iridoviridae
(como o virus da peste suina africana), e virus ndo
classificados (por exemplo, os agentes etioldégicos de
encefalopatias espongiformes, o agente da hepatite delta

(provavelmente um satélite defeituoso de virus da hepatite

B), os agentes de hepatite n3o-A, ndo-B (classe 1 =
transmitido internamente; classe 2 = transmitido
parenteralmente (isto &, Hepatite C); virus Norwalk e

relacionados, e astrovirus). As composi¢des e métodos aqui
descritos s8o contemplados para uso no tratamento de
infecgBes com estes agentes virais.

Exemplos de infecg¢des flngicas que podem ser tratadas
pela inclusdo de antigenos nas presentes formas de
realizagcdo incluem aspergilose, candidiase (causada por
Candida albicans); criptococose (causada por Cryptococcus) ;
e histoplasmose. Assim, exemplos de fungos infecciosos
incluemn, mas nao estédo limitados a, Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis, Candida
albicans. Os componentes destes organismos podem ser
incluidos como antigenos nos MAPS aqui descritos.

Em um aspecto da invengdo, um antigeno é derivado de

um micrdébio infeccioso como  Bordatella cogueluche,
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Brucella, Enterococci Sp., Neisseria meningitidis,
Neisseria gonorrheae, Moraxella, Haemophilus tip&vel ou ndo
tipavel, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Enterobacter,
Citrobacter, Klebsiella, E. coli, Helicobacter pylori,
Clostridia, Bacteroides, Chlamydiaceae, Vibrio cholera,
Mycoplasma, Treponemes, Borelia burgdorferi, Legionella
pneumophilia, Mycobacteria sps (tais como M. tuberculosis,

M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. graxonae, M.

leprae), Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Streptococcus pbyogenes (Estreptococo Grupo A),
Streptococcus agalactiae (Estreptococo Grupo B),
Streptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis,
Streptococcus bovis, Streptococcus (sps. anaerdbico),

Streptococcus pneumoniae, Campylobacter sp. patogénico,
Enterococcus sSp. ., Haemophilus influenzae, Bacillus
anthracis, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium

sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringens,

Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Leptospira sps., Pasturella multocida,
Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus

moniliformis, Treponema pallidium, Treponema pertenue, e
Actinomyces israelli. As composi¢gdes e métodos aqui
descritos s8o contemplados para uso no tratamento ou

prevengdo de infecgdes contra estes agentes bacterianas.
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Patdgenos parasitas adicionais a partir do qual os
antigenos podem ser derivados incluem, por exemplo:
Entamoeba histolytica, Plasmodium falciparum, Leishmania
sp., Toxoplasma gondii, Rickettsia, e Helminths.

Em outro aspecto da invengdo, um antigeno & uma
proteina PsaA  pneumocdcica truncada, serina/treonina
proteina quinase pneumocdcica toxdide de pneumolisina
(StkP), unidade de repetigdo de serina /treonina proteina
quinase pneumocdcica (StkPR), proteina PcsB pneumocdcica,
alfa hemolisina estafilocdcica, mtb proteina ESAT-6 de
Mycobacterium tuberculosis, antigeno do nicleo da parede
celular de M. tuberculosis, polipeptideos ou fragmentos dos
mesmos CT1l44, CT242 ou CT8l12 de Chlamydia, DNA girase
subunidade B de Chlamydia, sintese de sulfito / bifosfato
fosfatase de Chlamydia, FtsY de proteina divisdo celular de
Chlamydia, metionil-tRNA sintetase de Chlamydia, DNA
helicase de Chlamydia (uvrD), ATP subunidade sintase I
(atpI) de Chlamydia ou hidrolase dependente de metais de
Chlamydia.

Uma forma de realizagdo da presente inveng¢do fornece
uma composigdo  imunogénica alvo-marcando o patdgeno
Myocobacterium tuberculosis (TB), um parasita intracelular
bacteriano. Um exemplo de um antigeno de TB & TbH9 (também

conhecido como Mtb 39A). Outros antigenos de TB incluem,
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mas ndo estdo limitados a, DPV (também conhecido como
Mtb8.4), 381, Mtb4l, Mtb40, Mtb32A, Mtb64, Mtb83, Mtb9.9A,
Mtb9.8, Mtble, Mtb72f, Mtb59f, Mtb88f, Mtb71f, Mtb46f e
Mtb31f, em que "f" indica que é& uma fusdo de duas ou mais
proteinas.

Como mencionado acima, um antigeno pode ser derivado a
partir de uma espécie de Chlamydia para uso nas composic¢des
imunogénicas da presente invengdo. Chlamydiaceae
(consistindo de Chlamydiae e Chlamydophila) sdo as
bactérias gram-negativas intracelulares obrigatérias. As
infecgdes provocadas por Chlamydia trachomatis estio entre
as infecgdes bacterianas sexualmente transmissiveis mais
prevalentes e, talvez, 89 milhdes de novos casos de
infecgdes genitais por Chlamydia ocorrem a cada ano. A
Chlamydia da presente invengdo inclui, por exemplo, C.
trachomatis, Chlamydophila pneumoniae, C. muridarum,
C. suis, Chlamydophila abortus, Chlamydophila psittaci,
Chlamydophila caviae, Chlamydophila felis, Chlamydophila
pecorum, e (. pneumoniae. Os modelos animais de infeccdo
por clamidia tém estabelecido que as células T desempenham
um papel critico tanto na depuragdo da infeccdo inicial
como na protegdo de re-infecgdo de hospedeiros suscetiveis.
Assim, as composig¢gdes imunogénicas, como aqui descrito,

podem ser usadas para fornecer o valor determinado por
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elicitagdo das respostas imunes celulares contra a infeccdo
clamidiana.

Mais especificamente, os antigenos Chlamydial dteis na
presente invengdo incluem DNA girase subunidade B, sintese
de sulfito/ bifosfato fosfatase, proteina de divisdo
celular FtsY, metionil-tRNA sintetase, DNA helicase (uvrD);
ATP sintase subunidade I (atpI) ou uma hidrolase dependente
de metal (pedido de patente U.S. Pub. No. 20090028891).
Antigenos de Chlamyidia trachomatis adicionais incluem
polipeptideo CT144, um peptideo com residuos de aminodcidos
67-86 de CT1l44, um peptideo com residuos de aminodcidos 77-
96 de CT1l44, proteina CT242, um peptideo tendo aminodcidos
109-117 de CT242, um peptideo tendo aminodcidos 112-120 de
CT242 polipeptideo, proteina CT812 (do gene pmpD), um
peptideo com residuos de aminodcidos 103-111 da proteina
CT812; e varios outros peptideos antigénicos a partir de cC.
trachomatis: NVTQDLTSSTAKLECTQDLI (SEQ ID NO:29),
AKLECTQDLIAQGKLIVTNP (SEQ ID NO:30), SNLKRMQKI (SEQ 1ID

NO:31), AALYSTEDL (SEQ ID NO:32), FQEKDADTL (SEQ ID NO:33),

QSVNELVYV (SEQ ID NO:34), LEFASCSSL (SEQ 1ID NO:35),
SQAEGQYRL (SEQ ID NO:36), GQSVNELVY (SEQ ID NO:37), e
QAVLLLDQT (SEQ ID NO:38) . Ver WO 2009/020553.

Adicionalmente, antigenos de Chlamydia pneumoniae incluindo

os homdélogos dos polipeptideos anteriores (ver Patente US
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No. 6.919.187), podem ser usados como antigenos nas
composig¢des imunogénicas e métodos como aqui descritos.

Antigenos fungicos podem ser derivados de espécies de
Candida e outras leveduras, ou outros fungos (Aspergillus,
outros fungos ambientais). Em relagdo a outros parasitas,
malaria, bem como vermes e amebas podem fornecer o antigeno
antigénico para uso nas composi¢des imunogénicas e métodos
como aqui descrito.

Em algumas formas de realizagdo, em que o antigeno se

destina a gerar um imunogénio anti-influenza, as
glicoproteinas de superficie hemaglutinina (HA) e
neuraminidase (NA) sao, geralmente, os antigenos de

escolha. Ambas as nucleoproteinas (NP) polipeptideo e
matriz (M) sdo proteinas virais internas e, portanto, ndo
geralmente considerados no projeto de vacinas para
imunidade com base em anticorpos. Vacinas contra influenza
sdo usadas rotineiramente em seres humanos, e incluem as
vacinas derivadas de virus de influenza completo inativado,
virus de influenza atenuado vivo, ou materiais purificados
e inativados a partir de cepas virais. Por exemplo, uma
vacina contra influenza tradicional pode ser fabricada
usando trés cepas potencialmente ameacadoras do virus da
gripe. Essas cepas sdo tipicamente cultivadas em ovos de

galinha fertilizados, o que exige um processamento extenso,
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incluindo a inoculagdo e incubac3o de ovos, a colheita de
ovos, purificacdo e inativagdo do virus, processamento e
reunido do virus ou componentes virais para a formulacdo da
vacina final, e a colocagdo asséptica em recipientes
apropriados. Tipicamente, este ciclo de producdo & base de
ovos leva mais de 70 semanas. No evento de uma epidemia de
gripe, a disponibilidade de uma vacina potente e segura &
uma grande preocupagdo. Além disso, had riscos associados
com as impurezas em ovos, tais como os antibidticos e
contaminantes, que impactam negativamente a esterilidade da
vacina. Além disso, as vacinas de gripe derivadas de ovos
sdo contra-indicadas para pessoas com alergias graves a
proteinas do ovo e pessoas com histdérico de sindrome de
Guillain-Barré. A presente invengdo proporciona uma
alternativa para as vacinas contra a gripe & base de ovos,
ndo somente evitando as sequelas relacionadas com ovos, mas
fornecendo uma plataforma para o uso de antigenos de
influenza mdltiplos em uma plataforma altamente controlada.

Em algumas formas de realizac¢do, um antigeno para uso
em composigdes imunogénicas como aqui divulgadas pode
também incluir os wusados em guerra bioldgica, tal como
ricina, que pode provocar uma resposta CMI.

Adicionalmente, a presente invencdo também fornece

composigdes imunogénicas compreendendo antigenos que criam
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uma resposta imune contra cancer. Nestes conjugados, um
antigeno € um antigeno expressado por um cadncer ou tumor,
ou derivado de um tumor. Em algumas formas de realizacgdo,
estes antigenos sdo referidos aqui como um "antigeno de
céncer" e sdo tipicamente uma proteina expressada
predominantemente sobre as células de céncer, de tal modo
que o conjugado elicita tanto uma imunidade humoral potente
como celular potente para esta proteina. Um grande nlmero
de antigenos associados ao céncer foram identificados,
alguns dos quais estdo sendo agora usados para fazer
vacinas experimentais para o tratamento de céncer e sio,
portanto, adequados para O uso nas presentes formas de
realizagdo. Antigenos associados com mais do que um tipo de
cédncer incluem antigeno carcinoembriondrio (CEA); antigenos
do céncer/ testiculo, como NY-ESO-1; mucina-1 (MUC1l), tais
como Sialyl Tn (STN); gangiiosideos, tais como GM3 e GD2;
proteina p53 e proteina HER2/neu (também conhecida como
ERBB2). Antigenos singulares para um tipo especifico de
cdncer incluem uma forma mutante do receptor do fator de
crescimento epidérmico, chamado EGFRvVIII, antigenos de
diferenciacgdo de melandcitos/melanoma, tais como
tirosinase, MART1, gpl00, a linhagem relacionada com o
grupo céncer/ testiculo com o do (MAGE) e antigenos

relacionados com tirosinase; antigeno especifico da
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prdéstata; antigenos associados com leucemia (LAAs), tais
como a proteina de fusdo BCR -ABL, proteina de tumor de
Wilms e proteinase-3, e anticorpos idiotipo (Id). Ver, por
exemplo, Mitchell, 3 Curr. Opin. Investig. Drugs 150
(2002); Dao & Scheinberg, 21 Best Pract. Res. Clin.
Haematol. 391 (2008).

Outra abordagem na geragdo de uma resposta imune
contra cdncer emprega antigenos a partir de microorganismos
que causam ou contribuem para o desenvolvimento de clncer.
Estas vacinas tém sido usadas contra cénceres, incluindo
carcinoma hepatocelular (virus da hepatite B, virus da

hepatite C, Opisthorchis viverrin), linfoma e carcinoma

nasofaringeal (virus Epstei-Barr), cdncer colorretal,
cdncer de estdmago (Helicobacter pylori), clncer da bexiga
(Schisosoma hematobium), leucemia de células T (virus

linfotrépico de células T humanas), cancer do colo do tdtero
(papilomavirus humano), e outros. Até a presente data,
foram realizados ensaios «clinicos para vacinas alvo-
marcando cdncer de bexiga, tumores cerebrais, céncer da
mama, céncer cervical, céncer do rim, melanoma, mieloma
miltiplo, leucemia, cancer de pulmdo, cancer pancredtico,
cidncer de préstata e tumores sdlidos. Ver Pardoll et al.,
ABELOFF’S CLIN. ONCOL. (4a. ed., Churchill Livingstone,

Philadelphia 2008) ; Sioud, 360 Methods Mol. Bio. 277
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(2007); Pazdur et al., 30 J. Infusion Nursing 30(3):173
(2007); Parmiani et al., 178 J. Immunol. 1975 (2007);
Lollini et al., 24 Trends Immunol. 62 (2003); Schlom et
al., 13 Clin. Cancer Res. 3776 (2007); Banchereau et
al., 392 Nature 245 (1998); Finn, 358 New Engl. J. Med.
2704 (2008); Curigliano et al., 7 Exp. Rev. Anticancer
Ther. 1225 (2007). Virus da doenca de Marek, virus de
herpes que causa tumores em aves de criagdo, tem sido
controlados por vacina. Assim, as formas de realizagdo
presentes englobam composig¢gdes imunogénicas anti-céncer
tanto preventidas como profildticas e vacinas ©para
tratamento/terapéutica de céncer

Doengas e cénceres proliferativos contemplados incluem
canceres relacionados com AIDS, neuroma aclstico, leucemia
linfocitica aguda, leucemia mieldide aguda, carcinoma
adenocistico, céncer adrenocortical, metaplasia mieldide
agnogénica, alopecia, sarcoma de partes moles alveolares,
cancer anal, angiossarcoma, astrocitoma, ataxia -
telangiectasia, carcinoma basocelular (pele), céncer de
bexiga, céncer O&6sseo, céncer de intestino, tumores do
cérebro e SNC, céncer de mama, tumores carcindides, céncer
cervical, tumores cerebrais na inféncia, clncer infantil, a
leucemia infantil, sarcoma do tecido mole infantil,

condrossarcoma, coriocarcinoma, leucemia linfocitica
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crbnica, leucemia mieldide crdnica, céncer colorretal,

linfoma de células T cuténeo, dermatofibrosarcoma-
protuberante, tumor de células pequenas-redondas-
desmoplasicas, carcinoma ductal, canceres do sistema
endbécrino, cdncer endometrial, ependimoma, cdncer de

es6fago, sarcoma de Ewing, cé8ncer do ducto biliar extra-
hepatico, ca@ncer de olho, incluindo, por exemplo, melanoma
e retinoblastoma ocular, céncer de trompa de faldpio,
anemia de Fanconi, fibrossarcoma, céncer de vesicula
biliar, cé@ncer gastrico, cénceres gastrointestinais, tumor
gastrointestinal-carcindide, cénceres do trato
geniturindrio, tumores de células germinativas, doenca
gestacional trofoblastica, glioma, c&ncer ginecolégico,
malignidades hematolégicas, leucemia de células pilosas,
cincer de cabega e pescog¢o, cincer hepatocelular, céncer de
mama hereditdrio, doenca de Hodgkin, cdncer cervical
relacionado com o virus do ©papiloma humano, mola
hidatiforme, cancer de hipofaringe, céncer de células da
ilhota, sarcoma de Kaposi, céncer de rim, cancer de
laringe, leiomiossarcoma, leucemia, sindrome de Li-
Fraumeni, c8ncer de labio, lipossarcoma, cancer de pulmio,
linfedema, linfoma, linfoma ndo de Hodgkin, céncer de mama
masculino, tumor-de-rim rabddéide maligno, meduloblastoma,

melanoma, céncer de células de Merkel, mesotelioma, céncer
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metastadtico, clncer de boca, neoplasia enddcrina midltipla,
fungbéides de micose, sindromes mielodisplésicas, mieloma,
distlGrbios mieloproliferativos, céncer nasal, céncer de
nasofaringe, nefroblastoma, neuroblastoma,
neurofibromatose, sindrome de ruptura de Nijmegen, céncer
de pele ndo-melanoma, céncer de pulmd3o de células ndo
pequenas (NSCLC), céncer de cavidade oral, céncer de
orofaringe, osteossarcoma, cdncer de ovario de ostomia,
cldncer de péancreas, cancer de seios paranasais, céncer de
paratiredide, céncer de gldndula pardtida, céncer de pénis,
tumores neuroectodérmicos periféricos, céncer da
pituitaria, policitemia vera, clncer de prdstata, carcinoma
de células renais, retinoblastoma, rabdomiossarcoma,
sindrome de Rothmund-Thomson, céncer da gladndula salivar,
sarcoma, Schwannoma, sindrome de Sezary, cancer de pele,
cadncer de pulmdo de células pequenas (SCLC), cancer de
intestino delgado, sarcoma dos tecidos moles, tumores da
medula espinhal, carcinoma de células escamosas, (pele),
cédncer de estbmago, sarcoma sinovial, céncer testicular,
cdncer do timo, céncer de tiredide, cancer de célula
transicional (bexiga), o clncer de célula transicional
(renal pelve/uretra), céncer trofobldstico, cancer uretral,
cdncer do sistema urindrio, sarcoma uterino, cancer de

Gtero, céncer vaginal, céncer de vulva, macroglobulinemia



10

15

20

80

de Waldenstrom, e tumor de Wilms.

Em algumas formas de realizagdo, um antigeno para uso
em composig8es imunogénicas, como aqui descrito, pode
incluir antigenos de doengas auto-imunes, por exemplo, eles
podem ser "auto-antigenos". Doengas auto-imunes
contempladas para diagndéstico de acordo com os testes aqui
descritos incluem, mas ndo est3o limitados a alopecia
areata, espondilite anquilosante, sindrome de
antifosfolipideo, doenga de Addison, anemia apléstica,
esclerose miltipla, doenga auto-imune da glandula adrenal,
anemia hemolitica auto-imune, hepatite auto-imune, ooforite
auto-imune e orquite, doenga de Behget, penfigdide bolhoso,

cardiomiopatia, dermatite com psilose celiaca, sindrome da

fadiga crdnica, sindrome desmielinizante inflamatdéria
crénica  (CFIDS), polineuropatia inflamatéria crénica,
sindrome de Churg- Strauss, penfigéide cicatricial,

sindrome de CREST, doenc¢a aglutinina fria, doenca de Crohn,
dermatite herpetiforme, ldpus discéide, crioglobulinemia
mista essencial, fibromialgia, glomerulonefrite, doenga de
Grave, sindrome de Guillain-Barre, tiroidite de Hashimoto,
fibrose pulmonar idiopatica, trombocitopenia idiopatica
parpura (PTI), nefropatia por IgA, diabetes insulino-
dependente (Tipo 1I), 1liquen plano, lGpus, doenga de

Méniére, doenga mista do tecido conjuntivo, miastenia
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gravis, miocardite, pénfigo wvulgar, anemia perniciosa,
poliarterite nodosa, policondrite, sindromes
poliglandulares, polimialgia reumdtica, polimiosite e
dermatomiosite, agamaglobulinemia primdria, cirrose biliar
primaria, psoriase, fendmeno de Raynaud, sindrome de
Reiter, febre reumdtica, artrite reumatdide, sarcoidose,
esclerodermia, sindrome de Sjogren, sindrome do homem
rigido, arterite de Takayasu, arterite temporal/arterite de
células gigantes, colite ulcerativa, uveite, sindrome de
Wegener, vasculite e wvitiligo. Em geral, & importante
avaliar a capacidade de resposta real ou potencial de CMI
em individuos tendo, ou suspeitos de ter ou ser suscetiveis
a uma doenca auto-imune.

Em algumas formas de realizagdo, um antigeno para uso
em composigdes imunogénicas, como aqui descrito, pode ser
um antigeno que estd associado a uma doenca ou situacdo
inflamatdria. Exemplos de condigdes de doengas
inflamatérias em que os antigenos podem ser Gteis incluen,

mas ndo estdo limitados a acne, angina, artrite, pneumonia

por aspiracdo, empiema, gastroenterite, enterocolite
necrosante, doenca inflamatdria pélvica, faringite,
pleurite, polineuropatia desmielinizante inflamatéria
crbénica, polirradiculoneuropatia desmielinizante

inflamatdéria crénica, e polineuropatia desmielinizante
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inflamatéria crbénica, entre outros.

Em algumas formas de realizagdo, um antigeno pode ser
um antigeno intacto (ou seja, inteiro ou completo), ou uma
porgdo funcional de um antigeno que compreende mais do que
um epitopo. Em algumas formas de realizag¢do, um antigeno é
uma porgdo funcional de peptideo de um antigeno. Por
"intacto", neste contexto, entende-se que o antigeno é o
antigeno de comprimento completo, como esse polipeptideo de
antigeno ocorre na natureza. Isto estd em contraste direto
com a distribuigdo de apenas uma pequena porgdo ou peptideo
do antigeno. A distribuigdo de um antigeno intacto a uma
célula permite ou facilita a elicitacdo de uma resposta
imune a uma ampla faixa de epitopos do antigeno intacto, em
vez de apenas um fUnico ou poucos epitopos peptidicos
selecionados. Deste modo, os métodos e as composigdes
imunogénicas aqui descritas englobam antigenos intactos
associados com o polimero para uma especificidade mais
sensivel e maior da resposta imune, em comparagado com O uso
de um antigeno a base de peptideo de epitopo Gnico.

Alternativamente, em algumas formas de realizag¢do, um
antigeno intacto pode ser dividido em vAarias partes,
dependendo do tamanho do antigeno inicial. Tipicamente,
quando um antigeno inteiro & um polipeptideo multimero, a

proteina completa pode ser dividida em sub-unidades e/ou
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dominios em que cada sub-unidade ou dominio do antigeno
podem estar associadas com o polimero de acordo com oS
métodos como aqui descritos. Alternativamente, em algumas
formas de realizagdo, um antigeno intacto pode ser dividido
em fragmentos funcionais, ou partes, de todo o antigeno,
por exemplo, pelo menos dois, ou pelo menos 3, ou pelo
menos quatro, ou pelo menos 5, ou pelo menos 6, ou pelo
menos sete, ou pelo menos oito, ou pelo menos nove, ou pelo
menos 10, ou pelo menos 11, ou pelo menos 12, ou pelo menos
13, ou pelo menos 15, ou pelo menos 20, ou pelo menos 25,
ou mais do que 25 partes (por exemplo, partes ou
fragmentos), inclusive, e em que cada fragmento funcional
individual do antigeno pode ser associado com o polimero de
acordo com os métodos como aqui descritos.

A fragmentagdo ou a divisdo de um polipeptideo de
antigeno de comprimento completo pode ser uma divisdo igual
do polipeptideo de antigeno de comprimento completo, ou
alternativamente, em algumas formas de realizacio, a
fragmentagdo € assimétrica ou desigual. Como um exemplo nio
limitativo, em que um antigeno & dividido em dois
fragmentos que se sobrepdem, um antigeno pode ser dividido
em fragmentos de aproximadamente o mesmo tamanho (igual),
ou alternativamente, um fragmento pode ser de cerca de 45%

do antigeno completo e o outro fragmento pode ser de cerca
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de 65%. Como outros exemplos ndo limitativos, um antigeno
completo pode ser dividido em uma combinag¢do de fragmentos
de diferentes tamanhos, por exemplo, em que um antigeno é
dividido em dois fragmentos, fragmentos podem ser divididos
em cerca de 40% e cerca de 70%, ou cerca de 45% e cerca de
65%, ou cerca de 35% e cerca de 75%, ou cerca de 25% e
cerca de 85%, inclusive, do antigeno completo. Qualquer
combinagdo de fragmentos sobrepostos de um antigeno total
de comprimento completo & englobado para uso na gerag¢do de
um painel de polipeptideos em sobreposigdo de um antigeno.
Como um exemplo ilustrativo apenas, quando um antigeno &
dividido em 5 porgdes, as porgdes podem ser igualmente
divididas (isto &, cada fragmento de sobreposicdo tem cerca
de 21% a 25% de todo o antigeno de comprimento completo) ou
desigualmente (por exemplo, um antigeno pode ser divididos
em cinco fragmentos em sobreposigdo seguintes; fragmento 1
de cerca de 25%, o fragmento 2 cerca de 5%, o fragmento 3
de cerca de 35%, o fragmento 4 cerca de 10% e o fragmento 5
de cerca de 25% do tamanho do antigeno de comprimento
completo, desde que cada fragmento se sobreponha com pelo
menos um outro fragmento).

Tipicamente, um painel de porg¢des de antigeno pode
cobrir substancialmente a totalidade do comprimento do

polipeptideo de antigeno completo (ou intacto). Portanto,
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em algumas formas de realizagdo, uma composig¢do imunogénica
compreende um polimero com muitos fragmentos diferentes,
e/ou em sobreposigdo do mesmo antigeno intacto. Fragmentos
de proteina em sobreposig¢do de um antigeno podem ser
produzidos muito mais rdpido e econdmico, e com uma maior
estabilidade em comparacdo com o uso de antigenos de
peptideos sozinhos. Além disso, em algumas formas de
realizagdo, os antigenos que s3o polipeptideos maiores do
que os peptideos simples s8o preferidos como conformacdo é
importante para o reconhecimento de epitopos, e ©os
polipeptideos de antigenos ou fragmentos maiores irdo
proporcionar um beneficio sobre os fragmentos de peptideos.

Um versado na arte pode dividir um antigeno inteiro em
proteinas em sobreposicdo de um antigeno para criar um
painel de polipeptideos do antigeno. Por meio de um exemplo
ilustrativo apenas, o antigeno TB1 especifico de TB (CFP
também conhecido como filtrado de cultura-10 ou CFP-10)
pode ser dividido em, por exemplo, pelo menos dezessete
porgdes para gerar um painel de dezessete polipeptideos
diferentes, cada uma compreendendo um fragmento TB1l de
antigeno especifico para TB diferente porém em sobreposigdo
(CFP) . Proteina de filtrado de cultura (CFP-10) (GenBank
AAC83445) & um fragmento de proteina de residuos de 100

aminodcidos de 10 kDa de M. tuberculosis. E também
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conhecida como proteina hombéloga de antigeno L45 (LHP).

Um antigeno alvo para uso nos métodos e composicdes
aqui descritos pode ser expressado por meios recombinantes,
e pode incluir, opcionalmente, uma etiqueta de afinidade ou
epitopo para facilitar a purifica¢dio, que s3o métodos bem
conhecidos na arte. A sintese quimica de um oligopeptideo,
seja livre ou conjugado com proteinas suportes, pode ser
usada para obter o antigeno da inven¢do. Oligopeptideos sdo
considerados um tipo de polipeptideo. Um antigeno pode ser
expressado como uma fusdo com uma molécula de afinidade
complementar, por exemplo, mas ndo se limitando a
rhizavidina ou um fragmento ou derivado funcional desta. Em
alternativa, também é possivel preparar o antigeno alvo e,
em seguida, conjugd-lo a uma molécula de afinidade
complementar, por exemplo, mas nd3o se limitando a
rhizavidina ou um fragmento ou derivado funcional do mesmo.

Os polipeptideos podem também ser sintetizados como
estruturas ramificadas, tais como os mostrados nas Patentes
US No. 5.229.490 e No. 5.390.111. Polipeptideos antigénicos
incluem, por exemplo, epitopos de células B células T
sintéticos ou recombinantes, epitopos de células T
universais, e epitopos de células T mistas de um organismo
ou doenca e epitopos de células B de outras.

Um antigeno pode ser obtido através de meios
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recombinantes ou por sintese quimica de polipeptideo, bem
como antigeno obtido a partir‘ de fontes naturais ou
extratos, pode ser purificado por meio de caracteristicas
fisicas e quimicas do antigeno, tal como por fracionamento
ou cromatografia. Estas técnicas s3o bem conhecidas na
arte.

Em algumas formas de realizagdo, um antigeno pode ser
solubilizado em &gua, um solvente tal como metanol, ou um
tampdo. Os tampdes adequados incluem, mas ndo estdo
limitados a, solucdo salina tamponada com fosfato de
Ca?*/Mg?* livre (PBS), solucdo salina normal (NaCl 150 mM em
agua), e tampdo Tris. Antigeno ndo solGvel em tampdo neutro
pode ser solubilizado em 10 mM de &cido acético e, em
seguida, diluido para o volume desejado com um tampdo
neutro tal como PBS. No caso de antigeno sollvel somente em
PH acido, acetato-PBS a um pH &cido pode ser usado como um
diluente, apds solubilizac8io em &cido acético diluido. O
glicerol pode ser um solvente nio aquoso apropriado para
uso nas composicdes, métodos e kits aqui descritos.

Tipicamente, no projeto de uma vacina de proteina
contra um patdégeno, uma proteina extracelular ou uma
exXposta a um meio ambiente em um virus é muitas vezes o
candidato ideal como o componente de antigeno na vacina. Os

anticorpos gerados contra a proteina extracelular que
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tornam a primeira 1linha de defesa contra o patogénico
durante a infecgdo. Os anticorpos ligam-se a proteina sobre
o patdégeno para facilitar a opsonizagdo do anticorpo e
marcar o patdgeno para ingestdo e destruigdo por um
fagbécito tal como um macrdéfago. A opsonizagdo do anticorpo
também pode matar o patdgeno por citotoxicidade celular
dependente de anticorpos. O anticorpo dispara a liberagdo
de produtos de lise a partir das células, como mondcitos,
neutréfilos, eosindéfilos e células assassinas naturais.

Em uma forma de realizagdo da invengdo aqui descrita,
os antigenos para uso nas composi¢des, como agqui descritas,
incluem todas as proteinas de tipo selvagem, como residuos
de aminodcidos tém as sequéncias encontradas no virus gue

ocorrem naturalmente e que ndo foram alterados por

condigdes de crescimento seletivas ou métodos de biologia

molecular.

Em uma forma de realizacao, as composigdes
imunogénicas, como aqui descrito, podem compreender
antigenos gque sdo proteinas glicosiladas. Em outras

palavras, um antigeno de interesse pode ser, cada, uma
proteina glicosilada. Em uma forma de realizacdo das
composigdes imunogénicas como aqui descrito, antigenos, ou
polipeptideos de fusdo de antigeno sdo glicosilados O-

ligados. Em outra forma de realizagdo, as composicdes
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imunogénicas, antigenos, ou polipeptideos de fusio de
antigeno como aqui descritos sdo glicosilados N-ligados. Em
ainda outra forma de realizacgdo das composigdes
imunogénicas, como aqui descrito, antigenos ou fusdo de
antigeno sdo glicosilados tanto N-ligados como O-ligados.
Em outras formas de realizagdo, outros tipos de
glicosilagdo s8o possiveis, por exemplo, C-manosilacdo. A
glicosilagdo de proteinas ocorre predominantemente em
células eucaridticas. N-glicosilagdo é importante para a
duplicagdo de algumas proteinas eucariéticas, provendo um
mecanismo de modificagdo de co-tradugdo e pds-traducdo que
modula a estrutura e fungdo da membrana e das proteinas
secretadas. A glicosilagdo €& o processo enzimidtico que liga
sacarideos para produzir glicanos, e fixar os mesmos Aas
proteinas e lipideos. Em N-glicosilacdo, glicanos sdo
fixados ao nitrogénio amida da cadeia lateral de asparagina
durante a tradugdo da proteina. Os trés principais
sacarideos que formam glicanos s3o moléculas de glicose,
manose, e N-acetilglucosamina. O consenso de N-glicosilagdo
€ Asn-Xaa-Ser/Thr, onde Xaa pode ser qualquer um dos
aminodacidos conhecidos. A glicosilacdo O-ligada ocorre em
uma fase posterior, durante o processamento de proteinas,
provavelmente no aparelho de Golgi. Em glicosilagdo O-

ligada, N-acetil-galatosamina, O-fucose, O-glicose, e/ou N-
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acetilglucosamina é adicionada a residuos de serina ou
treonina. Um versado na arte pode usar o software de
bioinformatica, tais como softwares de previsdo NetNGlyc
1,0 e NetOGlyc da Universidade Técnica da Dinamarca para
encontrar os sitios de N- e O-glicosilagdo em um
polipeptideo da presente invencdo. O servidor NetNglyc
prevé sitios de N -glicosilag@o em proteinas, usando redes
neurais artificiais, que examinam o contexto da sequéncia
de sequons Asn-Xaa-Ser/Thr. O software de Previsio NetNGlyc
1.0 e NetOGlyc 3.1 pode ser acessado no site da ExPASy. Em
uma forma de realizacédo, N-glicosilag¢do ocorre no
polipeptideo de antigeno alvo do polipeptideo de fusdo
descrito aqui.

Pares de molécula de afinidade

Como aqui descrito, em algumas formas de realizacdo,
um antigeno € conectado a um polimero através de pares de
afinidade complementar. Esta conexdo do antigeno para o
polimero & mediada pelo polimero sendo conectado a uma
molécula de primeira afinidade, que associa uma segunda
molécula de afinidade (por exemplo, complementar) , que
esta fixada ao antigeno. Um par de afinidades complementar
de exemplo & a proteina de ligacdo & biotina /biotina.

Exemplos ilustrativos dos pares de afinidade -

afinidade complementar incluem, mas sem limitag¢do, as
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proteinas de ligagdo & biotina ou proteinas de tipo avidina
que ligam a biotina. Por exemplo, onde a molécula de
primeira afinidade de ligagdo é a biotina (que se associa
com o polimero), a molécula de afinidade complementar pode
ser uma proteina de ligagdo a biotina ou uma proteina de
tipo avidina ou um seu derivado, por exemplo, mas ndo
limitado a, avidina, rhizavidina ou estreptavidina ou
variantes, derivados ou por¢des funcionais dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de
primeira afinidade de 1ligag3io & biotina, um derivado de
biotina, ou um mimético de biotina, por exemplo, mas nio
limitado a, amina-PEG3-biotina (((+) biotinilac&o-3-6, 9-
trixaundecanodiamina) ou um derivado ou fragmento funcional
da mesma. Um mimético de biotina especifico tem um motivo
peptidico especifico contendo a sequéncia de DXaAXpPX: (SEQ
ID NO:39), ou CDX.AXpPX.CG (SEQ ID NO:40), onde Xa € R ou L,
X € S ou T, e Xc € Y ou W. Estes motivos podem ligar
avidina e neutravidina, mas estreptavidina. Ver, por
exemplo, Gaj et al., 56 Prot. Express. Purif. 54 (2006) .

A ligagdo da molécula de primeira afinidade para o
polimero, e a molécula de afinidade complementar para o
antigeno pode ser wuma ligacdo ndo-covalente, ou um
mecanismo quimico, por exemplo, ligagdo covalente, ligacdo

de afinidade, intercalacéo, ligagdo de coordenadas e
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complexagdo. Ligagdo covalente fornece uma ligacdio muito
estavel, sendo particularmente bem apropriada para as
presentes formas de realizagdo. A ligagdo covalente pode
ser conseguida por condensac¢do direta de cadeias laterais
existentes ou pela incorporacdo de moléculas de ligagdo de
ponte externa.

Por exemplo, em algumas formas de realizag¢do, um
antigeno pode ser ligado nfo covalentemente a um dos pares
de um par de afixagdo complementar. Em formas de realizagdo
alternativas, wum antigeno pode ser ligado de forma
covalente ou fusionado com um dos pares de um par de
afixacdo complementar. Os métodos para a geragdo de
proteinas de fusdo s3o bem conhecidos na arte, e sdo aqui
discutidos.

Em outras formas de realizacdo, uma molécula de
primeira afinidade de ligacdo é ligada ao polimero por meio
de uma ligag¢do ndo covalente, ou por uma ligacgdo covalente.
Em algumas formas de realizacgdo, um reagente de reticulagdo
€ usado para ligar covalentemente a molécula de primeira
afinidade de ligagdo para o polimero, como aqui descrito.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de
primeira afinidade de ligacdo se associa com a molécula de
afinidade complementar por associag¢do de 1ligacd3o ndo

covalente, como é conhecido na arte, incluindo, mas ndo



10

15

20

93

limitado a, interagdo eletrostdtica, hidrogénio ligado,
interagdo hidrofdébica (isto &, forcas de van der Waals),
interacgdes hidrofilicas, e outras interagdes ndo
covalentes. Outras interag¢des de ordem superior, com
porgles intermedidrias, também sdo contempladas.

Em algumas formas de realizagdo, a molécula de
afinidade complementar & um polipeptideo relacionado com
avidina. Em formas de realizagdo especificas, a molécula de
afinidade complementar & rhizavidina, tais como rhizavidina
recombinante. Em particular, a rhizavidina recombinante &
uma rhizavidina modificada que pode ser expressada em E.
coli, com um rendimento elevado. O rendimento tipico & de »>
30 pg por litro de cultura de E. coli. Rhizavidina tem uma
homologia de sequéncia inferior para a avidina de ovo
(22,4% de identidade de sequéncia e 35,0% de similaridade)
em comparagdo com outras proteinas de tipo avidina. O uso
da rhizavidina modificada reduz o risco dos MAPS induzirem
uma reagdo alérgica relacionada com ovo em um individuo.
Além disso, a rhizavidina recombinante modificada n3io tem
reatividade cruzada aparente para avidina de ovo (e vice-
versa) .

Mais especificamente, algumas formas de realizacdo
compreendem uma rhizavidina modificada projetada para a

expressdo recombinante em E. coli. A sequéncia de
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codificagdo para o gene rhizavidina foi otimizada usando
cddons de expressdo de E. coli, para evitar qualquer
dificuldade durante a expressio em E. coli devido aos
cbdons raros presentes no gene original. Para simplificar o
construto, apbs uma andlise de bioinformatica e baseada na
estrutura, os primeiros 44 residuos de rhizavidina de
comprimento completo foram removidos, uma vez que estes
foram considerados desnecessidrios para a estrutura e a
fungdo do  nfcleo. A duplicacdo correta da proteina
recombinante foi melhorada pela adig¢do de uma sequéncia de
sinal de secrecio de E. coli para o N- terminal da
rhizavidina encurtada (45- 179), a fim de facilitar a
translocacédo da proteina recombinante no espago
periplasmidtico das células de E. coli, onde a ligacdo
dissulfeto funcionalmente importante em rhizavidina pode se
formar corretamente. A rhizavidina recombinante modificada
forma um dimero, em comparacdo com as proteinas de tipo
avidina conhecidas que formam tetrameros, melhorando ainda
mais a expressdo da fusdo rhizavidina recombinante -
antigeno, como uma proteina soldvel em E. coli.

Além disso, como discutido em maiores detalhes aqui em
outro local, para melhorar a expressdo e a solubilidade de
antigenos de fusdo em E. coli, uma regido de 1ligador

flexivel foi adicionada entre rhizavidina e a proteina do
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antigeno. Além disso, com base em andlise estrutural e
“*biotinformatics”, diferentes construtos de antigeno foram
clonados e expressados: ou um antigeno de comprimento
completo, ou o dominio funcional importante, ou e proteinas
quimeras foram constituidas com dois antigenos diferentes.
Pares de afinidade adicionais que podem ser
utilizaveis nos métodos e composigdes aqui descritos
incluem anticorpo-antigeno, metal/ ion de metal/proteina de
ligagdo de 1ions, proteina de 1ligagdo 1lipidio/lipidio,
proteina de 1ligagdo sacarideo/sacarideo, proteina de
ligagdo aminodcido/ peptideo/ aminodcido ou peptideo,
substrato enzimadtico ou inibidor de enzima, ligando
agonista /receptor, ou mimético de biotina. Ao usar pares
de afinidade alternativos, meios alternativos de fixag¢3o do
polimero e antigeno respectivos também  podem ser
empregados, como reagdes enzimdticas in vitro, em vez da
fusdo genética. Mais especificamente, par de afinidade
antigeno-anticorpo proporciona uma interacdo muito forte e
especifica. O antigeno pode ser qualquer epitopo incluindo
proteina, peptideo, acido nucléico, lipidio,
poli/oligossacarideo, ion, etc. O anticorpo pode ser de
qualquer tipo de imunoglobulina, ou a porc¢do de ligacdo de
Ag de wuma imunoglobulina, como um fragmento Fab. Com

relagdo a metal/ion metal/proteina de 1ligacdo de ions,
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exemplos incluem Ni NTA versus proteina etiquetada com
histidina, ou 2Zn versus proteina de ligacdo de 2Zn. Com
relagdo a proteina de ligagdo lipidio/lipidio, os exemplos

incluem colesterol versus proteina de ligacgédo de

colesterol. Com relagdo a proteina de ligagdo
sacarideo/sacarideo, exemplos incluem maltose versus
proteina de ligagdo de maltose, manose/ glicose/

oligossacarideo versus lectina. Substratos/inibidores de
enzima  incluem substratos de uma ampla faixa de
substé@ncias, incluindo proteinas, peptideos, aminoacidos,
lipidios, aglcares, ou Ions. O inibidor pode ser o andlogo
de substrato real, que geralmente pode ligar-se as enzimas
mais firmemente e mesmo irreversivelmente. Por exemplo,
tripsina versus inibidor de tripsina de soja. O inibidor
pode ser molécula natural ou sintética. Com relacdo a outro
ligando /agonista - receptor, ligando pode ser de uma ampla
faixa de substdncias, incluindo proteinas, peptideos,
aminodcidos, lipidios, acglcares, ions, agonista pode ser o
andlogo do ligando real. Exemplos incluem a interag¢do LPS
versus TLR4.

Reagentes de reticulacdo:

Muitos agentes de ligac3o bivalentes ou polivalentes
sdo utilizdveis em copulagdo de moléculas de proteina a

outras moléculas. Por exemplo, agentes de copulagdo
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representativos podem incluir compostos organicos como
tioésteres, carbodiimidas, ésteres de succinimida,
disocianatos, glutaraldeidos, diazobenzenos e hexametileno
diaminas. Esta listagem ndo pretende ser exaustiva das
varias classes dos agentes de copulagdo conhecidos na arte,
mas, em vez disso, €& exemplar dos agentes de copulagdo mais
comuns. Ver Killen & Lindstrom, 133 J. Immunol. 1335
(1984) ; Jansen et al., 62 TImm. Rev. 185 (1982) ;
Vitetta et al.

Em algumas formas de realizagdo, os reagentes de
reticulagdo descritos na literatura sdo englobados para uso

nos métodos, composigdes imunogénicas e kits, como aqui

descritos. Ver, por exemplo, Ramakrishnan, et al., 44
Cancer Res. 201 (1984) (descreve o uso de MBS (éster de M-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida)); Umemoto et al.,

Patente U.S. No. 5.030.719 (descreve o uso de um derivado

de acetil hidrazida halogenada copulado a um anticorpo por

via de um ligador de oligopeptideo). Os 1ligadores
especificos incluem: (a) EDC (cloridrato de 1l-etil-3-(3-
dimetilamino-propila) carbodiimida; (b) SMPT (4-

succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa- (2-piridil-ditio) -
tolueno (Pierce Chem. Co., Cat. (21558G) ; (c) SPDP
hexanoato de (succinimidil-6-[3- (2-piridilditio)

propionamidal (Pierce Chem. Co., Cat #21651G); (d) Sulfo-
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LC-SPDP hexanoato de (sulfosuccinimidila-6-[3-(2-
piridilditio) ~-propianamida] (Pierce Chem. Co. Cat. #2165-
G); e (f) sulfo-NHS (N-hidroxisulfo-succinimida: Pierce
Chem. Co., Cat. #24510) conjugado com EDC.

As ligagldes ou agentes de 1ligac3o descritos acima
contém componentes que tém atributos diferentes, levando
assim a conjugados com diferentes propriedades fisico-
quimicas. Por exemplo, os ésteres de sulfo-NHS de
carboxilatos de alquila sdo mais estdveis do que os ésteres
de sulfo-NHS de carboxilatos aromdticos. Ligadores contendo
NHS-éster s8o menos sollveis do que os ésteres sulfo-NHS.
Além disso, o ligador SMPT contém uma ligacd3o dissulfeto
estereoquimicamente impedida, e pode formar conjugados com
estabilidade aumentada. Ligacdes dissulfeto, sdo, em geral,
menos estaveis do que outras ligagdes porque a ligacgédo
dissulfeto pode ser clivada in vitro, o que resulta em
menos conjugado disponivel. Sulfo-NHS, em particular, pode
acentuar a estabilidade das copula¢des de carbodiimida. As
copulagbes de carbodiimida (como EDC), como usadas em
conjunto com sulfo-NHS, formam é&steres que sdo mais
resistentes & hidrdlise do que a reacdo de copulagdo de
carbodiimida sozinha.

Moléculas de reticulagdo exemplares para uso nos

métodos e composi¢des imunogénicas como aqui descritas
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incluem, mas ndo sdo limitadas as listadas Tabelas 3 e 4.
Tabela 3. Reticuladores homobifuncionais exemplares*
Alvo de Grupos reativos de Produtos de exemplo

reticulagédo reticulador, Aspectos
Amina-para- Esteres de NHS DSG; DSS; BS3; TSAT
Amina (trifuncional) ;
Bioconjugado Pares de
reagentes Toolkit
Esteres de NHS, BS(PEG)5; BS(PEG)9
Espacador de PEG
Esteres de NHS, DSP; DTSSP
clivavel em tiol
Esteres de NHS, DST; BSOCOES; EGS; Sulfo-
clivavel em misc. EGS
Imidoésteres DMA; DMP; DMS
Imidoésteres, clivavel DTBP
em tiol
Outros DFDNB; THPP
(trifuncional); Kit
Dextrano ativado por
aldeido
Sulfidrila- Maleimidas BMOE; BMB; BMH;
para- TMEA (trifuncional)
Sulfidrila
Maleimidas, Espac¢ador BM(PEG)2; BM(PEG)3
de PEG
Maleimidas, clivavel BMDB; DTME
Piridilditidis DPDPB
(clivavel)
Outros HBVS (vinilsulfona)

Ndo seletivo

Aril azidas

BASED (clivavel em tiol)

*reagentes de reticulag@o que tem o mesmo tipo de grupo reativo em
ambas extremidades. Reagentes s3o classificados por quais grupos
quimicos que eles reticulam (coluna da esquerda) e e sua
composigdo quimica (coluna do meio). Produtos si3o listados em
ordem de comprimento crescente dentro de cada célula.

Tabela 4. Reticuladores heterobifuncionais exemplares

Alvos de
reticulacgdo

Grupos reativos de
reticulador, Aspectos

Produtos de exemplo

Amina-para-
Sulfidrila

NHS éster/Maleimide

AMAS; BMPS; GMBS e Sulfo-
GMBS; MBS e Sulfo-MBS;
SMCC e Sulfo-SMCC; EMCS e
Sulfo-EMCS; SMPB e Sulfo-
SMPB; SMPH; LC-SMCC;
Sulfo-KMUS

NHS éster/Maleimida,

SM(PEG)2; SM(PEG)4;
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Alvos de
reticulacgédo

Grupos reativos de
reticulador, Aspectos

Produtos de exemplo

Espagador de PEG

SM(PEG) 6; SM(PEG)S8;
SM(PEG)12; SM(PEG)24

NHS SPDP; LC-SPDP e Sulfo-LC-
éster/Piridilditiol, SPDP; SMPT; Sulfo-LC-SMPT
clivavel
Esteres de SIA; SBAP; SIAB; Sulfo-
NHS/Haloacetila SIAB
Amina-para- NHS éster/Aril Azida NHS-ASA
Ndo seletivo ANB-NOS
Sulfo-HSAB

Sulfo-NHS-LC-ASA
SANPAH e Sulfo-SANPAH

NHS éster/Aril azida,
clivavel

Sulfo-SFAD; Sulfo-SAND;
Sulfo-SAED

NHS éster/Diazirina

SDA e Sulfo-SDA; LC-SDA e
Sulfo-LC-SDA

NHS éster/Diazirina,

SDAD e Sulfo-SDAD

clivavel
Amina-para- Carbodiimida DCC; EDC
Carboxila
Sulfidrila- Piridilditiol/Aril APDP
para-N&do azida
seletivo
Sulfidrila- Maleimida/Hidrazida BMPH; EMCH; MPBH; KMUH
para-
Carboidrato
Piridilditiol/Hidrazida BMPH; EMCH; MPBH; KMUH
Carboidrato- Hidrazida/Aril azida ABH
to-N&o
seletivo
Hidroxil- Isocianato/Maleimida PMPI
para-
Sulfidrila
Amina-para- éster NHS /Psoralen SPB
DNA

* reagentes de reticulagdo que tem os diferentes grupos reativos
em ambas extremidades. Reagentes sio classificados por quais
grupos quimicos que eles reticulam (coluna da esquerda) e e sua
composigio quimica (coluna do meio). Produtos sdo listados em
ordem de comprimento crescente dentro de cada célula.

Fator co-estimulatdério

Em algumas formas de

realizacgdo, a composigdo
imunogénica como aqui descrita compreende pelo menos uma
5 molécula co-estimulatdria. Em algumas formas de realizacdo,

o fator co-estimulatdério é reticulado para o polimero. Em



10

15

20

101

algumas formas de realizagdo, o fator co-estimulatdrio &
associado ao polimero por um par de afinidade complementar
similar a como um antigeno & associado com o polimero. Em
algumas formas de realizagdo, em que o par de afinidade
complementar que liga o fator co-estimulatdério ao polimero
&€ igual, ou um par de afinidade complementar diferente que
liga o antigeno ao polimero.

Em algumas formas de realizagdo, pelo menos um, ou
pelo menos 2, ou pelo menos 3, ou pelo menos 5, ou pelo
menos 10, ou pelo menos 15, ou pelo menos 20, ou pelo menos
50, ou pelo menos 100, ou mais do que cerca de 100,
inclusive, fatores co-estimulatdrios podem ser associados
com o polimero, como aqui descrito.Em algumas formas de
realizagdo, os fatores co-estimulatdrios podem ser o mesmo
fator co-estimulatdrio, ou eles podem ser de uma variedade
de diferentes fatores co-estimulatdédrios associados com o
polimero.

Em algumas formas de realizacgdo, o fator co-
estimulatdédrio & um ligando/agonista dos receptores do tipo
Toll, por exemplo, mas ndo se limitando a TLR1l, TLR2, TLR3,
TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLRS9, TLR10, TLR11l, etc Em
algumas formas de realizagdo, um fator co-estimulatdrio é
um ligando/agonista NOD, ou um ativador/agonista do

inflamassoma. Sem pretender ser limitado pela teoria, o
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inflamassoma & um oligémero multiprotéico consistindo em
caspase 1, PYCARD, NALP e, as vezes, caspase 5 ou caspase
11 e promove a maturagdo de citocinas inflamatdérias
interleucina 1-B e interleucina 18.

Em algumas formas de realizag¢3o, um fator co-
estimulatério €& wuma citocina. Em algumas formas de
realizagdo, uma citocina é selecionada a partir do grupo
consistindo de: GM-CSF; IL-1a; IL-1B; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-
10; IL-12; IL-23; IFN-ai; IFN-B; IFN-3; IFN-y; MIP-1a; MIP-1B3; TGF-B; TNFa, e TNFB. Em
algumas formas de realizagdo, o fator co-estimulatério & um
adjuvante, o qual pode ser associado com o polimero, como
apenas discutido, ou pode ser adicionado & composicdo de
MAPS antes ou concorrente com a administracdo a um
individuo. Os adjuvantes sdo ainda descritos aqui em outro
local.

Produgdo de proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes podem ser convenientemente
expressadas e purificadas por um versado na arte, ou usando
kits disponiveis comercialmente, por exemplo, Sistema de
Purificacdo ProBond ™ (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA). Em
algumas formas de realizacdo, os antigenos recombinantes
podem ser sintetizados e purificados por métodos de
purificagdo de proteinas, usando os sistemas de expressao

bacteriana, sistema de express3io de levedura, sistema de
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expressdo de baculovirus/ células de inseto, sistemas de
expressdo de células de mamiferos, ou sistemas de plantas
ou animais transgénicos, tal como conhecido dos versados na
arte.

As proteinas, polipeptideos e polipeptideos de fusdo
aqui descritos podem ser todos sintetizados e purificados
por proteina e métodos moleculares que sdo bem conhecidos
de um versado na arte. Métodos de biologia molecular e
sistemas de expressdo de proteina heterdloga recombinante
sdo usados. Por exemplo, a proteina recombinante pode ser
expressada em bactérias, mamiferos, insetos, leveduras, ou
células de plantas, ou em plantas transgénicas ou
hospedeiros animais.

Em wuma forma de realizagdo, é aqui provido um
polinucleotideo isolado codificando um polipeptideo de
fusdo ou um polipeptideo ndo fusdo aqui descrito. Técnicas
de clonagem de reagdo de cadeia polimerase convencionais
(PCR) podem ser usadas para a construcdo de uma sequéncia
de codificagdo quimérica ou de fusdo codificando um
polipeptideo de fusdo, como aqui descrito. Uma sequéncia de
codificagdo pode ser clonada em um vetor de clonagem para
fins gerais, tais como vetores puUC1l9, PBR322, pBLUESCRIPT®
(Stratagene, 1Inc.) ou pCR TOPO® (Invitrogen). O vetor

recombinante resultante transportando o &cido nucléico
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codificando wum polipeptideo, como aqui descrito, pode,
entdo, ser wusado para outras manipulagdes de biologia
molecular, tais como mutagénese sitio-dirigida para criar
um polipeptideo de fusdo variante, como aqui descrito, ou
pode ser subclonado em vetores de expressdo de proteina ou
vetores virais para a sintese de proteina em uma variedade
de sistemas de expressdo de proteinas usando células
hospedeiras selecionadas do grupo constituido por linhagens
de células de mamiferos, linhagens de células de insetos,
leveduras, bactérias e células de plantas.

Cada iniciador de PCR deve ter, pelo wmenos, 15
nucleotideos que se sobrepdem com seus gabaritos
correspondentes na regifio a ser amplificada. A polimerase
usada na amplificacdo PCR deve ter alta fidelidade, tal
como PfuULTRA® polimerase (Stratagene) para reduzir os
erros de sequéncia durante o processo de amplificacdo por
PCR. Para facilidade de ligagdo de varios fragmentos de PCR
separados em conjunto, por exemplo, na construgdao de um
polipeptideo de fusdo, e, subsequentemente, inserindo em um
vetor de clonagem, os iniciadores de PCR também devem ter
sitios distintos e Gnicos de digest3o de restrigdo em suas
extremidades de flanco que n3o se recombinam ao DNA
gabarito durante a amplificagdo por PCR. A escolha dos

sitios de digestd3o de restricio para cada par de
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iniciadores especificos deve ser tal que a sequéncia de DNA
codificando o polipeptideo de fusdo estd no quadro e ira
codificar o polipeptideo de fusdo a partir do principio até
o final sem cbédons de parada. Ao mesmo tempo, os sitios de
digestdo de restrigdo escolhidos ndo devem ser encontrados
dentro da sequéncia de DNA de codificagdo para o
polipeptideo de fusdo. A sequéncia de DNA de codificacdo
para o polipeptideo pretendido pode ser ligada em um vetor
de clonagem pBR322 ou um de seus derivados, para
amplificagdo, verificagdo de fidelidade e autenticidade da
sequéncia quimérica de codificacgdo, substitui¢des/ou
mutagénese sitio-dirigida especifica para mutacdes de
aminodcidos especificas e substitui¢des no polipeptideo.
Alternativamente, a sequéncia de DNA codificando para
o polipeptideo pode ser clonada por PCR em um vetor usando
por exemplo, o método de clonagem TOPO® compreendendo
vetores de TA assistidos por topoisomerase, tais como pCR®-
TOPO, pCR®°-Blunt II-TOPO, pENTR/D-TOPO®, e pENTR/SD/D-
TOPO®. (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). Ambos pENTR/D-
TOPO®, e pENTR/SD/D-TOPO® sdo vetores de entrada TOPO
direcionais que permitem a clonagem da sequéncia de DNA na
orientagdo 5’53’ para um vetor de expresdo GATEWAY®.
Clonagem diretional na orientagdo 5'-3’ facilita a insercéao

unidirecional da sequéncia de DNA em um vetor de expresio
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de proteina de tal modo que o promotor estd a montante de
cbdon de partida ATG 5’ da sequéncia de DNA codificando o
polipeptideo de fusdo, permitindo a expressdo de proteina
dirigida pelo promotor. O vetor recombinante carregando a
sequéncia de DNA codificando para o polipeptideo de fusédo
pode ser transfectada em e propagada em clonagem geral de
E. coli tais como células XL1Blue, SURE® (STRATAGENE®) e
TOP-10 (Invitrogen).

Um especialista na arte seria capaz de clonar e ligar
a regido de codificagdo do antigeno de interesse com a
regido de codificagdo da molécula de afinidade complementar
para construir uma sequéncia de codifica¢do quimérica para
um polipeptideo de fusdo compreendendo o antigeno ou um
fragmento do mesmo e a molécula de afinidade complementar
de um derivado do mesmo, usando sondas de oligonucleotideos
especialmente projetadas e metodologias de reag¢do em cadeia
polimerase (PCR) que sdo bem conhecidas na arte. Um versado
na arte serda também capaz de clonar e ligar a sequéncia de
codificagdo quimérica para uma proteina de fusdo em um
vetor selecionado, por exemplo, vetor de expressado
bacteriana, um vetor de expressdo de inseto ou vetor de
expressdo de baculovirus. As sequéncias de codificacdo de
antigeno e o polipeptideo de antigeno alvo ou fragmento do

mesmo devem ser ligadas em quadro e a sequéncia de
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codificagdo quimérica deve ser ligada & Jjusante do
promotor, e entre o promotor e o terminador de transcricgdo.
Subsequente a isso, o vetor recombinante & transfectado em
E. coli de clonagem regular, como XL1 Blue. E. coli
recombinante abrigando o DNA de vetor de transferéncia é
entdo selecionado através de resisténcia a antibidticos
para remover qualquer E. coli abrigando o DNA plasmideo ndo
recombinante. E. coli transformantes selecionados s3o
cultivados e o DNA vetor recombinante pode ser
posteriormente purificado por transfeccdo em células de S.
frugiperda.

Em algumas formas de realizagdo, os antigenos, como
aqui descrito, podem compreender um peptideo de sinal para
translocagdo no espago periplasmiatico da bactéria. O
peptideo de sinal é também chamado um peptideo lider no N-
término, que pode ou nd3o pode ser clivado apds a
translocagdo através da membrana. Um exemplo de um peptideo
de sinal é MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID NO:2),, como aqui
descrito.Outra sequéncia de sinal & MAPFEPLASGILLLLWLIAPSRA
(SEQ ID NO:7). Outros exemplos de peptideos de sinal podem
ser encontrados em SPdb, um banco de dados de peptideos de
sinal, que €& encontrado no site da rede mundial
“proline.bic.nus.edu.sg/spdb/” .

Em algumas formas de realizagdo, onde o antigeno esta
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fusionado com uma proteina de 1liga¢do de biotina, a
sequéncia de sinal pode estar localizada no N-terminal da
proteina de 1ligagdo de biotina. Em algumas formas de
realizagdo, a sequéncia de sinal é clivada a partir da
proteina de ligagdo & biotina apds translocag¢do no espago
periplésmico de E. coli.

Em algumas formas de realizagdo, onde o antigeno esté
fusionado com uma proteina de afinidade complementar, a
sequéncia de sinal pode estar localizada no N-terminal da
proteina de afinidade complementar. Por exemplo, se um
antigeno é fusionado a uma proteina de tipo avidina, a
sequéncia de sinal pode estar localizada no N-terminal da
proteina de afinidade complementar. Em algumas formas de
realizagdo, a sequéncia de sinal é clivada a partir da
proteina de afinidade complementar antes da proteina de
afinidade complementar se associar com a molécula de
primeira afinidade.

Em algumas formas de realizagdo, a um antigeno e/ou
proteina de afinidade complementar, como aqui descrito,
falta uma sequéncia de sinal.

Os polipeptideos aqui descritos podem ser expressados
em uma variedade de células hospedeiras de expressio, por
exemplo, bactérias, leveduras, células de mamiferos,

células de insetos, células de plantas, células de algas,
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tais como Chlamadomonas, ou em sistemas de expressao
isentos de células. Em algumas formas de realizacdo, o
acido nucléico pode ser subclonado a partir do vetor de
clonagem em um vetor de expressdo recombinante que &
apropriado para a expressdo do polipeptideo de fus3o em
bactérias, células de mamifero, insetos, levedura, ou
planta ou um sistema de expressdo isento de células, tais
como um sistema de expressdo de reticuldécitos de coelho.
Alguns vetores sdo projetados para transferir o &cido
nucléico codificando para a expressdo em células de
mamiferos, células de insetos em uma Udnica reacdo de
recombinagdo. Por exemplo, alguns dos vetores de destinacdo
GATEWAY ® (Invitrogen) sdo projetados para a construcdo de
baculovirus, adenovirus, virus adeno-associados (AAV) ,
retrovirus, e lentivirus que, mediante infecgdo de suas
respectivas células hospedeiras, permitem a expressao
heterdloga de polipeptideos de fusao nas células
hospedeiras apropriadas. A transferéncia de um gene em um
vetor de destinac@o é realizada em apenas duas etapas, de
acordo com as instrugdes do fabricante. Existem vetores de
expressdo GATEWAY® para a expressdo de proteinas em células
de insetos, células de mamiferos e leveduras. Apbs
transformagdo e selegdo em E. coli, o vetor de expressao

esta pronto para ser usado para a expressdo no hospedeiro
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apropriado.

Exemplos de outros vetores de expressido e células
hospedeiras sdo o pcDNA3.1 baseado em promotor CMV forte
(Invitrogen) e vetores pCIneo (Promega) para expressdo em
linhagens de células de mamiferos, como CHO, COS, HEK-293,
Jurkat, e MCF -7; vetor adenoviral incompetente em
replicagdo vetores pADENO-X™, pAdS5F35, pLP-ADENO™-X-CMV
(CLONTECH®) , pAd/CMV/V5-DEST, vetor pAd-DEST (Invitrogen)
para a transferéncia de genes mediada por adenovirus e
expressdo em células de mamiferos; vetores retrovirais
PLNCX2, pLXSN, e pLAPSN para uso com o sistema RETRO-X™ de
Clontech para a transferéncia de genes mediada por
retrovirus e expressdo em células de mamiferos; pLenti4/Vs-
DEST™, pLenti6é/V5-DEST™, e plLenti6.2/V5-GW/lacz
(Invitrogen) para a transferéncia de genes mediada por
lentivirus e expressdo em células de mamiferos; vetores de
expressdo de virus adenovirus-associado, como vetor PAAV-
MCS, PpAAV-IRES-hrGFP, e pAAV-RC (Stratagene) para a
transferéncia de genes mediada por virus adeno-associados,
e expressdo em células de mamiferos; baculovirus BACpaké6
(Clontech) e pFASTBAC™ HT (Invitrogen) para a expressdo em
linhagens de células de insetos 9 (Sf9), Sfll, Tn-368 e
BTI-TN-5B4-1 de S. frugiperda; pMT/BiP/V5-His (Invitrogen)

para a expressdo em células S2 de Drosophila schneider;
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vetores de expressdo Pichia pPICZx, pPICZ, pFLDa e pFLD
(Invitrogen) para expressdo em P. pastoris e vetores pMETo
e pPMET para expressao em P. methanolica; vetores pYES2/GS e
pYD1l (Invitrogen) para expressdo em levedura S. cerevisiae.

Os recentes avangos mnas proteinas heterdlogas de
expressdo em grande escala em Chlamydomonas reinhardtii sdo
descritos. Griesbeck., 34 Mol. Biotechnol. 213 (2006);
Fuhrmann, 94 Methods Mol Med. 191 (2006). As sequéncias de
codificagdo heterdlogas estranhas s&8o inseridas no genoma
do ntcleo, cloroplasto e mitocdndrias, por recombinacédo
homéloga. O vetor de expressdo de cloroplasto pé64
transportando o marcador seleciondvel de cloroplasto o mais
versatil aminoglicosideo adeniltransferase (aadn) , que
confere resisténcia a espectinomicina e estreptomicina,
pode ser usado para expressar uma proteina estranha no
cloroplasto. O método de pistola de genes biolistico pode
ser usado para introduzir o vetor nas algas. Apds a sua
entrada em cloroplastos, o DNA estranho é liberado a partir
das particulas da pistola de genes e se integra no genoma
do cloroplasto através de recombina¢io homdloga.

Também estd incluida na invencdo a molécula de
afinidade complementar fusionada com um antigeno. Em
algumas formas de realizagdo, o construto de fusdo pode

também compreender, opcionalmente, etiquetas de
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purificagdo, e/ou peptideos de sinal de secrecdo. Estas
proteinas de fusdo podem ser produzidas por qualquer método
padrdo. Por exemplo, para a produgdo de uma linhagem
celular estavel expressando uma proteina de fusdo de
molécula de afinidade complementar - antigeno, os Aacidos
nucléicos - antigenos amplificados por PCR podem ser
clonados no sitio de restrigdo de um derivado de um vetor
de expressdo de mamifero. Por exemplo, KA, que é um
derivado de pcDNA3 (Invitrogen) contém um fragmento de DNA
codificando uma etiqueta de hemaglutinina do virus de
influenza (HA). Alternativamente, os derivados de vetores
codificando outras etiquetas, tal como as etiquetas c- myc
ou poli-histidina, podem ser wusados. O construto de
expressdo de fusdo antigeno- molécula de afinidade
complementar pode ser co-transfectado com um plasmideo
marcador, em uma linhagem de células de mamifero apropriada
(por exemplo, células COS, HEK293T, ou NIH-3T3), usando,
por exemplo, LIPOFECTAMINE ™ (Gibco -BRL, Gaithersburg, MD)
de acordo com as instru¢des do fabricante, ou qualquer
outra técnica de transfecgdo apropriada conhecida na arte.
Os marcadores de transfecgdo apropriados incluem, por
exemplo, plasmideos de expressdo de p-galatosidase ou
proteina fluorescente verde (GFP) ou qualquer plasmideo que

ndo contém o mesmo marcador detectavel como a proteina de
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fusdo antigeno - molécula de afinidade complementar. As
células expressando a proteina de fusdo podem ser
classificadas e ainda cultivadas, ou a proteina de fusdo
antigeno - molécula de afinidade complementar pode ser
purificada. Em algumas formas de realizagdo, proteina de
fusdo antigeno - molécula de afinidade complementar &
amplificada com um peptideo de sinal. Em formas de
realizagdo alternativas, um cDNA codificando a proteina de
fusdo antigeno - molécula de afinidade complementar pode
ser amplificado sem o peptideo de sinal e subclonado em um
vetor (pSecTagHis) tendo um peptideo de sinal de secrecio
forte. Em outro exemplo, a proteina de fusdo antigeno -
molécula de afinidade complementar pode ter uma etiqueta
fosfatase alcalina (AP), ou uma etiqueta histadina (His)
para purificagdo. Qualquer método conhecido dos versados na
arte para a purificagdo de proteina do antigeno e/ou
proteina de fusdo antigeno - molécula de afinidade
complementar & englobado para uso nos métodos da invencdo.
Em algumas formas de realizagdo, qualquer um dos
polipeptideos aqui descritos & produzido por expressdo a
partir de um vetor de baculovirus recombinante. Em outra
forma de realizagdo, qualquer um dos polipeptideos aqui

descritos & expressado por uma célula de inseto. Em ainda

outra forma de realizagdo, qualquer um dos polipeptideos
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aqui descritos é isolado a partir de uma célula de inseto.
Existem varios beneficios da express3o de proteinas com
baculovirus em células de insetos, incluindo niveis
elevados de expressdo, a facilidade de aumento de escala, a
produgdo de proteinas com modificagdes pbs-tradugdo, e
crescimento celular simplificado. Células de insetos nido
exigem CO2 para crescimento e podem ser facilmente
adaptadas para cultura em suspensdo de alta densidade para
a expressdo em larga escala. Muitas das vias de
modificagdes pbs-tradugdo presentes nos sistemas de
mamiferos s8o também utilizadas em células de inseto,
permitindo a produgdo de proteina recombinante que é
antigenicamente, imunogenicamente, e funcionalmente similar
a proteina nativa de mamifero.

Os  baculovirus sdo virus de DNA da familia
Baculoviridae. Estes virus s3o conhecidos como tendo uma
faixa de hospedeiros estreita que & principalmente limitada
a espécies de insetos Lepiddpteros (borboletas e tracas). O
baculovirus Autographa californica virus da poliedrose
nuclear (AcNPV), que se tornou o baculovirus protdtipo,
replica eficientemente em células de inseto cultivadas
susceptiveis. AcNPV tem um genoma de DNA circular fechado
de filamento duplo de cerca de 130.000 pares de bases e

estd bem caracterizado com relagdo & faixa de hospedeiro,
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biologia molecular e genética. O sistema de vetor de
expressdo de baculovirus (BEVS) & um método seguro e rapido
para a produgdo abundante de proteinas recombinantes em
células de insetos e insetos. Os sistemas de expressdo de
baculovirus sdo sistemas potentes e versidteis para
expressdo de proteina recombinante em alto nivel em células
de insetos. Os niveis de expressdo de até 500 mg/l foram
relatados usando o sistema de expressdo de baculovirus,
tornando-o um sistema ideal para a expressdo de alto nivel.
Os baculovirus recombinantes que expressam genes estranhos
sdo construidos por meio de recombina¢do homdéloga entre o
DNA de Dbaculovirus e plasmideos quiméricos contendo a
sequéncia do gene de interesse. Os virus recombinantes
podem ser detectados em virtude de sua morfologia de placas
distintas e purificados em placa até homogeneidade.

As proteinas de fusdo recombinantes aqui descritas
podem ser produzidas em células de insetos, incluindo, mas
ndo limitadas a, cé€lulas derivadas da espécies Lepidopteran
8. frugiperda. Outras células de insetos que podem ser
infectadas por baculovirus, tais como as das espécies
Bombyx mori, Galleria mellanoma, Trichplusia ni, ou
Lamanthria dispar, também pode ser usadas como um substrato
apropriado para a produgdo de proteinas recombinantes aqui

descritas. A expressdo de Dbaculovirus de ©proteinas



10

15

20

116

recombinantes & bem conhecida na arte. Ver Patentes U.S.
No. 4.745.051; No. 4.879.236; No. 5.179.007; No. 5.516.657;
No. 5.571.709; No. 5.759.809. Serad entendido pelos versados
na arte que o sistema de expressdo ndo é limitado a um
sistema de expressdo de baculovirus. O que é importante é
que o sistema de expressdo dirige a N-glicosilagdo de
proteinas recombinantes expressadas. As proteinas
recombinantes aqui descritas também podem ser expressadas
em outros sistemas de expressdo, tais como virus entomopox
(os poxvirus de insetos), virus da poliedrose citopléasmica
(CPV), e transformagdo de células de inseto com o gene
recombinante ou expressdo constitutiva de genes. Um bom
nimero de vetores de transferéncia de baculovirus e as
células hospedeiras apropriadamente modificadas
correspondentes estdo disponiveis comercialmente, por
exemplo, pPAcGP67, pPAcCSECG2TA, pVL1392, pVL1393, pAcGHLT, e
PACAB4 por BD Biosciences; pBAC-3, pBAC-6, pBACgus-6, e
PBACsurf-1 por NOVAGEN®, e pPolh-FLAG e pPolh-MAT por SIGMA
ALDRICH®.

A regido entre o promotor e o terminador da
transcrigdo pode ter sitios de digestio de enzimas de
restrigdo miltiplos para facilitar a clonagem da sequéncia
de codificagdo estranha, neste exemplo, a sequéncia de DNA

codificando para um polipeptideo de antigeno, e uma
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molécula de afinidade complementar. Sequéncias adicionais
podem ser incluidas, por exemplo, peptideos de sinal e/ou
sequéncias de codificagdo de etiquetas (tags), como
etiqueta His, etiqueta MAT, etiqueta FLAG, sequéncia de
reconhecimento para enteroquinase, sinal de secrecio de
melitina de abelha, beta-galatosidase, glutationa S-
transferase (GST) etiqueta a montante de MCS para facilitar
a secrecgdo, identificacéo, inser¢do correta, seleg¢do
positiva de virus recombinante, e/ou purificagdo da
proteina recombinante.

Em algumas formas de realizacdo, a proteina de fusio
pode compreender uma sequéncia de sinal N-terminal, como
aqui descrito. Em algumas formas de realizagdo, a sequéncia
de sinal & fixada ao N-terminal da molécula de afinidade
complementar como aqui descrito.

Em algumas formas de realizacdo, um polipeptideo de
fusdo, como aqui descrito, tem um peptideo espagador, por
exemplo, um espacador de 14 residuos (GSPGISGGGGGILE) (SEQ
ID NO:41) separando o antigeno da molécula de afinidade
complementar. A sequéncia de codificacdo de tal espagador
curto pode ser construida por anelamento de um par
complementar de iniciadores. Um versado na arte pode
projetar e sintetizar oligonucleotideos, que irdo codificar

para o espagador selecionado. Peptideos espacadores devem
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geralmente ter residuos de aminodcidos ndo polares, como
glicina e prolina.

As técnicas padrdes conhecidas dos versados na arte
podem ser wusadas para introduzir muta¢des (para criar
substituigdes de aminodcidos em uma sequéncia antigeno
polipeptideo do polipeptideo de fusdo descrito aqui, por
exemplo, no antigeno na sequéncia de nucleotideos
codificando o polipeptideo de fusdo aqui descrito,
incluindo, por exemplo, wmutagénese sitio-dirigida e
mutagénese mediada por PCR. Preferivelmente, o polipeptideo
de fusdo variante tem menos de 50 substituicdes de
aminodcidos, menos de 40 substituicdes de aminodcidos,
menos de 30 substitui¢des de aminodcidos, menos de 25
substitui¢des de aminodcidos, menos de 20 substitui¢des de
aminodcidos, menos de 15 substitui¢des de aminodcidos,
menos de 10 substitui¢des de aminodcidos, menos de 5
substitui¢des de aminodcidos, menos de 4 substituicgdes de
aminodcidos, menos de 3 substituicdes de aminodcidos, ou
menos de 2 substitui¢des de aminodcidos, inclusive, com
relagdo aos polipeptideos de fusdo aqui descritos.

Algumas mutagdes silentes ou de sentido errado neutras
também podem ser feitas na sequéncia de codificacdo de DNA
que ndo mudam a sequéncia de aminodcidos codificada, ou a

capacidade de promover a distribuicdo transmembrana. Estes
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tipos de muta¢des sdo utilizéveis para otimizar o uso de
cbdons, ou para melhorar a expressdo e produgdo da proteina
recombinante.

Mutagénese sitio-dirigida especifica de uma sequéncia
de codificagdo para o polipeptideo de fusdo em um vetor
pode ser wusada para criar mutagdes e substituigdes de
aminoadcidos especificas. A mutagénese sitio- dirigida pode
ser realizada usando, por exemplo, o kit de mutagénese
sitio- dirigida QUICKCHANGE® de Stratagene de acordo com as
instrug¢des do fabricante.

Em uma forma de realizagdo, sdo aqui descritos os
vetores de expressdo compreendendo a sequéncia de DNA
codificando para os polipeptideos aqui descritos para a
expressdo e purificagdo do polipeptideo recombinante
produzido a partir de um sistema de expressdo de proteinas
usando células hospedeiras selecionadas a partir de, por
exemplo, bactérias, células de mamiferos, insetos,
leveduras, ou plantas. O vetor de expressio deve ter os
necessarios elementos reguladores 5' a montante e 3' a
jusante, como sequéncias de promotor, reconhecimento de
ribossomo e «caixa TATA e sequéncia de terminacdo de
transcrigdo 3’ UTR AAUAAA para a transcri¢dio e traducdo do
gene eficiente em sua célula hospedeira respectiva. O vetor

de expressdo &, preferivelmente, um vetor com o promotor de
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transcrigdo selecionado dentre um grupo consistindo de
promotor de CMV (citomegalovirus), promotor de RSV (virus
do sarcoma de Rous), promotor de PB-actina, promotor de VS40
(virus 40 de simio) e promotor de creatina quinase
muscular, e o terminador da transcrigdo selecionado dentre
um Jgrupo consistindo de SV40 poli (A) e terminador BGH,
mais preferencialmente, um vetor de expressdo tendo a
sequéncia de promotor/acentuador prematuro de
citomegalovirus e a sequéncia lider/intron tripartido de
adenovirus e contendo a origem de replicagdo e sequéncia
poli (A) de SV40. O vetor de expressdo pode ter as regides
codificantes adicionais, tais como as codificando, por
exemplo, 6X-histidina (SEQ ID NO: 10), V5, tioredoxina,
glutationa ~-S-transferase, c-Myc, VsvV-G, HSV, FLAG,
peptideo de 1ligagdo a maltose, peptideo de 1ligacdo a
metais, sinais HA e de "secregdo" (melitina de abelha, [[O]]
a-fator, PHO, Bip), que podem ser incorporados no
polipeptideo de fusdo expressado. Além disso, pode haver
sitios de digestdo de enzimas incorporados apds estas
regides de <codificagdo para facilitar sua remocdo
enzimatica, se ndo forem necesgssarios. Estes Aacidos
nucléicos complementares sdo Uteis para a detecgdo de
expressdo do polipeptideo de fusdo, para a purificacdo da

proteina por cromatografia de afinidade, solubilidade
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aumentada da proteina recombinante no citoplasma do
hospedeiro, e/ou para a secregdo do polipeptideo de fusédo
expressado em meio de cultura ou esferoplasto das células
de levedura. A expressdo do polipeptideo de fusdo pode ser
constitutiva nas células hospedeiras, ou pode ser induzida,
por exemplo, com sulfato de cobre, ag¢lcares, como galatose,

metanol, metilamina, tiamina, tetraciclina, infecg¢do com

baculovirus, e IPTG (isopropil- beta-D-
tiogalatopiranosideo), um andlogo sintético estavel de
latose.

Em outra forma de realizagdo, o vetor de expressio
compreendendo um polinucleotideo aqui descrito & um vetor
viral, como um adenovirus, virus adeno-associado (AAV),
retrovirus, e vetores lentivirais, entre outros. Os virus
recombinantes fornecem um sistema versdtil para estudos de
expressdo de genes e aplicagdes terapéuticas.

Em algumas formas de realizagdo, os polipeptideos de
fusdo aqui descritos sdo expressados a partir de infeccgdes
virais de células de mamiferos. Os vetores virais podem
ser, por exemplo, adenovirus, virus adeno-associado (AAV),
retrovirus, e lentivirus. Um sistema simplificado para
gerar adenovirus recombinantes & apresentado por He et al.,
95 PNAS 2509 (1998). O gene de interesse & primeiro clonado

em um vetor shuttle, por exemplo, pAdTrack-CMV. O plasmideo
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resultante & linearizado por digestdo com endonuclease de
restrigdo PmeI, e subsequentemente co-transformado em E.
coli. Células BJ5183 com um plasmideo de estrutura dorsal
adenoviral, por exemplo. pADEASY-1 de sistema vetor
adenoviral ADEASY"™ de Stratagene. vetores de adenovirus
recombinantes sdo selecionados para resisténcia a
canamicina, e recombinagdo confirmada por andlises de
restrigdo de endonuclease. Finalmente, o plasmideo
recombinante linearizado €& transfectado em linhagens de
células de acondicionamento de adenovirus, por exemplo,
células HEK 293 (células de rim embriondrias humanas
transformadas com El1) ou 911 (células de retina
embriondrias humanas transformadas com E1). Fallaux, et
al. 7 Human Gene Ther. 215 (1996). Adenovirus recombinante
sdo gerados dentro das células HEK 293.

Lentivirus recombinante tem a vantagem de distribuicdo
e expressdo de polipeptideos de fusdo nas células de
mamiferos de divisdo e ndo divisd3o. O lentivirus com base
em HIV-1 pode eficazmente transduzir wuma faixa de
hospedeiros mais ampla do que os sistemas retrovirais
baseados em virus de leucemia Moloney (MoMLV). Preparacio
do lentivirus recombinante pode ser obtida usando, por
exemplo, os vetores pLenti4/V5-DEST™, pLenti6/V5-DEST™ ou

pLenti Jjuntos com sistemas de express3o lentivirais
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VIRAPOWER™ de Invitrogen, Inc.

Vetores do virus adeno-associado recombinante (rAAV)
sao aplicadveis a uma grande variedade de células
hospedeiras, incluindo varias linhagens de células humanas
e ndo-humanas ou tecidos diferentes. rAAVs sdo capazes de
transduzir uma vasta faixa de tipos de células e a
transdugdo ndo ¢é dependente da divisdo <celular do
hospedeiro ativo. Os titulos elevados,> 108 particulas
virais/ml, s&8o facilmente obtidos no sobrenadante e 101i-
1012 particulas virais/ml, com uma maior concentracdo. O
transgene &€ integrado no genoma do hospedeiro de modo que a
expressdo é de longo prazo e estével.

Preparagdo em larga escala de vetores AAV & feita por
uma co-transfecgdo de trés plasmideos de uma linhagem
celular de embalagem: vetor AAV carregando o acido nucléico
codificadno, vetor AAV RC contendo genes AAV rep e cap, e
plasmideo ajudante adenovirus pDF6, em placas de 50 % 150
mm de 293 células confluentes. As células s3o coletadas
trés dias apds a transfeccdo, e os virus sdo liberados
através de trés ciclos de congelamento-descongelamento ou
por sonicagdo.

Os vetores de AAV podem ser purificados por meio de
dois métodos diferentes, dependendo do sorotipo do vetor. O

vetor AAV2 é purificado pelo método de purificacio de



10

15

20

124

coluna de fluxo por gravidade de etapa UGnica, com base em
sua afinidade para heparina. Auricchio et. al., 12 Human
Gene Ther. 71 (2001) ; Summerford & Samulski, 72 J.
Virol. 1438 (1998); Summerford & Samulski, 5 Nat. Med. 587
(1999). Os vetores AAV2/1 e AAV2/5 s3o correntemente
purificados por trés gradientes de CsCl sequenciais.

Sem desejar estar ligado a teoria, quando as proteinas
sdo expressadas por uma célula, incluindo wuma célula
bacteriana, as proteinas sdo alvo-marcadas para uma parte
particular na célula ou secretadas a partir da célula.
Assim, a alvo-marcagdo de proteinas ou classificacdo de
proteinas & o mecanismo pelo qual uma célula transporta as
proteinas para as posi¢des apropriadas na célula ou fora
dela. A classificagdo dos alvos pode ser no espago interior
de um organelo, qualquer uma das varias membranas
interiores, membrana exterior das células, ou o seu
exterior via secregdo. Este processo de distribuicdo &
realizado com base em informagdes contidas na prépria
proteina. Classificagdo correta é fundamental para a
célula; erros podem levar a doencgas.

Com algumas excegdes, as bactérias n3o possuem
organelas ligadas & membrana como encontrado em eucariotos,
mas elas podem montar proteinas sobre varios tipos de

inclusdes, tais como vesiculas de gds e granulos de
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armazenamento. Também, dependendo das espécies de
bactérias, bactérias podem ter uma Gnica membrana
plasmatica (bactérias Gram-positivas), ou tanto uma

membrana interior (plasma) como uma membrana de parede
celular exterior, com um espago aquoso entre as duas
chamado periplasma (bactérias Gram -negativas) . As
proteinas podem ser secretadas no ambiente, de acordo com a
existéncia ou ndo de uma membrana externa. O mecanismo
badsico na membrana do plasma é similar ao eucaridético. Além
disso, as bactérias podem alvo-marcar as proteinas em ou
através da membrana exterior. Sistemas de secrecdo de
proteinas através da membrana externa bacteriana podem ser
bastante complexos e desempenham papéis chaves na
patogénese. Estes sistemas podem ser descritos como
secregdo de tipo I, secregdo de tipo II, etc.

Na maioria das bactérias Gram-positivas, algumas
proteinas sdo alvo-marcadas para exportacdo através da
membrana plasmdtica e subsequente ligag3o covalente para a
parede da célula bacteriana. Uma enzima especializada,
sortase, cliva a proteina alvo em um sitio de
reconhecimento caracteristico préximo da proteina C-
terminal, tais como um motivo LPXTG (SEQ ID NO: 42) (onde X
pode ser qualquer aminodcido), ent8o, transfere a proteina

sobre a parede da célula. Umn sistema andlogo a
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sortase/LPXTG (“LPXTG” descrito como SEQ ID NO: 42), tendo
o) motivo PEP-CTERM (SEQ ID NO: 43), denominado
exosortase/PEP-CTERM (“PEP” descrito como SEQ ID NO: 43), é
proposto para existir em uma ampla faixa de bactérias Gram-
negativas.

Proteinas com sinais de alvo-marcag¢do N- terminal
apropriados sdo sintetizadas no citoplasma e, entdo,
dirigidas para uma via de transporte de proteinas
especifica. Durante, ou imediatamente apds a sua
translocagdo através da membrana citoplasmatica, a proteina
€ processada e duplicada na sua forma ativa. Em seguida, a
proteina translocada é retida no lado periplasmitico da
célula ou liberada no ambiente. Uma vez que os peptideos de
sinal que alvo-marcam as proteinas para a membrana sio
determinantes chaves para a especificidade da wvia de
transporte, estes peptideos de sinal sdo classificados de
acordo com a via de transporte para as quais eles dirigem
as proteinas. Classificagdo do peptideo de sinal & baseada
no tipo de peptidase de sinal (SPase) que & responsavel
pela remogdo do peptideo de sinal. A maioria das proteinas
exportadas sdo exportados a partir do citoplasma através da
“via secretora (Sec) " geral. Fatores de viruléncia mais
conhecidos (por exemplo, exotoxinas de Staphylococcus

aureus, antigeno protetor de Bacillus anthracis,
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listeriolisina O de [Listeria monocytogenes) que sdo
secretados por patdgenos gram-positivos tém um peptideo de
sinal N-terminal tipico que iria leva-los para a via Sec.
As proteinas que sdo secretadas por esta via sdo
translocadas através da membrana citopldsmica em um estado
ndo duplicado. O processamento subsequente e duplicacdo
destas proteinas ocorre no ambiente da parede celular no
lado trans da membrana. Em adicdo ao sistema Sec, algumas
bactérias gram-positivas também contem o sistema Tat que &
capaz de translocar as proteinas duplicadas através da
membrana. As bactérias patogénicas podem conter certos
sistemas de exportagdo especiais que estdo especificamente
envolvidos no transporte de apenas algumas proteinas. Por
exemplo, varios agrupamentos de genes foram identificados
em microbactérias que codificam proteinas que sdo
secretadas para o ambiente através de vias especificas
(ESAT 6) e sdo importantes para a patogénese
micobacteriana. Os transportadores de cassete de ligacgdo de
ATP especificos (ABC) dirigem a exportacdo e processamento
de pequenos peptideos antibacterianos chamados
bacteriocinas. Genes para endolisinas que s3o responséaveis

pelo inicio de 1lise Dbacteriana est3o muitas vezes
localizados perto de genes que codificam para proteinas de

tipo holina, sugerindo que estas holinas sfo responsaveis
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por exportagdo de endolisina para a parede celular.
Wooldridge, BACT. SECRETED PROTS: SECRETORY MECHS. & ROLE IN
PATHOGEN. (Caister Academic Press, 2009)

Em algumas formas de realizagdo, a sequéncia de sinal
utilizdval na presente invengdo é uma sequéncia de sinal
OmpA, no entanto, qualquer sequéncia de sinal comumente
conhecida por versados na arte, que permite o transporte e
secregdo de agentes antimicrobianos fora da célula
infectada de bacteridéfago é englobada para uso na presente
invencgdo.

Sequéncias de sinal que dirigem a secregdo de
proteinas a partir de células Dbacterianas s3o bem
conhecidas na arte, por exemplo, como descrito no pedido de
patente internacional WO 2005/071088. Por exemplo, pode-se
usar alguns dos exemplos ndo limitativos de peptideos de
sinal representados na Tabela 5, que podem ser fixados ao
terminal amino ou terminal carboxila do peptideo
antimicrobiano (Amp) ou polipeptideo antimicrobiano a ser
expressado pelo bacteridéfago engenheirado pelo agente
antimicrobiano, por exemplo, bacteriéfago engenheirado por
AMP. A fixagdo pode ser através de fusio ou composicio
quimera com o antigeno selecionado ou proteina de fusdo
antigeno- molécula de afinidade complementar, resultando na

secregdo de Dbactéria infectada com o bacteridéfago
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engenheirado pelo agente antimicrobiano, por exemplo,
bacteridéfago engenheirado por AMP.

Tabela 5: Peptideos de sinal exemplares para dirigir a
secregdo de uma proteina ou antigeno de peptideo ou
proteina de fusdo antigeno- molécula de afinidade

complementar de uma célula bacteriana

via de~ Sequéncia de aminodcido de G ce / P
2ecreca peptideo de sinal (NH;-COs) ene €é€nero/espécie
MKKIMLVITLILVSPIAQQTEAKD Hly (LLO) Listeria
(SEQ ID NO: 44) monocytogenes
secAl MKKKIISAILMSTVILSAAAPLSGVYA | Usp45 Lactococcus lactis
DT (SEQ ID NO: 45)
MKKRKVLIPLMALSTILVSSTGNLEVI | Pag (antigeno Bacillus anthracis
QAEV (SEQ ID NO: 46) protetor)
MNMKKATIAATAGIAVTAFAAPTIASA | Iap (proteina Listeria
ST (SEQ ID NO: 47) associada em monocytogenes
invasdo p60)
MQKTRKERILEALQEEKKNKKSKKFKT | NamA Imo2691 Listeria
GATIAGVTAIATSITVPGIEVIVSADE | (autolisina) monocytogenes
secA2 (SEQ ID NO: 48)
MKKLKMASCALVAGLMFSGLTPNAFAE | *BA_ 0281 Bacillus anthracis
D (SEQ ID NO: 49) (familia
NLP/P60 )
MAKKFNYKLPSMVALTLVGSAVTAHQV | * atl Staphylococcus
QAAE (SEQ ID NO: 50) (autolisina) aureus
MTDKKSENQTEKTETKENKGMTRREML | Tmo0367 Listeria
KLSAVAGTGIAVGATGLGTILNVVDQV monocytogenes
Tat DKALT (SEQ ID NO: 51)
MAYDSRFDEWVQKLKEESFQNNTFDRR | PhoD (fosfatase Bacillus subtillis
KFIQGAGKIAGLGLGLTIAQSVGAFG alcalina)
(SEQ ID NO:52 )

Os polipeptideos aqui descritos, por exemplo, os
antigenos ou proteina de fus3o antigeno- molécula de
afinidade complementar podem ser expressados e purificados
por uma variedade de métodos conhecidos de um versado na
arte, por exemplo, os polipeptideos de fusido aqui descritos

podem ser purificados a partir de qualquer sistema de
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expressdo adequado. Polipeptideos de fusdo podem ser
purificados até uma pureza substancial por técnicas
convencionais, incluindo precipitagdo seletiva com
subst@ncias tais como sulfato de aménio; cromatografia em
coluna, métodos de imunopurificagdo, e outros; que sdo bem
conhecidos na arte. Ver, por exemplo, Scopes, PROTEIN
PURIFICATION: PRINCIPLES & PRACTICE (1982); Patente US 4.673.641.

Um nGmero de procedimentos pode ser empregado quando
proteinas recombinantes s&o purificadas. Por exemplo,
proteinas tendo propriedades de adesao molecular
estabelecidas podem ser reversivelmente fusionadas com a
proteina de escolha. Com o ligando apropriado, a proteina
pode ser seletivamente adsorvida para uma coluna de
purificacdo e, entd3o, liberada da coluna em uma forma
relativamente pura. A proteina fusionada &, entdo, removida
por atividade enzimdtica. Finalmente, a proteina de escolha
pode ser purificada usando <colunas de afinidade ou
imunoafinidade.

ApbSs a proteina ser expressada em células hospedeiras,
as células hospedeiras podem ser lisadas para liberar a
proteina expressada para purificac3io. Métodos de lisar as
varias células hospedeiras sdo realizados em “Sample
Preparation-Tools for Protein Research” EMD Bioscience e em

Current Protocols in Protein Sciences (CPPS). Um exemplo de
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método de purificacdo é a cromatografia de afinidade, tais
como o cromatografia de afinidade metal-ion usando resinas
de afinidade de niquel, cobalto, ou zinco para
polipeptideos de fusdo etiquetados com histidina. Métodos
de purificar as proteinas recombinantes etiquetadas com
histidina s8o descritos por Clontech usando a sua resina de
cobalto TALON® e por NOVAGEN® em seu manual de sistema de
PET, 10* edigdo. Outra estratégia de purificacdo preferida
€ a cromatografia de imuno-afinidade, por exemplo, resina
conjugada a anticorpo anti-myc pode ser usada para
purificar por afinidade polipeptideos de fusdo etiquetados
com myc. Quando as sequéncias de reconhecimento de
proteases adequadas estdo presentes, os polipeptideos de
fusdo podem ser clivados a partir da etiqueta de histidina
ou myc, liberando o polipeptideo de fusdo da resina de
afinidade enquanto as etiquetas histidina e etiquetas myc
sdo deixadas fixadas a resina de afinidade.

Técnicas de separagdo padrdo para a purificacdo de
proteinas recombinante e de ocorréncia natural s3o bem
conhecidas na arte, por exemplo, fracionamento por
solubilidade, filtragdo em gel por exclusdo de tamanho, e
varias cromatografias em coluna.

Fracionamento em solubilidade: Muitas vezes como etapa

inicial, em particular se a mistura de proteinas &
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complexa, um fracionamento inicial de sal pode separar
muitas das proteinas da célula hospedeira indesejaveis (ou
proteinas derivadas do meio de cultura de células) da
proteina de interesse. O sal preferido é o sulfato de
ambnio. Sulfato de amdénio precipita as proteinas reduzindo
eficazmente a quantidade de &dgua na mistura de proteinas.
As proteinas precipitam entdo com base na sua solubilidade.
Quanto mais hidrofdbica & uma proteina, mais provavelmente
ela ird precipitar em baixas concentracdes de sulfato de
ambénio. Um protocolo tipico inclui adicionar sulfato de
ambénio saturado a uma solugdo de proteina de modo a que a
concentragdo de sulfato de ambnio resultante esteja entre
20-30%. Esta concentracgdo ird precipitar as mais
hidrofébicas das proteinas. O precipitado & entdo
descartado (a menos que a proteina de interesse seja
hidrofdébica) e sulfato de ambnio é adicionado ao
sobrenadante a uma concentragdo conhecida, para precipitar
a proteina de interesse. O precipitado é entd3o solubilizado
em tampdo e o excesso de sal removido se necesséario, quexr
através de didlise ou de diafiltragdo. Outros métodos que
se Dbaseiam na solubilidade de proteinas, tais como
precipitagdo com etanol frio, s83o bem conhecidos dos
versados na arte e podem ser usados para fracionar misturas

de proteinas complexas.
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Filtrag¢do por exclusdo de tamanho: O peso molecular da
proteina de escolha pode ser usado para isolar a mesma de
proteinas de maior e menor tamanho usando ultrafiltracdo
através de membranas de diferentes tamanhos de poro (por
exemplo, membranas AMICON® ou MILLIPORE®). Como uma
primeira etapa, a mistura de proteinas é ultrafiltrada
através de uma membrana com um tamanho de poro que tem um
peso molecular de corte menor do que o peso molecular da
proteina de interesse. O produto retido da ultrafiltracdo é
entdo ultrafiltrado contra uma membrana com um corte
molecular maior do que o peso molecular da proteina de
interesse. A proteina recombinante ira passar através da
membrana para o filtrado. O filtrado pode ser entdo
cromatografado, como descrito a seguir.

Cromatografia em coluna: A proteina de escolha também
pode ser separada de outras proteinas com base no seu
tamanho, carga de superficie liquida, hidrofobicidade e
afinidade @para ligandos. Além disso, os anticorpos
produzidos contra as proteinas recombinantes ou que ocorrem
naturalmente podem ser conjugados a matrizes de coluna e
proteinas imunopurificadas. Todos estes métodos s3io bem
conhecidos na arte. Serd evidente para um especialista que
as técnicas cromatogrédficas pode ser realizadas em qualquer

escala e usando equipamento de fabricantes diferentes (por
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exemplo, Pharmacia Biotech). Por exemplo, um polipeptideo
do antigeno pode ser purificado usando uma coluna de
afinidade de heptamero PA63. Singh et al., 269, J. Biol.
Chem. 29039 (1994).

Em algumas formas de realizagdo, uma combinacdo de
etapas de purificagdo compreendendo, por exemplo: (a)
cromatografia de troca iénica, (b) cromatografia em
hidroxiapatita, (c) cromatografia de interacdo hidrofébica,
e (d) cromatografia de exclusfo de tamanho podem ser usadas
para purificar os polipeptideos de fusio aqui descritos.

Os sistemas de expressdo livre de celulares s3o também
contemplados. Sistemas de expressdo livre de celulares
oferecem varias vantagens sobre os métodos tradicionais de
expressdo baseados em células, incluindo a modificacédo
facil de condigdes de reagdo para favorecer a duplicagdo de
proteinas, sensibilidade diminuida & toxicidade do produto
e adequagdo de estratégias para alto rendimento, como a
rapida triagem de expressdo ou produgdo de grande
quantidade de proteina com volumes de reagdo e tempo de
processo reduzidos. O sistema de expressdo isento de
células pode usar DNA plasmideo ou linear. Além disso, as
melhorias na eficiéncia da tradugdo resultaram em
rendimentos superiores a um miligrama de proteina por

mililitro da mistura de reacdo. Os sistemas de expressao
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isentos de <células disponiveis comercialmente incluem
sistemas de 1lisado de reticuldcitos copulados a TNT
(Promega) , que usam sistema in vitro baseados em
reticuldcitos de coelho.

FormulagSes de uma composigdo imune e métodos de uso

Formas de realizagdo especificas da presente invencédo
provéem o uso das composigdes imunogénicas, como aqui
descrito, para induzir uma resposta imune em um animal.
Mais especificamente, as composi¢des elicitam imunidade
humoral e celular, e em muitos casos imunidade mucosal.
Formas de realizagdo da presente inveng¢do proporcionam uma
protegdo pelo menos parcial de melhoria parcial ou depois
da infecgdo por, em particular, pneumococos. OS Pneumococos
causam certo nUmero de doengas, tals como a meningite,
pneumonia, bacteremia e otite média. Quase um milh3o de
criangas morrem de doengas pneumocdcicas em todo o mundo a
cada ano. S. pneumoniae foi estudado extensivamente, e,
pelo menos, alguns dos genomas sequenciados. Ver, por
exemplo, Patente US No. 7.141.418. Embora os anticorpos
contra os polissacarideos capsulares, que definem os
sorotipos conhecidos, conferem uma protecdo especifica do
sorotipo, outros mecanismos de protecdo de imunidade foram
descritos. Ver Malley et al., 88 J. Mol. Med. 135 (2010).

Estes outros mecanismos de protecdo incluem, mas ndo estdo
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limitados a, anticorpos para antigenos ndo capsulares e
respostas de células T para os constituintes pneumocdcicos.
A aplicagdo da vacina conjugada proteina-polissacarideo,
PCV7, reduziu significativamente as doencas. Black et al.,
24 (S2) Vaccine 79 (2006); Hansen et al., 25 Pediatr.
Infect. Dis. J. 779 (2006)). No entanto, estudos recentes
tém demonstrado que a auséncia de outros sorotipos em PCV7
resultou no aparecimento de sorotipos de pneumococos de
substituigdo. Pichichero & Casey, 26(S10) Pediatr. Infect.
Dis. J. S12 (2007).

Alguns antigenos pneumocdcicos comuns a todos os
sorotipos de espécies tém mostrado ter potencial
imunoprotetor apesar da encapsulacdo, por exemplo, as
proteinas de superficie PspA, PspC, PsaA e a pneumolisina
de citotoxina ou mutantes pneumoliséides (Basset et al., 75
Infect. Immun. 5460 (2007); Briles et al., 18 Vaccine 1707
(2000)); o uso de bibliotecas gendmicas e mutacionais
identificou varias proteinas comuns de dezenas de espécies
adicionais (Hava & Camilli, 45 Mol. Microbiol. 1389 (2002) ;
Wizemann et al., 60 Infect. Immun. 1593 (2001)). Imunidade
foi induzida por antigenos individuais em modelos animais
(Alexander et al., 62 Infect. Immun. 5683 (1994) ;
Balachandran et al., 70 Infect. Immun. 2526 (2002); Chung

et al., 170 J. Immunol. 1958 (2003); Glover et al., 176
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Infect. Immun. 2767 (2008); Wu et al., 175 J. Infect.
Dis. 839 (1997)), mas nenhuma vacina com base em um
antigeno comum foi aprovada para uso humano até a presente
data.

Em uma forma de realizagdo, & aqui fornecido um método
de vacinagdo de um mamifero, compreendendo a administracgdo
da composigdo imunogénica compreendendo pelo menos um, ou
antigenos miltiplos ligados a pelo menos um tipo de andaime
de polimero, por exemplo, um polimero de polissacarideo ou
carboidratos para uso na elicitag¢do de uma resposta imune a
um ou mais antigenos fixados ao polimero, quando
administrados a wum individuo. Em algumas formas de
realizagdo, a resposta imune & uma resposta imune humoral
e/ou celular.

Portanto, um aspecto da presente invencio refere-se a
métodos para elicitar uma resposta imune em um individuo,
compreendendo a administragdo ao individuo de uma
composigdo imunogénica compreendendo pelo menos um tipo de
polimero, por exemplo, um polissacarideo, pelo menos, um
antigeno, e, pelo menos, um par de moléculas de afinidade
complementar compreendendo (i) uma molécula de primeira
afinidade que se associa com o polimero, por exemplo, um
polissacarideo, e (ii) uma molécula de afinidade

complementar que se associa com o antigeno, para fixar o
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antigeno ao polimero, por exemplo, um polissacarideo, (por
exemplo, a molécula de primeira afinidade se associa com a
molécula de afinidade complementar para ligar o antigeno ao
polimero, por exemplo, polissacarideo).

Portanto, um aspecto da presente inveng¢do refere-se a
métodos para elicitar uma imunidade humoral e/ou celular a
antigenos miltiplos, ao mesmo tempo, por exemplo, quando a
composigdo imunogénica administrada ao individuo compreende
um polimero compreendendo pelo menos 1, ou pelo menos 2, ou
um mais, por exemplo, uma pluralidade dos mesmos ou
diferentes antigenos.

Um aspecto da presente invengdo refere-se a um método
de imunizagdo ou vacinagdo de um individuo, por exemplo, um
padssaro ou um mamifero, por exemplo, um humano contra um
patégeno compreende a administragdo de uma composicdo
imune, como aqui descrito, compreendendo pelo menos um
antigeno derivado um ou mais patdgenos. Em algumas formas
de realizagdo, um individuo pode ser imunizado contra pelo
menos 1, ou pelo menos 2, ou pelo menos 2, ou pelo menos 3,
ou pelo menos 5, ou pelo menos 10, ou pelo menos 15, ou
pelo menos cerca de 20, ou pelo menos 50, ou pelo menos
cerca de 100, ou de mais de 100 patdgenos diferentes ao
mesmo tempo, em que o polimero da composig¢do imunogénica

como os antigenos diferentes correspondentes fixados.
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Em algumas formas de realizag¢do, um individuo pode ser
administrado com varias composigdes imunogénicas
diferentes, como aqui descrito, por exemplo, um individuo
pode ser administrado com uma composigdo compreendendo um
polimero com um antigeno, ou uma pluralidade de antigenos,
por exemplo, os antigenos A, B, C, e D, etc, e também
administrado com uma composigdo compreendendo um polimero
compreendendo um antigeno diferente ou um conjunto
diferente de antigenos, por exemplo, antigenos W, X, Y, e
Z, etc Alternativamente, um individuo pode ser administrado
com uma composigdo compreendendo um polimero A com um
antigeno, ou uma pluralidade de antigenos, por exemplo, os
antigenos A, B, C, e D, etc, e também administrado com uma
composigdo que compreende um polimero B que compreende os
mesmos, por exemplo, antigenos A, B, C, e D etc, ou um
conjunto diferente de antigenos. Estd previsto que a
presente invengdo fornece métodos para a imunizacdo de um
individuo com tantos antigenos, como desejado, por exemplo,
com uma variedade de diferentes complexos imunogénicos,
como aqui descrito, para permitir a imunizacdio com um
méaximo de 100 ou mais antigenos.

Em uma forma de realizacgdo, as composigdes
imunogénicas como aqui descritas compreendem um veiculo

farmaceuticamente aceitédvel. Em outra forma de realizac3o,
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a composigdo imunogénica aqui descrita composigdo é
formulada para administragdo a um passaro, mamifero, ou

humano, como ou em uma vacina. As formulag¢des apropriadas

podem ser encontradas em, por exemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences (2006) , ou Introduction to
Pharmaceutical Dosage Forms (4°. ed., Lea & Febiger,

Philadelphia, 1985).

Em uma forma de realizacgdo, as composigdes
imunogénicas como aqui descritas compreendem veiculos
farmaceuticamente aceitdveis que sdo inerentemente ndo
toxicos e ndo terapéuticos. Exemplos de tais veiculos
incluem trocadores idnicos, alumina, estearato de aluminio,
lecitina, proteinas do soro, tais como albumina do soro
humano, substéncias tampdo tais como fosfatos, glicina,
dcido sbérbico, sorbato de potdssio, misturas de glicerideos
parciais de &acidos graxos vegetais saturados, &gua, sais,
ou eletrdlitos, tais como sulfato de protamina, hidrogeno-
fosfato dissédico, fosfato de potéassio, cloreto de sédio,
sais de zinco, silica coloidal, tri-silicato de magnésio,
polivinilpirrolidona, substé@ncias & base de celulose, e
polietileno glicol. Para todas as administracdes, as formas
de depbsito convencionais sdo apropriadamente usadas. Tais
formas incluem, por exemplo, microcdpsulas, nanociapsulas,

lipossomas, emplastros, formas para inalacdo, pulverizacdes
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nasais, comprimidos sublinguais, e prepara¢des de liberacgdo
sustentada. Para exemplos de composigdes de liberacdo
controlada, ver Patentes US 3.773.919, No. 3.887.699, EP
58.481A, EP 158.277A, Patente CA No. 1176565; Sidman et
al., 22 Biopolymers 547 (1983); Langer et al., 12 Chen.
Tech. 98 (1982) . As proteinas irdo geralmente ser
formuladas a uma concentragdo de cerca de 0,1 mg/ml a 100
mg/ml por aplicag¢do por paciente.

Em uma forma de realizagdo, outros ingredientes podem
ser adicionados as formulag¢des de vacina, incluindo
antioxidantes, por exemplo, &acido ascérbico; polipeptideos

de Dbaixo peso molecular (menos do que cerca de dez

residuos), , por exemplo, poliarginina ou tripeptideos;
proteinas, como albumina do soro, gelatina, ou
imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tais como

polivinilpirrolidona; aminodcidos, tais como glicina, &cido
glutémico, &cido aspartico, ou arginina; monossacarideos,
dissacarideos, e outros carboidratos incluindo celulose ou
seus derivados, glicose, manose, ou dextrinas, agentes
quelantes tais como EDTA; e alcodis de acgficar tais como
manitol ou sorbitol.

Em algumas formas de realizacdo, as presentes
composi¢des imunogénicas MAPS s3o administradas com pelo

menos um adjuvante. Os adjuvantes s3o um grupo heterogéneo
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de substdncias que acentuam a resposta imune contra um
antigeno que €& administrado simultaneamente. Em alguns
casos, os adjuvantes melhoram a resposta imune de modo que
€ necessario menos vacina. Adjuvantes servem para levar o
antigeno - a subst@ncia que estimula a resposta imune
protetora especifica - em contato com o sistema imune e
influenciar o tipo de imunidade produzida, bem como a
qualidade da resposta imune (grandeza ou duracdo). Os
adjuvantes também podem diminuir a toxicidade de certos
antigenos, e proporcionar solubilidade para alguns
componentes da vacina. Quase todos os adjuvantes usados
hoje em dia para a melhoria da resposta imune contra os
antigenos s&o particulas ou foram particulas em conjunto
com o antigeno. No 1livro VACCINE DESIGN-SUBUNIT & ADJUVANT
APPROACH (Powell & Newman, Eds., Plenum Press, 1995), muitos
adjuvantes conhecidos sdo descritos tanto em relacdio i sua
atividade imunoldégica como com relagao as suas
caracteristicas quimicas. O tipo de adjuvantes que ndo
formam particulas sd3o um grupo de substlncias que atuam
como subst@ncias de sinal imunoldégico e que, em condicdes
normais, consistem das substdncias que s3o formadas pelo
sistema imune como uma consequéncia da ativagdo imunoldégica
apbs administracdo de sistemas adjuvantes particulados.

Adjuvantes para composig¢des imunogénicas e vacinas sdo
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bem conhecidos na arte. Exemplos incluem, mas ndo limitados
a, monoglicerideos e &cidos graxos (por exemplo, uma
mistura de mono-oleina, &cido oléico, e 6leo de soja); sais
minerais, por exemplo, hidrdéxido de aluminio e aluminio ou
géis de fosfato de cédlcio; emulsdes de dleo e formulacgdes
com base em tensoativos, por exemplo, MF59 (emulsdo de
Oleo-em-agua estabilizada em detergente microfluidizado),
0S21 (saponina purificada), AS02 [ SBAS2 ] (emulsdo de 6leo
- em - &gua + MPL + SQ 21), MPL - SE, Montanide ISA - 51 e
ISA - 720 (emulsdo &agua-em-0leo estabilizada); adjuvantes
particulados, por exemplo, virossomas (veiculos de

lipossomas unilamelares incorporando hemaglutinina de

influenza), AS04 ([ SBAS4 ] sal Al com MPL), ISCOMS
(complexo estruturado de saponinas e 1lipidios), co-
glicolideo polilactico (PLG) ; derivados microbianas

(natural e sintético), por exemplo, monofosforil lipidio A

(MPL), Detox (estrutura dorsal da parede celular MPL + M.

phlei), AGP [ RC- 529 ] (monossacarideos acilados
sintéticos), Detox PC, DC Chol (imuno estimuladores
lipoidais capazes de se auto - organizar em lipossomas),
OM- 174 (derivado de lipidio A), motivos CpG
(oligonucleotideos sintéticos contendo motivos CpG
imunoestimulatédrios), ou outras estruturas de DNA, LT e CT

modificados (toxinas bacterianas geneticamente modificadas
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para dar efeitos adjuvantes ndo-tdéxicos); imunomoduladores
humanos enddgenos, por exemplo, hGM - CSF UO - hIL 12
(citocinas que podem ser administradas quer como proteina
ou plasmideo codificado), Immudaptin (matriz em tandem
C3d), MoGM CSF, TiterMax -G, CRL -1005, GERBU, TERamide,
PSC97B, Adjumer, PG 026, GSK I, GcMAF, B - aletina, MPC -
026, Adjuvax, CpG ODN, Betafectina, AlGme e MF59 e veiculos
inertes, como particulas de ouro. Adjuvantes adicionais sdo
conhecidos na arte, ver, por exemplo, Patente US 6.890.540;
Publicagdo de Patente US No. 2005;0244420; PCT/SE97/01003.
Em algumas formas de realizagdo um adjuvante é um
particulado e pode ter uma caracteristica de ser lentamente
biodegradavel. Deve ser tomado cuidado para assegurar que O
adjuvante ndo forme metabolitos téxicos. De preferéncia, em
algumas formas de realizagdo, tais adjuvantes que podem ser
matrizes usadas sdo, principalmente, substéncias se
originando de um corpo. Estes incluem polimeros de &cido
lactico, dcidos poli-amino (proteinas), carboidratos,
lipidios e polimeros biocompativeis com baixa toxicidade.
As combinagdes destes grupos de subst8ncias se originando
de um corpo ou de combinagdes de substdncias se originando
de um corpo de polimeros biocompativeis também podem ser
usadas. Os lipidios sdo as substéncias preferidas, uma vez

que exibem estruturas que os tornam biodegradiveis, assim
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como o fato de que eles sdo um elemento essencial em todas
as membranas bioldgicas.

Em uma forma de realizacgdo, as composigdes
imunogénicas como aqui descritas para administra¢do devem
ser estéreis para administragdo a um individuo. A
esterilidade & facilmente conseguida por filtracdo através
de membranas de filtragdo estéril (por exemplo, membranas
de 0,2 micron), ou por irradiagdo gama.

Em algumas formas de realizagdo, as composicdes
imunogénicas aqui descritas ainda compreendem excipientes
farmacéuticos, incluindo, mas ndo limitados a d&leos
biocompativeis, as solugdes salinas fisioldégicas,
conservantes, carboidratos, proteinas, aminodcidos, agentes
de controle da pressdo osmdtica, gases carreadores, aentes
controladores de PH, solventes organicos, agentes
hidrofébicos, inibidores de enzimas, polimeros absorventes
de agua, tensoativos, promotores da absor¢3o e agentes
anti-oxidantes. Exemplos representativos de carboidratos
incluem aglGcares solliveis em &gua tais como hidropropil
celulose, carboximetil celulose, carboxil celulose de
sédio, acido hialurdnico, quitosana, alginato, glicose,
xilose, galatose, frutose, maltose, sacarose, dextrano,
sulfato de condroitina, etc Os exemplos representativos de

proteinas incluem albumina, gelatina, etc. Os exemplos
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representativos de aminodcidos incluem glicina, alanina,
acido glut@mico, arginina, 1lisina, e seus sais. Tais
excipientes farmacéuticos s3o bem conhecidos na arte.

Em algumas formas de realizacdo, a composicdo

imunogénica de MAPS é administrada em combinag¢do com outros

ingredientes terapéuticos, incluindo, por exemplo, Y-
interferon, citocinas, agentes quimioterapéuticos, ou anti-
inflamatérios ou agentes anti-virais. Em algumas formas de
realizagdo, a composicédo imunogénica, como aqui descrito,
pode ser administrada com uma ou mais moléculas co-
estimulatérias e/ou adjuvantes, como aqui mostrado.

Em algumas formas de realizacio, a composicgédo
imunogénica & administrada em uma forma pura ou
substancialmente pura, mas pode ser administrada como uma
composigdo farmacéutica, formulacdio ou preparagdao. Tal
formulagdo compreende os MAPS aqui descritos em conjunto
com veiculos aceitédveis de um ou mais veiculos
farmaceuticamente e, opcionalmente, outros ingredientes
terapéuticos. Outros ingredientes terapéuticos incluem
compostos que acentuam a apresentacdo ao antigeno, por
exemplo, interferon gama, citocinas, agentes
quimioterapéuticos, ou agentes anti-inflamatdrios. As
formulagdes podem ser convenientemente apresentadas em

forma de dosagem wunitaria e podem ser preparadas por
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métodos bem conhecidos na arte farmacéutica. Por exemplo,
Plotkin e Mortimer, in VacciNes (2*. ed., W.B. Saunders
Co., 1994) descrevem a vacinagdo de animais ou humanos para
induzir uma resposta imune especifica para determinados
patdgenos, assim como métodos para a preparagdo de
antigenos, determinando uma dose apropriada de antigeno, e
testando para a indugdo de uma resposta imune.

As formulagdes adequadas para administracgdo
intravenosa, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual,
vaginal, retal, subcut@nea, ou intraperitoneal compreendem
convenientemente solugdes aquosas estéreis do ingrediente
ativo com solugdes que s3o preferencialmente isoténicas com
O sangue do receptor. Tais formulagdes podem ser
convenientemente preparadas por dissolucdo do ingrediente
ativo sélido em &gua contendo substéncias fisiologicamente
compativeis tais como cloreto de sédio (por exemplo, 0,1 M-
2,0 M), glicina, e semelhantes, e tendo um pPH tamponado
compativel com condigdes fisioldégicas para produzir uma
solugdo aquosa, e tornando a solugdo estéril. Estes podem
estar presentes em recipientes de doses wnicas ou de
miltiplas doses, por exemplo, ampolas ou frascos selados.

Suspensdes lipossomais podem também ser usadas como
veiculos farmaceuticamente aceitdveis. Estas podem ser

preparadas de acordo com métodos conhecidos pelos
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especialistas na arte, por exemplo, como descrito na
Patente US 4.522.811.

As formulagdes para uma administra¢do intranasal sdo
descritas nas Patentes Us 5.427.782; No. 5.843.451;
No. 6.398.774.

As formulagles das composigdes imunogénicas podem
incorporar um estabilizador. Estabilizadores ilustrativos
sdo polietileno glicol, proteinas, sacarideos, aminodcidos,
dcidos inorgénicos, e A&cidos orgdnicos que podem ser’
usados, sozinhos ou como misturas. Dois ou mais
estabilizadores podem ser usados em solugdes aquosas na
concentragdo e/ou valor de pH apropriado. A pressdo
osmdotica especifica de tal solugdo aquosa estd geralmente
na faixa de 0,1-3,0 osmoses, preferivelmente na faixa de
0,80-1,2. O pH da solugdo aquosa €& ajustado para estar
dentro da faixa de pH 5,0-9,0, preferivelmente dentro da
faixa de pH 6, 8.

Quando as preparagdes orais sdo desejadas, as
composigdes imunogénicas podem ser combinadas com veiculos
tipicos, tais como latose, sacarose, amido, estearato de
magnésio talco, celulose cristalina, metilcelulose,
carboximetilcelulose, glicerina, alginato de sédio ou goma
aradbica entre outros.

Em algumas formas de realizagdo, as composicdes
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imunogénicas, como aqui descrito, podem ser administradas
por via intravenosa, por via intranasal, por via
intramuscular, poxr via subcuténea, intraperitoneal,
sublingual, vaginal, retal ou por via oral. Em algumas
formas de realizagdo, a via de administracdo & oral,
intranasal, subcutfnea, ou intramuscular. Em algumas formas
de realizagdo, a via de administracdo é a administracdo
intranasal.

A vacinacdo pode ser conduzida por métodos
convencionais. Por exemplo, composicdes imunogénicas podem
ser usadas em um diluente apropriado, tal como solugdo
salina ou &gua ou adjuvantes completos ou incompletos. A
composi¢do imunogénica pode ser administrada por qualquer
via de administragdo adequada para induzir uma resposta
imune. A composi¢8o imunogénica pode ser administrada uma
vez ou em intervalos periddicos até que uma resposta imune
ser elicitada. As respostas imunes podem ser detectadas por
uma variedade de métodos conhecidos dos versados na arte,
incluindo, mas ndo limitados a, a produgdo de anticorpos,
ensaio de citotoxicidade, ensaios de proliferagdo e ensaios
de liberagdo de citocinas. Por exemplo, amostras de sangue
podem ser extraidas do mamifero imunizado, e analisadas
quanto a presenga de anticorpos contra os antigenos da

composigdo imunogénica por ELISA (ver de Boer et. al., 115
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Arch Virol. 147 (1990) e o titulo desses anticorpos pode
ser determinado por métodos conhecidos na arte.

A dose exata a ser usada na formulagdo também
dependerd da via de administragdo e deve ser decidida de
acordo com o julgamento do médico e circunsténcias de cada
paciente. Por exemplo, uma faixa de 25 pg-900 pg de
proteina total pode ser administrada mensalmente durante
trés meses.

Finalmente, o médico assistente decidird a quantidade
de composigdo imunogénica ou composicdo de vacina a
administrar a individuos particulares. Tal como acontece
com todas as composigdes imunogénicas ou vacinas, as
quantidades imunogenicamente eficazes dos imunogénios devem
ser determinadas empiricamente. Os fatores a serem
considerados incluem a imunogenicidade, se ou nao
imunogénio serd complexado com ou covalentemente fixado a
um adjuvante ou proteina de suporte ou outro carreador,
vias de administrag3o e o nimero de doses imunizantes a
serem administradas. Tais fatores s3o conhecidos na arte de
vacinas e estd bem dentro da habilidade dos imunologistas
fazer estas determinacdes sem indevida experimentacdo.

Em uma forma de realizagdo, uma composicdo imunogénica
ou composigdo de vacina, como aquli descrito, quando

administrada aos camundongos, pode provocar uma resposta
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imune que impede um sintoma de doenca em pelo menos 20% de
animais desafiados com 5 LDso da composi¢do imunogénica
compreendendo antigenos para os quais o sintoma da doenca é
evitado. Os métodos de vacinacdo e desafio de um animal
imunizado sdo conhecidos por um versado na arte. Por
exemplo, wuma aliquota de 10 pg de uma composicdo
imunogénica ou composigdo de vacina, como aqui descrito,
pode ser preparada em 100 pl de PBS e/ou com a adicdo de
adjuvante de Freund incompleto e injetado por via
intramuscular, por camundongo por vacinagdo.
Alternativamente, injeg¢des parenteral, intraperitoneal e na
almofada plantar podem ser usadas. Volumes de inje¢des nas
almofadas plantares sdo reduzidos para 50 pl. Os
camundongos podem ser imunizados com uma composicdo
imunogénica ou composigdo de vacina, como aqui descrito, em
trés ocasides separadas com intervalos de varios dias, por
exemplo, 14 dias entre as mesmas.

A eficadcia da vacinacdo pode ser testada por desafio
com o patdgeno. Sete dias apds a UGltima dose de uma
composigdo imunogénica, os camundongos imunizados sdo
desafiados por via intranasal com um organismo patogénico a

partir do qual o antigeno foi derivado. Camundongos

anestesiados por éter (10 g a 12 g) podem ser infectados

por via intranasal com 50 pl de fluido alantdico diluido em
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PBS contendo 5 LDso do organismo patogénico. A protegdo
pode ser medida monitorando a sobrevivéncia dos animais e o
peso corporal, que & avaliado ao longo de um periodo de
observagdo de 21 dias. Camundongos severamente afetados s3o
sacrificados. Uma LDso de A/Mallard/Pennsylvania/10218/84 &
igual a 100-1000 do teste de dose 50 infecciosa de cultura
de tecido (TCID50).

Em outras formas de realizagdo, os camundongos
imunizados podem ser desafiados com uma variedade de
diferentes organismos patogénicos, por exemplo, diferentes
organismos patogénicos a partir do qual cada um dos
antigenos fixados ao polimero sdo derivados. Por exemplo,
uma composigdo imunogénica compreende cinco antigenos
diferentes fixados ao polimero, por exemplo,
polissacarideo, em que cada antigeno é derivado a partir de
cinco diferentes organismos patogénicos, os camundongos
imunizados podem ser desafiados com cada um dos cinco
organismos patogénicos diferentes, ou sequencialmente (em
qualquer ordem) ou simultaneamente. Um versado na arte
seria capaz de determinar LDsy para cada organismo
patogénico usado para desafiar os camundongos imunizados
por meio de métodos conhecidos na arte. Ver, por exemplo,
LaBarre & Lowy, 96 J. Virol. Meths. 107 (2001); Golub, 59J.

Immunol. 7 (1948).
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Kits

A presente invengdo também fornece kits para a
produgdo de uma composigdo imunogénica, como aqui descrito,
que €& Util para um investigador adaptar uma composicdo
imunogénica com os seus antigenos preferidos, por exemplo,
para fins de pesquisa para avaliar o efeito de um antigeno,
ou uma combinagdo de antigenos sobre a resposta imune. Tais
kits podem ser preparados a partir de materiais e reagentes
prontamente disponiveis. Por exemplo, tais kits podem
compreender qualguer um ou mais dos seguintes materiais: um
recipiente compreendendo um polimero, por exemplo, um
polissacarideo, reticulado com uma pluralidade de moléculas
de primeira afinidade, e um recipiente compreendendo uma
molécula de afinidade complementar que se associa com a
molécula de primeira afinidade, em que a molécula de
afinidade complementar se associa com um antigeno.

Em outra forma de realizagdo, o kit pode compreender
um recipiente compreendendo um polimero, por exemplo, um
polissacarideo, um recipiente compreendendo uma pluralidade
de moléculad de primeira de afinidade, e um recipiente
compreendendo um reagente de reticulagdo para reticulacdo
das molécula de primeira afinidade para o polimero.

Em algumas formas de realizagdo, o kit compreende

ainda um meio para fixar a molécula de afinidade
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complementar para o antigeno, onde o meio pode ser obtido
por um reagente de reticulagdo ou de alguma proteina de
fusdo intermedidria. Em algumas formas de realizagdo, o kit
pode compreender pelo menos um fator de co-estimulagdo, que
pode ser adicionado ao polimero. Em algumas formas de
realizagdo, o kit compreende um reagente de reticulacdo,
por exemplo, mas ndo limitado a, CDAP (tetrafluoroborato fr
l-ciano-4-dimetilaminopiridinio), EDC (clodridrato de 1-
etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida), cianoboro-
hidreto de sbédio; brometo de cianogénio; bicarbonato de
ambénio/&dcido iodoacético para ligar o co-fator para o
polimero.

Varios kits e componentes podem ser preparados para
uso nos métodos aqui descritos, dependendo do uso a que se
destina o kit, o antigeno alvo em particular e necessidades
do usuario.

A invengdo pode ser melhor descrita por qualquer uma

das formas de realizagdo nos seguintes  paragrafos

numerados:
1. Uma proteina de 1ligagdo & Dbiotina soltavel,
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos

FDASNFKDFSSIASASSSWQONQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCQONSPYPLTG
RVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQ

DTFQYVPTTENKSLLKD (SEQ ID NO: 1) e qualquer um de seus
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derivados funcionais.

2. A ligagdo de biotina do paradgrafo 1, em que a
proteina de ligagdo a biotina & produzida na forma solavel
a um nivel de pelo menos 10 mg/L de meio de cultura em E.
coli.

3. A proteina de ligagdo a biotina de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1-2, em que a proteina de
ligagdo & biotina & um dimero.

4. A proteina de 1ligagdo & biotina de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1-3, em que a proteina de
ligagdo a biotina compreende uma sequéncia de sinal
bacteriana no N-terminal.

5. A proteina de ligagdo a biotina do pardgrafo 4, em
que a sequéncia de sinal bacteriana é MKKIWLALAGLVLAFSASA
(SEQ ID No: 2).

6. A proteina de 1ligagdo a biotina de qualquer
paragrafo 4 ou 5, em que a sequéncia de sinal & ligada a
proteina de biotina via um ligador de peptideo.

7. A proteina de ligagdo & biotina do paragrafo 6, em
que o 1ligador de peptideo compreende a sequéncia de
aminodcidos AQDP (SEQ ID NO: 8) ou VSDP (SEQ ID NO: 9).

8. A proteina de ligagdo a biotina de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1-7, em que a proteina de

ligagdo & biotina compreende uma etiqueta de purificacdo no
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C-término.

9. A proteina de ligagdo a biotina do paragrafo 8, em
que a etiqueta de purificacdo & selecionada dentre o grupo
consistindo de uma etiqueta histidina, uma etiqueta c-my,
uma etiqueta Halo, wuma etiqueta Flag, e quaisquer
combinagdes das mesmas.

10. A proteina de ligagdo & biotina do pardgrafo 9, em
que a etiqueta histidina compreende a sequéncia de
aminodcidos HHHHHH (SEQ ID NO: 10).

11. A proteina de ligagdo a biotina de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 8-10, em que a etiqueta de
purificagdo é ligada a proteina de ligacdo & biotina via um
ligador de peptideo.

12. A proteina de ligagdo a biotina do paragrafo 11,
em que o ligador de peptideo compreende a sequéncia de
aminodcidos VDKLAAALE (SEQ ID NO: 11) ou GGGGSSSVDKLAAALE
(SEQ ID NO: 12).

13. A proteina de 1ligagdo a biotina de qualquer
paragrafo 1-12, em gue a proteina de ligagdo & biotina
compreende a sequéncia de aminodcidos

MKKIWLALAGLVLAFSASAAQDPFDASNFKDFSSIASASSSWONQSGSTMIIQV
DSFGNVSGQYVNRAQGTGCQONSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQ
VNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQODTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSVDKLAAA

LEHHHHHH (SEQ ID NO: 15).
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14. Uma composigdo compreendendo uma proteina de
ligagdo a Dbiotina de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1-13.

15. Uma proteina de fusdo compreendendo uma proteina
de ligagdo a biotina e de uma proteina ou um peptideo.

16. A proteina de fusdo do paragrafo 15, em que a
proteina ou peptideo € fusionado com a proteina de ligacdo
a biotina via um ligador de peptideo.

17. A proteina de fusdo do pardgrafo 15, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
GGGGSSS (SEQ ID NO: 22).

18. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 15-17, em que a proteina ou peptideo & um
antigeno selecionado dentre o grupo consistindo de:
antigenos pneumocdcicos, antigenos de tuberculose,
antigenos do antraz, antigenos de HIV, antigenos da gripe
sazonal ou epidémica, antigenos influenzae, antigenos de
coqueluche, antigenos de Staphylococcus aureus, antigenos
meningocdcicos, antigenos de Haemophilus, antigenos de HPV,
ou combina¢des dos mesmos.

195. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 15-18, em que o antigeno é uma variante nio
hemolitica da alfa-hemolisina de S. aureus.

20. A fusdo do paragrafo 19, em que a variante nio
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hemolitica de alfa-hemolisina de S. aureus compreende uma
muta¢do no residuo de aminodcidos 205, 213 ou 209-211 da
alfa-hemolisina de S. aureus tipo selvagem.

21. A proteina de fusdo do paradgrafo 19, em que a
variante ndo hemolitica de alfa-hemolisina de S. aureus
compreende uma das seguintes mutacdes na alfa-hemolisina de
S. aureus de tipo selvagem: (i) residuo de 205 W a A, (ii)
residuo de 213 W a A, ou (iii) residuos 209-211 DRD para
AAA,

22. A proteina de fus@o do pardgrafo 19, em que a
variante n8o hemolitica de alfa-hemolisina de S. aureus
compreende a sequéncia de aminodcidos selecionada dentre o
grupo consistindo de:

W205A
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG
TIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTY
GFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQ
NAGPYDRDSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDR
KASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN
(SEQ ID NO: 23);

W213A

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLY
IRTKGTIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYM

STLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIEFN
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NMVNQNWGPYDRDSANPVYGNQLEFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATV
ITMDRKASKQOTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEE
MTN (SEQ ID NO: 24);

DRD209-211AAA

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLV
IRTKGTIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYM
STLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFN
NMVNQNWGPYAAASWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATV
ITMDRKASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEE
MTN (SEQ ID NO: 25); e

variantes funcionais, por¢des, e seus derivados.

23. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagSes 15-22, em que a proteina de fusdo compreende
uma sequéncia de sinal bacteriana no N-terminal.

24. A proteina de fusdo do paradgrafo 23, em que a
sequéncia de sinal bacteriana & MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID
No: 2).

25. A proteina de fusdo de qualquer um dos paragrafos
23 ou 24, em que a sequéncia de sinal é ligada & proteina
de biotina via um ligador de peptideo.

26. A proteina de fusdo do paragrafo 25, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
AQDP (SEQ ID NO: 8) ou VSDP (SEQ ID NO: 9).

27. A proteina de fusdo de qualquer uma das



10

15

20

160

reivindicagdes 15-26, em que a proteina de fusdo compreende
uma etiqueta de purificag¢do no C-término.

28. A proteina de fusdo do paragrafo 27, em que a
etiqueta de purificagio é selecionada dentre o grupo
consistindo de uma etiqueta histidina, uma etiqueta c-my,
uma etiqueta Halo, uma etiqueta Flag, e quaisquer
combina¢des das mesmas.

29. A proteina de fusdo do pardgrafo 27, em que a
etiqueta histidina compreende a sequéncia de aminoacidos
HHHHHH (SEQ ID NO: 10).

30. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 27-29, em que a etiqueta de purificagdo é
ligada & proteina de ligac3o & biotina via um ligador de
peptideo.

3l. A proteina de fusdo do pardgrafo 30, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
VDKLAAALE (SEQ ID NO: 11).

32. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 15-31, em que a proteina de ligagdo a
biotina & uma proteina de ligacdo & biotina de qualquer uma
das reivindicag¢des 1-13.

33. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 15-32, em que a proteina de fusio compreende

a sequéncia de aminodcidos selecionada dentre o grupo
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consistindo de:

W205A

MKKIWLALAGLVLAFSASAAQDPFDASNFKDFSSIASASSSWONQSGSTMIIQV
DSFGNVSGQYVNRAQGTGCONSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQ
VNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQODTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSADSDINT
KTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYR
VYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVT
GDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQNAGPYDR
DSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQT
NIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTNVDKLAAALE
HHHHHH (SEQ ID NO: 26) ;

W213A

MKKIWLALAGLVLAFSASAAQDPFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQV
DSFGNVSGQYVNRAQGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQ
VNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKDGGCGSSSADSDINT
KTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYR
VYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVT
GDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQNWGPYDR
DSANPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQT
NIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTNVDKLAAALE
HHHHHH (SEQ ID NO: 27);

DRD209-211AA

MKKIWLALAGLVLAFSASAAQDPFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQV

DSFGNVSGQYVNRAQGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQ
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VNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQODTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSADSDINT
KTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYR
VYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVT
GDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNONWGPYAA
ASWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQT
NIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTNVDKLAAALE
HHHHHH (SEQ ID NO: 28).

34. Composigdo compreendendo uma proteina de fusdo de
qualquer uma das reivindicac¢Bes 15-33.

35. Um proteina de alfa-hemolisina (mHla) mutante,
compreendendo uma mutagdo no residuo de aminodcido 205, 213
ou 209-211 de alfa-hemolisina de S. aureus do tipo
selvagem, em que a alfa-hemolisina mutante tem atividade
hemolitica mais baixa do que um titulo equivalente da alfa-
hemolisina (Hla) tipo selvagem.

36. A alfa-hemolisina mutante do pardgrafo 35, em que
a atividade hemolitica da alfa-hemolisina mutante é, pelo
menos, 25% mais baixa do que um titulo equivalente de Hla
tipo selvagem.

37. A alfa-hemolisina mutante do pardgrafo 35 ou 36,
em que a alfa-hemolisina mutante compreende uma das
seguintes mutag¢des na alfa-hemolisina de S. aureus tipo
selvagem: (i) residuo de 205 W a A, (ii) residuo de 213 W a

A, ou (iii) os residuos 209-211 DRD a AAA.
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38. A alfa-hemolisina mutante de acordo com qualguer
uma das reivindicagdes 13-15, em que a alfa-hemolisina
mutante, compreende uma sequéncia de aminodcidos
selecionada dentre o grupo consistindo de:

W205A
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG
TIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTY
GFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQ
NAGPYDRDSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDR
KASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN
(SEQ ID NO: 23);

W213A

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLV
IRTKGTIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYM
STLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFN
NMVNONWGPYDRDSANPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATV
ITMDRKASKQQOTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEE
MTN (SEQ ID NO: 24);

DRD209-211AAA

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLV
IRTKGTIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYM
STLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFN
NMVNONWGPYAAASWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATV

ITMDRKASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEE
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MTN (SEQ ID NO: 25); e

variantes funcionais, porgdes, e seus derivados.

39. Uma composig¢do compreendendo uma alfa-hemolisina
mutante de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 35-
38.

40. Uma proteina de fusdo compreendendo uma alfa-
hemolisina e um dominio de ligagdo de biotina, em que a
proteina de fusdo tem uma atividade hemolitica mais baixa
do que um titulo equivalente da alfa-hemolisina tipo
selvagem (Hla).

41. A proteina de fusdo do paragrafo 18, em que a
alfa-hemolisina €& uma hemolisina mutante de acordo com
qualquer uma das reivindica¢des 35-38 ou a alfa-hemolisina
consiste da sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 27-319
de alfa-hemolisina de S. aureus tipo selvagem.

42. A proteina de fusdo do pardgrafo 19, em que o
dominio de ligagdo de biotina consiste na sequéncia de
amincdcidos SEQ ID NO: 1.

43. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 40-42, em que o dominio de ligacdo de
biotina e a alfa-hemolisina mutante s3o ligados por um
ligador de peptideo.

44. A proteina de fusdo do pardgrafo 43, em que o

ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
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GGGGSSS (SEQ ID NO: 22).

45. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 40-44, em que a proteina de fusdo compreende
uma sequéncia de sinal bacteriana no N-terminal.

46. A proteina de fusdo do pardgrafo 45, em que a
sequéncia de sinal bacteriana é MKKIWLALAGLVLAFSASA (SEQ ID
No: 2).

47. A proteina de fusdo de qualquer um dos paragrafos
45 ou 46, em que a sequéncia de sinal & ligada & proteina
de biotina via um ligador de peptideo.

48. A proteina de fusdo do paragrafo 47, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
AQDP (SEQ ID NO: 8) ou VSDP (SEQ ID NO: 9).

49. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 40-48, em que a proteina de fusdo compreende
uma etiqueta de purificacdo no C-término.

50. A proteina de fusdo do paradgrafo 49, em que a
etiqueta de purificagio é selecionada dentre o grupo
consistindo de uma etiqueta histidina, uma etiqueta c-my,
uma etiqueta Halo, uma etiqueta Flag, e quaisquer
combina¢des das mesmas.

51. A proteina de fusdo do pardgrafo 50, em que a
etiqueta histidina compreende a sequéncia de aminoacidos

HHHHHH (SEQ ID NO: 10).
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52. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 49-51, em que a etiqueta de purificacgdo &
ligada & proteina de ligagdo & biotina wvia um ligador de
peptideo.

53. A proteina de fusdo do paragrafo 52, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
VDKLAAALE (SEQ ID NO: 11).

54. A proteina de fusdo de qualquer wuma das
reivindicagdes 40-53, em que o dominio de 1ligacdo de
biotina & uma proteina de ligagdo & biotina de qualquer uma
das reivindicag¢des 1-13.

55. A proteina de fusdo de qualquer wuma das
reivindicagdes 40-54, em que a proteina de fusdo compreende
a sequéncia de aminocdcidos selecionada dentre o grupo
consistindo de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, e SEQ ID NO:
28.

56. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 40-55, em que a atividade hemolitica da
proteina de fusdo &, pelo menos, 25% mais baixa do que um
titulo equivalente de Hla tipo selvagem.

57. Composigdo compreendendo uma proteina de fusio de
qualquer uma das reivindicacdes 40-56.

58. Um método induzindo uma resposta imune em um

individuo, compreendendo a administracdio ao individuo de
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uma composig¢do de paragrafo 14, 34, 39, ou 57.

59. Um método de vacinagdo de um mamifero contra pelo
menos um patdgeno carregando um antigeno, o método
compreendendo a administragido de uma composicdo dos
paragrafos 14, 34, 39, ou 57.

60. O Método de qualquer uma das reivindicac¢des 58 ou
59, em que o individuo & um humano.

61. O método de qualquer uma das reivindicac¢des 58 ou
59, em gque o individuo & um animal de criacdo ou ndo
doméstico.

62. O método de qualquer uma das reivindicac¢des 58 ou
59, em que o individuo é um animal doméstico.

63. O método de qualquer uma das reivindicacdes 58 ou
59, em que a administragdo & através de injeg¢do subcuténea,
intranasal, intradérmica ou por injecdo intra muscular.

64. O método do pardgrafo 58, em que a resposta imune
€ uma resposta de anticorpo/célula B.

65. O método do pardgrafo 58, em que a resposta imune
€ uma resposta de células T CD4+ , incluindo resposta Thl,
Th2, ou Thl7.

66. O método do pardgrafo 58, em que a resposta imune
€ uma resposta de células T CDS8*.

67. A composigdo de qualquer uma das reivindicagdes

14, 34, 39, ou 57 para uso em diagndéstico para exposicdo a
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um patégeno ou ameaga imune.

68. Uma proteina de 1ligagdo & biotina lipidada,
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
FDASNFKDFSSTIASASSSWONQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCONSPYPLTG
RVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQ
DTFQYVPTTENKSLLKD (SEQ ID NO: 1) e qualquer um de seus
derivados funcionais.

69. A ligagdo de biotina lipidada de acordo com o
paragrafo 68, em que a proteina de ligacdio & biotina &
produzida na forma solivel a um nivel de pelo menos 10 mg/L
de meio de cultura em E. coli.

70. A proteina de 1ligagdo & biotina 1lipidada de
qualquer uma das reivindicagSes 68-69, em que a proteina de
ligagdo a biotina é um dimero.

71. A proteina de ligagdo a biotina lipidada de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 68-70, em que a
proteina de ligagdo & biotina compreende uma sequéncia de
lipidagdo no N-terminal.

72. A proteina de ligagdo & biotina lipidada de acordo
com o paragrafo 71, em que a sequéncia de lipidacdo &
MKKVAAFVALSLLMAGC (SEQ ID No: 3)

73. A proteina de ligagdo & biotina lipidada de acordo
com qualquer um dos pardgrafos 71 ou 72, em que a sequéncia

de lipidagdo & ligada & proteina de biotina por um ligador
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de peptideo.

74. A proteina de ligag¢do a biotina lipidada de acoxrdo
com o paragrafo 73, em que o ligador de peptideo compreende
a sequéncia de aminodcidos AQDP (SEQ ID NO: 8) ou VSDP (SEQ
ID NO: 9).

75. A proteina de ligagdo a biotina lipidada de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 68-74, em que a
proteina de ligagdo a biotina compreende uma etiqueta de
purificag¢do no C-término.

76. A proteina de ligagdo a biotina lipidada de acordo
com o pardgrafo 75, em que a etiqueta de purificacdo &
selecionada dentre o grupo consistindo de uma etiqueta
histidina, wuma etiqueta c¢-my, uma etiqueta Halo, uma
etiqueta Flag, e quaisquer combina¢des das mesmas.

77. A proteina de 1ligagdo a biotina 1lipidada do
paragrafo 76, em que a etiqueta histidina compreende a
sequéncia de aminodcidos HHHHHH (SEQ ID NO: 10).

78. A proteina de 1ligagdo a biotina 1lipidada de
qualquer uma das reivindicag¢des 75-77, em que a etiqueta de
purificagdo & ligada & proteina de ligac3o & biotina via um
ligador de peptideo.

79. A proteina de 1ligagdo a biotina lipidada de
paragrafo 78, em que o ligador de peptideo compreende a

sequéncia de aminodcidos VDKLAAALE (SEQ ID NO: 11) ou
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GGGGSSSVDKLAAALE (SEQ ID NO: 12).

80. A proteina de 1ligagdo &a biotina 1lipidada de
qualquer um dos pardgrafos 68-79, em que a proteina de
ligagdo & biotina compreende a sequéncia de aminodcidos
MKKVAAFVALSLLMAGCVSDPFDASNFKDFSSTASASSSWONQSGSTMIIQVDSFGNVS
GQYVNRAQGTGCQONSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTE
IVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKD (SEQ ID NO: 20).

81l. Uma composigdo compreendendo uma proteina de
ligagdo a biotina lipidada de qualquer uma das
reivindicag¢des 68-80.

82. Uma proteina de fusdo compreendendo uma proteina
de ligagdo a biotina 1lipidada e uma proteina ou um
peptideo.

83. A proteina de fusdo do pardgrafo 82, em que a
proteina ou peptideo & fusionado a uma proteina de ligacdo
a biotina lipidada por um ligador de peptideo.

84. A proteina de fusdo do pardgrafo 83, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
GGGGSSS (SEQ ID NO: 22).

85. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 82-84, em que a proteina ou peptideo & um
antigeno selecionado dentre o grupo consistindo de:
antigenos pneumocdcicos, antigenos de tuberculose,

antigenos do antraz, antigenos de HIV, antigenos da gripe
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sazonal ou epidemias, antigenos de influenza, antigenos de
coqueluche, antigenos de Staphylococcus aureus, antigenos
meningocdcicos, antigenos de Haemophilus, antigenos de HPV,
ou combina¢des dos mesmos.

86. A proteina de fusdo de qualquer um dos paragrafos
85, em que o antigeno é uma variante ndo-hemolitica da
alfa-hemolisina de S. aureus.

87. A fusdo do paragrafo 86, em que a variante ndo-
hemolitica da alfa-hemolisina de S. aureus compreende uma
mutagdo do residuo de aminodcidos 205, 213 ou 209-211 de
alfa-hemolisina de S. aureus tipo selvagem.

88. A proteina de fusdo do paragrafo 86, em que a
variante ndo-hemolitica da alfa-hemolisina de 8. aureus
compreende uma das seguintes muta¢des de alfa-hemolisina de
S. aureus tipo selvagem: (i) residuo 205 W a A; (ii)
residuo 213 W a A; ou (iii) residuos 209-211 DRD a AAA.

89. A proteina de fusdo do paragrafo 86, em que a
variante ndo-hemolitica da alfa-hemolisina de 8. aureus
compreende a sequéncia de aminodcidos selecionada dentre o
grupo consistindo de:

W205A
ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKG
TIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTY

GFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQ
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NAGPYDRDSWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDR
KASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTN
(SEQ ID NO: 23);

W213A

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLV
IRTKGTIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYM
STLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFN
NMVNQNWGPYDRDSANPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATV
ITMDRKASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEE
MTIN (SEQ ID NO: 24);

DRD209-211AAA

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLV
IRTKGTIAGQYRVYSEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYM
STLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFN
NMVNQNWGPYAAASWNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATV
ITMDRKASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEE
MTN (SEQ ID NO: 25); e

variantes funcionais, por¢des, e seus derivados.

90. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 82-89, em que a proteina de fusdo compreende
uma sequéncia de lipida¢do no N-terminal.

91. A proteina de fusdo do pariagrafo 90, em que a
sequéncia de lipidag¢do & MKKVAAFVALSLLMAGC (SEQ ID No: 3).

92. A proteina de fusdo de qualquer um dos pardgrafos
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90 ou 91, em que a sequéncia de sinal é ligada & proteina
de biotina via um ligador de peptideo.

93. A proteina de fusdo do paragrafo 92, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
AQDP (SEQ ID NO: 8) ou VSDP (SEQ ID NO: 9).

94. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 82-93, em que a proteina de fusdo compreende
uma etiqueta de purifica¢do no C-término.

95. A proteina de fusdo do paradgrafo 94, em que a
etiqueta de purificagdo é selecionada dentre o grupo
consistindo de uma etiqueta histidina, uma etiqueta c-my,
uma etiqueta Halo, uma etiqueta Flag, e (quaisquer
combina¢des das mesmas.

96. A proteina de fusdo do pardgrafo 95, em que a
etiqueta histidina compreende a sequéncia de aminodcidos
HHHHHH (SEQ ID NO: 10).

97. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 93-96, em que a etiqueta de purificacdo &
ligada & proteina de ligagdo a biotina via um ligador de
peptideo.

98. A proteina de fus8o do paragrafo 97, em que o
ligador de peptideo compreende a sequéncia de aminodcidos
VDKLAAALE (SEQ ID NO: 11).

99. A proteina de fusdo de qualquer uma das
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reivindicagdes 82-98, em gque a proteina de 1ligagdo a
biotina 1lipidada & uma proteina de ligagdo & biotina de
acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 68-80.

100. A proteina de fusdo de qualquer uma das
reivindicagdes 82-99, em que a proteina de fusdo compreende
a sequéncia de aminodcidos selecionada dentre o grupo
consistindo de

(1) SEQ ID NO: 53

MKKVAAFVALSLLMAGCVSPDFDASNFKDFSSIASASSSWQONQSGSTMIIQVDS
FGNVSGQYVNRAQGTGCONSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVN
GNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSADSDINIKT
GTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYRVY
SEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVTGD
DTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQONAGPYDRDS
WNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQOTNT
DVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTNVDKLAAALEHH
HHHH;

(ii) SEQ ID NO: 54

MKKVAAFVALSLLMAGCVSPDFDASNFKDFSSIASASSSWQONQSGSTMIIQVDS
FGNVSGQYVNRAQGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVN
GNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSADSDINIKT
GTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYRVY
SEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVTGD

DTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNONWGPYDRDS
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ANPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQOTNI
DVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTNVDKLAAALEHH
HHHH; e

(iii) SEQ ID NO: 55

MKKVAAFVALSLLMAGCVSPDFDASNFKDFSSTASASSSWONQSGSTMIIQVDS
FGNVSGQYVNRAQGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVN
GNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQODTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSADSDINIKT
GTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYRVY
SEEGANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVTGD
DTGKIGGLIGANVSIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNQNWGPYAAAS
WNPVYGNQLFMKTRNGSMKADNAFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQTNI
DVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWIDRSSERYKIDWEKEEMTNVDKLAAALEHH
HHHH (SEQ ID NO: 55).

101. Uma composigdo compreendendo uma proteina de
ligagdo & biotina lipidada de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 82-100.

102. Um método induzindo uma resposta imune em um
individuo, compreendendo a administracio ao individuo de
uma composigdo de pardgrafo 81 ou 101.

103. Um método de vacinagdo de um mamifero contra pelo
menos um patdgeno carregando um antigeno, o método
compreendendo a administragdo de uma composicdo do
paragrafo 81 ou 101.

104. O Método de qualquer uma das reivindicagdes 102
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ou 103, em que o individuo & um humano.

105. O método de qualquer uma das reivindicag¢des 102
ou 103, em que o individuo & um animal de criagdo ou ndo
doméstico.

106. O método de qualquer uma das reivindicagdes 102
ou 103, em que o individuo & um animal doméstico.

107. O método de qualquer uma das reivindicag¢des 102
ou 103, em que a administragdo é& via injeg¢do subcuténea,
intranasal, intradérmica ou injec¢do intra muscular.

108. O método do paragrafo 102, em que a resposta
imune & uma resposta de anticorpo/célula B.

109. O método do paragrafo 102, em que a resposta
imune & uma resposta de células T CD4*, incluindo resposta
Thl, Th2, ou Thl7.

110. O método do paragrafo 102, em que a resposta
imune & uma resposta de células T CDS8*.

111. A composigdo de qualquer uma das reivindicac¢des
81 ou 101 para uso em um diagndéstico para exposic¢do a um
patégeno ou ameag¢a imune.

Algumas defini¢bes selecionadas

Por conveniéncia, certos termos empreguados por todo o
pedido (incluindo o relatdrio, exemplos, e reivindicacdes
em anexo) sdo aqui reunidos. Salvo definido em contréario,

todos os termos técnicos e cientificos aqui usados tém o
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mesmo significado como comumente entendido por um versado
na arte a qual esta inveng¢do pertence.

Como aqui wusado e nas reivindica¢des, as formas
singulares incluem a referéncia no plural e vice-versa, a
menos que o contexto indique claramente o contrdrio. O
termo "ou" & inclusivo a ndo ser que modificado, por
exemplo, por "ou". Exceto nos exemplos de operacdo, ou onde
indicado em contrario, todos os nlUmeros expressando
quantidades de ingredientes ou condicdes de reagdo aqui
usados devem ser entendidos como modificados em todos os
casos pelo termo "cerca de”.

O termo "composigdo imunogénica" aqui usado é definido
como uma composigdo capaz de elicitar uma resposta imune,
como um anticorpo ou resposta imune celular, quando
administrada a um individuo. As composig¢des imunogénicas da
presente invengdo podem ou ndo ser imunoprotetoras ou
terapéuticas. Quando as composig¢des imunogénicas da
presente invengdo previnem, melhoram, atenuam ou eliminaram
a doenga do individuo, entfo a composicio imunogénica pode,
opcionalmente, ser referida como uma vacina. Como aqui
usado, no entanto, o termo composicio imunogénica ndo
pretende ser limitado a vacinas.

Como wusado aqui, o termo "antigeno" refere-ge a

qualquer substincia que inicia uma resposta imune dirigida
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contra a substdncia. Em algumas formas de realizagdo, um
antigeno & um peptideo ou um polipeptideo, e em outras
formas de realizagdo, ele pode ser qualquer produto quimico
ou porgao, por exemplo, um carboidrato, que elicita uma
resposta imune dirigida contra a substéncia.

O termo "associa", como aqui usado refere-se a ligacédo
de duas ou mais moléculas por ligag¢des n3o covalentes ou
covalentes. Em algumas formas de realizagdo, onde ligacdo
de duas ou mais moléculas ocorre por uma ligacdo covalente,
as duas ou mais moléculas podem ser fusionados juntas, ou
reticuladas juntas. Em algumas formas de realizacdo, onde a
ligagdo de duas ou mais moléculas ocorre por uma ligacdo

ndo-covalente, as duas ou mais moléculas podem formar um

complexo.
O termo "complexo", como agqui usado refere-se a um
conjunto de duas ou mais moléculas, conectadas

espacialmente por meios diferentes do que uma interacdo
covalente, por exemplo, elas podem ser conectadas através
de interag¢des eletrostdticas, hidrogénio ligado ou por
interagdes hidrofdébicas (isto &, forcas de van der Waals).
Como usado aqui, o termo "fusionado" significa que
pelo menos uma proteina ou peptideo estd fisicamente
associado com uma segunda proteina ou peptideo. Em algumas

formas de realizagdo, a fus3o é tipicamente uma ligacgédo
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covalente, no entanto, outros tipos de 1liga¢des estédo
englobadas no termo "fusionado" e incluem, por exemplo,
ligagdo através de wuma interacdo eletrostdtica, ou uma
interagdo hidrofébica e semelhantes. A ligacd3o covalente
pode englobar ligagdo como uma proteina de fusdo ou ligacido
copulada quimicamente, por exemplo, por meio de um
dissulfeto ligado formado entre dois residuos de cisteina.

Como usado aqui, o termo "polipeptideo de fusdo" ou
"proteina de fusdo" significa uma proteina criada pela
jungdo de duas ou mais sequéncias de polipeptideo juntas.
Os polipeptideos de fusdo englobados nesta invencdo incluem
os produtos de tradugdo de um construto de gene quimérico,
que junta as sequéncias de DNA codificando um ou mais
antigenos, ou fragmentos ou mutantes dos mesmos, com a
sequéncia de DNA codificando um segundo polipeptideo para
formar um dUnico quadro de leitura aberta. Em outras
palavras, um "polipeptideo de fus3o" ou "proteina de fusdo"
€ uma proteina recombinante de duas ou mais proteinas que
sdo unidas por uma ligagdo de peptideo. Em algumas formas
de realizagdo, a segunda proteina & qual os antigenos sédo
fusionados a & uma molécula de afinidade complementar que é
capaz de interagir com uma molécula de primeira afinidade
do par de afinidade complementar.

Os termos "polipeptideo" e "proteina" podem ser usados
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alternadamente para fazer referéncia a um polimero de
residuos de aminodcidos ligados por ligagdes peptidicas, e
para os efeitos da invengdo reivindicada, tém um
comprimento minimo tipico de pelo menos 25 aminodcidos. O
termo "polipeptideo" e ‘"proteina" pode englobar uma
proteina multimérica, por exemplo, uma proteina contendo
mais do que um dominio ou subunidade. O termo "peptideo",
como aqui usado refere-se a uma sequéncia de aminoacidos
ligados a uma ligagdo de peptideo contendo menos do que 25
aminodcidos, por exemplo, entre cerca de 4 aminodcidos e 25
aminodcidos de comprimento. As proteinas e peptideos podem
ser compostos por aminodcidos dispostos linearmente por
ligagBes peptidicas, quer sejam produzidos biologicamente,
recombinantemente, ou sinteticamente e se compostos de
aminodcidos de ocorréncia natural ou de ocorréncia nio
natural, estdo incluidos dentro desta definigdo. Ambas as
proteinas de comprimento completo e seus fragmentos maiores
do que 25 aminodcidos est3o englobados pela definicdo de
proteina. Os termos também incluem os polipeptideos que tém
modificag¢des co-translacionais (por exemplo, clivagem do
peptideo de sinal) e as pés-translacionais do polipeptideo,
tais como, por exemplo, a formagdo de 1ligacd3o de
dissulfeto, glicosilacdo, acetilacdo, fosforilacao,

lipidagdo, clivagem proteolitica (por exemplo, clivagem por
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metaloproteases), e semelhantes. Além disso, como aqui
usado, um "polipeptideo" refere-se a uma proteina que
inclui modificacgdes, tais como delegdes, adigbes e
substituig¢des (geralmente de natureza conservativa como
seria conhecido do versado na arte), para a sequéncia
nativa, desde que a proteina mantenha a atividade desejada.
Estas modifica¢des podem ser deliberadas, como através de
mutagénese sitio-dirigida, ou podem ser acidentais, tal
como através de mutagSes dos hospedeiros que produzem as
proteinas, ou erros devido & amplificacdo PCR ou outros
métodos de DNA recombinante.

O termo "sequéncia de sinal" significa uma sequéncia
de &acido nucléico que, quando ligado operativamente a uma
molécula de Acido nucléico, facilita a secregdo do produto
(por exemplo, proteina ou peptideo) codificado pela
molécula de A&cido nucléico. Em algumas formas de
realizagdo, a sequéncia de sinal estd, preferivelmente,
localizada a 5' para a molécula de &cido nucléico.

Como wusado aqui, o termo "N-glicosilada" ou UN-
glicosilagdo" refere-se & fixacdo covalente de uma porgao
de aglGcar a residuos de asparagina em um polipeptideo.
Porgdes de aglicar podem incluir, mas nio estdo limitados a
glicose, manose e N-acetilglucosamina. Modificag¢des dos

glicanos sdo também incluidas, por exemplo, sializacdo.
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Uma "célula apresentando antigenos" ou "APC" & uma
célula que @expressa as moléculas de complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) e podem apresentar
antigeno estranho complexado com MHC sobre sua superficie.
Exemplos de células apresentando antigeno s3o células
dendriticas, macrdéfagos, células B, fibroblastos (pele),
células epiteliais do timo, células epiteliais da tirdide,
células da glia (cérebro), células beta pancreadticas e
células endoteliais vasculares.

O termo "porgdo funcional" ou "fragmento funcional",
tal como usado no contexto de uma "porgdo funcional de um
antigeno" refere-se a uma porgdo do antigeno ou
polipeptideo de antigeno que media o mesmo efeito que a
porgdo do antigeno completo, por exemplo, elicita uma
resposta imune em um individuo, ou media uma associag¢do com
outra molécula, por exemplo, compreende, pelo menos, um
epitopo.

Uma "porgdo" de um antigeno alvo, como o termo é aqui
usado, sera de, pelo menos, trés aminodcidos de
comprimento, e pode ser, por exemplo, pelo menos 6, pelo
menos 8, pelo menos 10, pelo menos 14, pelo menos 16, pelo
menos 17, pelo menos 18, pelo menos 19, pelo menos 20 ou,
pelo menos, 25 aminodcidos ou mais, inclusive.

Os termos "linfdécito T citotdéxico" ou "CTL" refere-se
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a linfbécitos que induzem a apoptose em células alvo-
marcadas. CTLs formam conjugados antigeno-especificos com
células-alvo através de interagdo de TCRs com antigeno
processado (Ag) nas superficies da célula-alvo, resultando
em apoptose da célula alvo-marcada. Corpos apoptdticos sdo
eliminados por macrdfagos. O termo "resposta de CTL" &
usado para referir-se a resposta imune primdria mediada por
células CTL.

O termo "imunidade mediada por células" ou "CMI", como
aqui usado refere-se a uma resposta imune que ndo envolve
anticorpos ou complemento mas envolve a ativag¢do de, por
exemplo, macrdéfagos, células assassinas naturais (NK),
linfécitos T citotdxicos especificos de antigenos (células
T), e a liberagdo de varias citocinas em resposta a um
antigeno alvo. Dito de outra maneira, CMI refere-se a
células imunes (tal como as células T e outros linfdécitos)
que se ligam a superficie de outras células que exibem um
antigeno alvo (tais como células apresentando antigenos
(APC)) e disparam uma resposta. A resposta pode envolver
outros linfdcitos e/ou qualquer uma das outras células
brancas do sangue (leucdcitos) e a liberacdo de citocinas.
A imunidade celular protege o corpo por: (i) ativacdo de
linfdécitos T citotdxicos especificos de antigeno (CTLs) que

sdo capazes de destruir as células do corpo exibindo
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epitopos de antigeno estranho na sua superficie, tais como
as células infectadas com virus e células com bactérias
intracelulares, (2) ativagdo de macrdéfagos e células NK,
permitindo as mesmas destruir patdgenos intracelulares, e
(3) estimular as células para secretar uma variedade de
citocinas, que influenciam a funcdo de outras células
envolvidos nas respostas imunes adaptativas e respostas
imunes inatas.

O termo "célula imune" como aqui usado refere-se a
qualquer célula que pode liberar uma citocina em resposta a
um estimulo antigénico direto ou indireto. Incluidos no
termo "células imunes" aqui, estdo os linfécitos, incluindo
células exterminadoras naturais (NK), células T (CD4+ e/ou
CD8*), células B, macrdfagos e mondcitos, células Th;
células Thl; células Th2; leucdcitos; células dendriticas,
macrdfagos; células-tronco e mondcitos e qualquer outra
célula que € capaz de produzir uma molécula de citocina, em
resposta a estimulagdo por antigeno direta ou indireta.
Tipicamente, uma célula imune é um linfécito, por exemplo,
um linfécito de célula T.

O termo "citocina", como aqui usado refere-se a uma
molécula liberada a partir de uma célula imune em resposta
a estimulagdo com um antigeno. Exemplos destas citocinas

incluem, mas ndo est8o limitados a: GM-CSF; IL-1q; IL-1B;
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IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-10; IL-12;
IL-17A, IL-17F ou outros membros da familia IL-17, IL-22,
IL-23, IFN-o; IFN-B; IFN-y; MIP-la; MIP-1f; TGFB; TNFa ou
TNFB. O termo "citocina" ndo inclui anticorpos.

O termo ‘'"individuo" como aqui usado refere-se a
qualquer animal em que ele é Gtil para elicitar uma
resposta imune. O individuo pode ser um animal selvagem,
doméstico, comercial ou de companhia, como um passaro ou
mamifero. O individuo pode ser um humano. Embora em uma
forma de realizagdo da invengdo seja contemplado que as
composigdes imunogénicas, como aqui descrito, também podem
ser adequadas para o tratamento terapéutico ou profildtico
em humanos, mas também & aplicdvel a vertebrados de sangue
quente, por exemplo, mamiferos, tais como primatas nédo-
humanos (particularmente os primatas superiores),
carneiros, cdo, roedor (por exemplo, camundongos ou ratos),
porquinho-da-india, cabra, porco, gato, coelho, vaca, e os
ndo mamiferos, como galinhas, patos ou perus. Em outra
forma de realizagdo, o individuo & um animal selvagem, por
exemplo, um passaro, tais como para o diagndstico da gripe
aviaria. Em algumas formas de realizacdo, o individuo & um
animal ou animal experimental ou substituto de animal como
um modelo de doenga. O individuo pode ser um individuo em

necessidade de tratamento veterindrio, onde elicitar uma
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resposta imune a um antigeno é Util para prevenir uma
doenga e/ou para controlar a propagagdo de uma doenga, por
exemplo, SIV, STL1l, SFV, ou no caso de gado, febre aftosa,
ou no caso das aves, a doenga de Marek ou gripe aviaria, e
outras tais doencgas.

Como usado aqui, o termo "patdgeno" refere-se a um
organismo ou molécula que causa uma doenc¢a ou distGrbio em
um individuo. Por exemplo, patdgenos incluem, mas ndo estdo
limitados a wvirus, fungos, bactérias, parasitas e outros
organismos infecciosos ou moléculas dos mesmos, bem como
por organismos macroscdpicos taxonomicamente relacionados
dentro das categorias de algas, fungos, leveduras,
protozoarios, ou similares.

Uma "célula de cancer" refere-se a uma célula pré-
cancerosa, ou cancerosa ou transformada, quer in vivo, ex
vivo, ou em cultura de tecidos, que tem mudancgas
fenotipicas esponténeas ou induzidas que n3o envolvem
necessariamente a absorgdo de novo material genético.
Embora a transformagdo possa surgir a partir de infeccédo
com um virus transformante e incorporacdo de novo &acido
nucléico gendmico, ou a absorgdo de &cido nucléico exdgeno,
ela também pode surgir espontaneamente ou apds exposicdo a
um carcinogénio, mutando desse modo um gene enddgeno.

Transformagdo/céncer estd associado com, por exemplo,



10

15

20

187

alteragdes morfoldgicas, imortalizacdo de células, controle
do crescimento aberrante, formagdo de focos, independéncia
de ancoragem, malignidade, perda de inibicd3o de contato e
limitagdo da densidade de crescimento, fator de crescimento
ou independéncia de soro, marcadores especificos de tumor,
invasividade ou metdstase, e crescimento de tumor em
hospedeiros animais apropriados, tais como camundongos nus.
Ver, por exemplo, Freshney, CULTURE ANIMAL CELLS: MANUAL BASIC
TEcH. (3%. ed., 1994).

O termo "tipo selvagem" refere-se & sequénecia de
polinucleotideos de ocorréncia natural, normal, codificando
uma proteina, ou uma por¢do da mesma, ou sequéncia de
proteina, ou uma sua por¢do, respectivamente, tal como
tipicamente existe in vivo.

O termo "mutante" refere-se a um organismo ou célula
com qualquer mudanga no seu material genético, em
particular, uma mudanca (isto &, delegdo, substituicio,
adigdo ou alteragdo) em relagdio a uma sequéncia de
polinucleotideos de tipo selvagem ou qualquer mudanca
relativa a uma sequéncia de proteinas de tipo selvagem. O
termo ‘"variante" ©pode ser wusado alternadamente com
"mutante". Embora seja geralmente assumido que uma mudanga
no material genético resulta em uma mudanga da fungdo da

proteina, os termos "mutante" e "variante" referem- se a
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uma mudanga na sequéncia de uma proteina de tipo selvagem,
independentemente de se a mudanga altera a funcdo da
proteina (por exemplo, aumenta, diminui, confere uma nova
fungdo), ou se a mudang¢a ndo tem nenhum efeito sobre a
fungdo da proteina (por exemplo, mutag¢do ou variagdo &
silente) .

O termo "farmaceuticamente aceitavel" refere-se a
compostos e composigdes que podem ser administradas a
mamiferos sem toxicidade indevida. O termo "veiculos
farmaceuticamente aceitdveis" exclui meio de cultura de
tecido. Exemplos de sais farmaceuticamente aceitéveis
incluem, mas ndo estdo limitados a sais de &cidos minerais
tais como cloridratos, bromidratos, fosfatos, sulfatos, e
outros, e os sais de acidos orgdnicos tais como acetatos,
propionatos, malonatos, benzoatos, e outros. Os veiculos
farmaceuticamente aceitdveis sdo bem conhecidos na arte.

Sera apreciado que as proteinas ou polipeptideos
muitas vezes contém aminodcidos diferentes dos 20
aminodcidos tipicamente referidos como os 20 aminodcidos de
ocorréncia natural e que muitos aminodcidos, incluindo os
aminodcidos terminais, podem ser modificados em um
determinado polipeptideo, por processos naturais, tais como
a glicosilagdo e outras modifica¢des pds-traducdo, ou por

técnicas de modificagdo quimica que sdo bem conhecidas na
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arte. Modificagdes conhecidas que podem estar presentes em
polipeptideos da presente inven¢do incluem, mas nio estdo
limitadas a, acetilacgdo, acilacgdo, ADP-ribosilacao,
amidagdo, fixagdo covalente de flavina, fixac¢3o covalente
de uma porgdo heme, fixagdo covalente de um polinucleotideo
ou derivado de polinucleotideo, fixac3o covalente de um
lipidio ou derivado de lipidio, fixacdo covalente de
fosfotidilinositol, reticulag¢do, ciclizacdo, formacdo de
ligagSes dissulfeto, desmetilagdo, formacdo de reticulagdes
covalentes, formagdo de cistina, formacdo de piroglutamato,
formulagdo, gama- carboxilag¢do, glicacdo, glicosilacédo,

formagdo de &ncora GPI, hidroxilagdo, iodac3o, metilacdo,

miristoilacdo, oxidacdo, processamento proteolitico,
fosforilacéo, prenilacéo, racemizacao, selenoilacgdo,
sulfagdo, transferéncia - adicdo mediada de RNA de
aminodcidos para proteinas, como arginilacgio, e
ubiquitinacg&o.

Como usado aqui, os termos "homdélogos" ou "homdélogas™"
sdo usados alternadamente, e, quando usados para descrever
um polinucleotideo ou polipeptideo, indicam que dois
polinucleotideos ou polipeptideos, ou sequéncias designadas
dos mesmos, quando otimamente alinhadas e comparadas, por
exemplo, wusando os programas BLAST, vers3o 2.2.14 com

pardmetros de default para o alinhamento s3o idénticos, com
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insergBes ou delegdes de nucleotideos ou insergdes ou
delegdes de aminodcidos apropriadas, em pelo menos 70% dos
nucleotideos, geralmente de cerca de 75% a 99%, como pelo
menos 98 a 99% dos nucleotideos. Para um polipeptideo, deve
haver pelo menos 50% de identidade de aminodcidos no
polipeptideo. O termo "homdlogo" ou "homdloga", como aqui
usado refere-se também a homologia com respeito &
estrutura. Determinagdo de homélogos de genes ou
polipeptideos pode ser facilmente determinada pelo versado
na arte. Quando no contexto com um percentual definido, a
percentagem de homologia definida significa, pelo menos, a
percentagem de similaridade de aminodcidos. Por exemplo,
85% de homologia refere-se a pelo menos 85% de similaridade
de aminodcidos.

Como usado aqui, o termo "heterdlogo" com referéncia a
sequéncias de &cidos nucléicos, proteinas ou polipeptideos
significa que estas moléculas nd3o s3o de ocorréncia natural
nesta célula. Por exemplo, a sequéncia de &cido nucléico
codificando para um polipeptideo de antigeno de fus3o aqui
descrito que estd inserido em uma célula, por exemplo, no
contexto de um vetor de expressdo de proteina, & uma
sequéncia de &cido nucléico heterdloga.

Para comparag¢do de sequéncias, tipicamente uma

sequéncia atua como sequéncia de referéncia, para a qual as
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sequéncias de teste sdo comparadas. Quando usando um
algoritmo de comparagdo de sequéncias, sequéncias de teste
e de referéncia s8o introduzidas em um computador,
coordenadas de subsequéncia sdo designadas, se necesséario,
e os pardmetros do programa do algoritmo de sequéncia sio
projetados. O algoritmo de compara¢do de sequéncias calcula
entdo a percentagem de identidade de sequéncia para af(s)
sequéncia(s) de teste relativa(s) a sequéncia de
referéncia, com base nos parimetros do programa projetados.
Quando necessdrio ou desejado, um alinhamento &timo de
sequéncias para comparacdo pode ser conduzido por qualquer
variedade de abordagens, uma vez que s3do bem conhecidos na
arte,

O termo "variante" como aqui usado pode referir-se a
um polipeptideo ou &acido nucléico que difere do
polipeptideo ou &cido nucléico de ocorréncia natural por
uma ou mais delecgdes, adicdes, substituig¢des ou
modificagdes da cadeia lateral de aminodcidos ou &acidos
nucléicos, ainda retendo uma ou mais funcgdes ou atividades
bioldégicas especificas da molécula ocorrendo naturalmente.
As substituigdes de aminodcidos incluem alteracdes em que
um aminodcido & substituido por um residuo de aminoacido
diferente de ocorréncia natural ou um ndo convencional.

Tais substituig¢des podem ser classificadas como
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"conservativas", caso em que um residuo de aminodcido
contido em um polipeptideo & substituido por outro
aminodacido de ocorréncia natural de cardter semelhante quer
em relagdo a polaridade, funcionalidade da cadeia lateral
ou tamanho. Substitui¢des englobados pelas variantes, como
aqui descrito, podem também ser "n3o conservativas", em que
um residuo de aminodcido que estd presente em um peptideo &
substituido com um aminodcido tendo propriedades diferentes
(por exemplo, substituindo um aminoicido carregado ou
hidrofébico com alanina) ou, alternativamente, em que um
aminodcido de ocorréncia natural é substituido por um
aminodcido n&o convencional. Também englobados dentro do
termo "variante" quando usado com referéncia a um
polinucleotideo ou polipeptideo, sdo variacdes na estrutura
primaria, secundaria ou tercidria, em comparagdo a um
polinucleotideo ou polipeptideo de referéncia,
respectivamente (por exemplo, em comparacdo com um
polinucleotideo ou polipeptideo de tipo selvagem) .

O termo "substancialmente similar", quando usado em
referéncia a uma variante de um antigeno ou de um derivado
funcional de um antigeno em comparacdo com o antigeno
original significa que uma sequéncia do individuo
particular varia da sequéncia de polipeptideo de antigeno

por uma ou mais substitui¢des, deleg¢des ou adig¢des, mas
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retém pelo menos 50%, ou mais, por exemplo, pelo menos 60%,

70%, 80%, 90% ou mais, inclusive, da funcdo do antigeno
para elicitar uma resposta imune em um individuo. Para
determinar as sequéncias de polinucleotideos, todas as
sequéncias de polinucleotideos do individuo capazes de
codificar as sequéncias de aminodcidos substancialmente
similares s83o consideradas como sendo substancialmente
similares a uma sequéncia de polinucleotideos de
referéncia, n3o obstante as diferencas na sequéncia de
cédons. Uma sequéncia de nucleotideos é "substancialmente
similar" a uma determinada sequéncia de &cido nucléico do
antigeno se: (a) a sequéncia de nucleotideos hibrida com as
regides de codifica¢do da sequéncia do antigeno nativo, ou
(b) a sequénecia de nucleotideos & capaz de hibridacdo com a
sequéncia de nucleotideos do antigeno nativo sob condic¢Ses
moderadamente estringentes e tem uma atividade biolégica
similar & da proteina do antigeno nativo, ou (¢) as
sequéncias de nucleotideos que sdo degeneradas como
resultado do cédigo genético relativamente as sequéncias de
nucleotideos definidas em (a) ou (b) . Proteinas
substancialmente similares ser3io tipicamente maiores do que
cerca de 80% similares & sequéncia correspondente da
proteina nativa.

As variantes podem incluir mudancas de aminoicidos
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conservativas ou ndo conservativas, tal como descrito
abaixo. As mudangas polinucleotidicas podem resultar em
substitui¢des, adigles, delegdes, fusdes e truncagens de
aminodcido, no polipeptideo codificado pela sequéncia de
referéncia. As variantes também podem incluir inser¢des,
delegbes ou substitui¢des de aminodcidos, incluindo
insergdes e substitui¢des de aminodcidos e outras
moléculas) que tipicamente ndo ocorrem na sequéncia de
peptideos que é a base da variante, por exemplo, mas nio se
limitando a insergdo de ornitina que nfo ocorre tipicamente
em proteinas humanas. "Substituig¢des de aminodcidos
conservativas" resultam da substituicdo de um aminoicido
por outro que tem propriedades estruturais e/ou quimicas
semelhantes. Tabelas de substituicdo conservativa que
fornecem aminodcidos funcionalmente similares s3o bem
conhecidas na arte. Por exemplo, um dos seis grupos
seguintes contém cada um aminodcidos que sdo substituigdes
conservativas entre si: (1) Alanina (A), Serina (s),
Treonina (T), (2) Acido aspartico (D), &acido glutémico (E),
(3) Asparagina (N), Glutamina (Q), (4) Arginina (R), Lisina
(K), (5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina
(V) e (6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W).
Ver, por exemplo, Creighton, PRroTEINS (W.H. Freeman &

Co.,1984).
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A escolha de aminodcidos conservativos pode ser
selecionada com base na localizacdo do aminodcido a ser
substituido no peptideo, por exemplo, se o aminodcido esta
no exterior do peptideo e exposto a solventes, ou sobre o
interior e ndo exposto a solventes. Selecdo de tais
substitui¢des conservativas de aminodcidos estid dentro da
pericia de um versado na arte. Portanto, pode-se selecionar
as substitui¢des de aminodcidos conservativas apropriadas
para aminodcidos no exterior de uma proteina ou peptideo
(isto &, os aminodcidos expostos a um solvente). Estas
substituigdes incluem, mas nao estado limitadas as
seguintes: a substituicdio de Y com F, T com & ou K, P com
A, EcomDou@Q, NcomDou G, R com K, Gcom N ou A, T com
S ou K, Dcom Noue&E, I comL ou V, FcomY, S com T ou A,
R com K, Gcom Noud, KcomR, A com S, K ou P.

Em alternativa, € também possivel selecionar as
substitui¢des de aminodcidos conservativas apropriadas para
aminodcidos no interior de uma proteina ou peptideo (isto
€, os aminodcidos n3o s#o expostos a um solvente). Por
exemplo, pode-se usar as seguintes substituigdes
conservativas: em que Y é substituido com F, T com A ou 8§,
I comL ouV, WcomY, M com L, Ncom D, G com A, T com A
ou S, Dcom N, TcomLouV, FcomYoul, ScomAouTeA

com S, G, T ou V. Em algumas formas de realizagdo, os
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polipeptideos LF incluindo substituig¢des de aminoacidos ndo
conservativas estdo também englobados dentro do termo
"variantes". Como aqui usado, o termo substituicdo "ndo
conservativa" refere-se a substituicdo de um residuo de
aminodcido por um residuo de aminodcido diferente que tenha
propriedades quimicas diferentes. Exemplos ndo limitativos
de substituigles ndo conservativas incluem &cido aspartico
(D), sendo substituido por glicina (G); asparagina (N),
sendo substituida por 1lisina (K) e alanina (A) sendo
substituida por arginina (R).

O termo "derivado", como aqui usado refere-se a
proteinas ou peptideos que foram quimicamente modificados,
por exemplo, por wubiquitinagdo, rotulagdo, peguilacdo
(derivatizagdo com polietileno glicol) ou a adigdo de
outras moléculas. Uma molécula é também um "derivado" de
outra molécula quando contém porg¢des quimicas adicionais
que ndo fazem parte tipicamente da molécula. Tais porgdes
podem melhorar a solubilidade da molécula, absorcgdo, semi-
vida bioldégica, etc As porcdes podem alternativamente
diminuir a toxicidade da molécula, ou eliminar ou atenuar
um efeito lateral indesejadvel da molécula, etc As porgoes
capazes de mediar tais efeitos sd3o descritas em REMINGTON’S
PHARMACEUTICAL SCIENCES (21°*. ed., Tory, ed., Lippincott

Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2006).
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O termo "funcional" gquando usado em conjunto com
"derivado" ou "variante" refere-se a uma wmolécula de
proteina que possuli uma atividade bioldégica que &
substancialmente similar a wuma atividade bioldégica da
molécula ou entidade que é um derivado ou variante.
"Substancialmente similar", neste contexto, significa que a
atividade bioldgica, por exemplo, a antigenicidade de um
polipeptideo, & pelo menos 50% t3o ativa como uma
referéncia, por exemplo, um polipeptideo de tipo selvagem
correspondente, por exemplo, pelo menos 60% tdo ativo, 70%
tdo ativo, 80% tdo ativo, 90% td3o ativo, 95% tio ativo,
como 100% ativo, ou mesmo superior (isto &, a variante ou
derivado tem uma maior atividade do que o tipo selvagem) ,
por exemplo, 110% ativo, 120% ativo, ou mais, inclusive.

O termo "recombinante" quando usado para descrever uma
molécula de &cido nucléico, significa um polinucleotideo de
origem gendmica, cDNA, viral, semi-sintético, e/ou
sintético, o qual, em virtude da sua origem ou manipulacdo,
ndo esta associado com toda ou uma porgdo das sequéncias de
polinucleotideos com os quais estd associado na natureza. O
termo recombinante como usado em relagdo a um peptideo,
polipeptideo, proteina, ou proteina de fusdo recombinante,
significa um polipeptideo produzido por expressdo de um

polinucleotideo recombinante. O termo recombinante como
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usado com relagdo a uma célula hospedeira significa uma
célula hospedeira em que um polinucleotideo recombinante
foi introduzido. Recombinante também & aqui usado para
referir-se, com referéncia ao material (por exemplo, uma
célula, um &cido nucléico, uma proteina, ou um vetor) que o
material foi modificado pela introducdo de um material
heterdlogo (por exemplo, uma célula, um &cido nucléico, uma
proteina, ou um vetor).

O termo "vetores" refere-se a uma molécula de A&cido
nucléico capaz de transportar ou de mediar a expressdo de
um acido nucléico heterdlogo, ao qual ele foi ligado a uma
célula hospedeira, um plasmideo & uma espécie do género
englobado pelo termo "vetor". O termo "vetor” refere-se
tipicamente a uma sequéncia de &cido nucléico contendo uma
origem de replicag8o e outras entidades necessarias para
replicagdo e/ou manutencdo de uma célula hospedeira. Os
vetores capazes de dirigir a expressdo de genes e/ou
sequéncia de 4&cido nucléico ao qual estdo 1ligados
operacionalmente, s83o aqui referidos como '"vetores de
expressdo". Em geral, os vetores de expressdo de utilidade
estdo muitas vezes sob a forma de "plasmideos", que se
referem a moléculas de DNA de filamento dupla circular que,
em sua forma de vetor ndo estdo ligados ao cromossomo e,

tipicamente, compreendem entidades para a expressdo estivel
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ou transiente ou o DNA codificado. Outros vetores de
expressdo que podem ser usados nos métodos, como aqui
descritos, incluem, mas ndo estd3o limitados a plasmideos,
epissomas, cromossomas artificiais bacterianos, cromossomas
artificiais de levedura, bacteridéfagos ou vetores virais, e
tais vetores podem integrar no genoma do hospedeiro ou
replicar de forma autdnoma na célula particular. Um vetor
pode ser um vetor DNA ou RNA. Outras formas de vetores de
expressdo conhecidos pelos versados na arte, que servem a
fungdes equivalentes também podem ser usadas, por exemplo,
vetores extracromossémicos auto-replicantes ou vetores que
se integram em um genoma hospedeiro. Os vetores preferidos
sdo aqueles capazes de replicacdo e/ou expressdo autdnoma
de acidos nucléicos aos quais estdo ligados.

O termo "reduzido" ou "reduzir" ou "diminuigdo", como
aqui usado significa, geralmente, uma redugdo de uma
quantidade estatisticamente significativa em relagdo a uma
referéncia. Para evitar davidas, "reduzido" significa
diminuig8o estatisticamente significativa de pelo menos
10%, em comparagdo com um nivel de referéncia, por exemplo,
uma diminuicdo de pelo menos 20%, pelo menos 30%, pelo
menos 40%, pelo menos, 50%, ou pelo menos 60%, ou pelo
menos 70%, ou pelo menos 80%, pelo menos 90% ou mais, até e

incluindo uma diminuicdo de 100% (isto &, nivel ausente, em
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comparagdo com uma amostra de referéncia), ou qualquer
diminuig¢do entre 10-100%, em comparagéo com um nivel de
referéncia, tal como o termo & aqui definido.

O termo "baixo", como aqui usado, significa geralmente
inferior por uma quantidade estatisticamente significativa,
para evitar davidas, "baixo" significa um valor
estatisticamente significativo de pelo menos 10% mais baixo
do que um nivel de referéncia, por exemplo, um valor de,
pelo menos 20% menor do que um nivel de referéncia, pelo
menos, 30% mais baixo do que um nivel de referéncia, pelo
menos, 40% mais baixo do que um nivel de referéncia, pelo
menos, 50% mais baixo do que um nivel de referéncia, pelo
menos, 60% mais baixo do que um nivel de referéncia, pelo

menos 70% mais baixo do que um nivel de referéncia, pelo

o°

menos, 80% mais baixo do que um nivel de referéncia, pelo
menos, 90% mais baixo do que um nivel de referéncia, até e
incluindo 100% mais baixo do que um nivel de referéncia
(isto &, nivel ausente, em comparac¢do com uma amostra de
referéncia) .

Os termos "aumentado" ou "aumentap", como aqui usado,
significa geralmente um aumento pér uma quantidade
estatisticamente significativa, tal como um aumento

estatisticamente significativo de pelo menos 10%, em

comparagdo com um nivel de referéncia, incluindo um aumento
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de pelo menos 20%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo
menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%,
pelo menos 90%, pelo menos, 100% ou mais, inclusive,
incluindo, por exemplo, pelo menos, 2 vezes, pelo menos, 3
vezes, pelo menos 4 vezes, pelo menos 5 vezes, aumento de
pelo menos 10 vezes ou mais, em comparacdo com um nivel de
referéncia, tal como o termo é aqui definido.

O termo "elevado", como aqui usado significa,
geralmente, um mais elevado por uma quantidade
estatisticamente significativa em relacdo a uma referéncia,
tal como um valor estatisticamente significativo em pelo
menos 10% maior do que um nivel de referéncia, por exemplo,
pelo menos 20% maior, em pelo menos 30% maior, pelo menos
40% maior, pelo menos 50% maior, pelo menos 60% maior, pelo
menos 70% maior, pelo menos 80% maior, pelo menos 90%
maior, pelo menos 100% maior, inclusive, tal como, pelo
menos, 2 vezes maior, pelo menos, 3 vezes maior, pelo menos
4 vezes maior, pelo menos, 5 vezes maior, pelo menos, 10
vezes maior ou mais, em comparagdo com um nivel de
referéncia.

Como usado aqui, o termo "compreendendo" significa que
outros elementos podem também estar presentes, além dos
elementos definidos apresentados. O uso de "compreendendo”

indica inclusdo em vez de limitacdo.
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O termo "consistindo de" refere-se a composicgdes,
métodos, e respectivos componentes dos mesmos, como aqui
descritos, gque s83o exclusivos de qualquer elemento ndo
recitado nesta descrigdo da forma de realizacdo.

Como aqui usado, o termo "consistindo essencialmente
de" refere-se aos elementos necessdrios para uma dada forma
de realizagdo. O termo permite a presenga de elementos que
ndo afetam materialmente a(s) caracteristica(s) basica(s) e
nova(s) ou funcional(ais) da forma de realizacdo da
invengédo.

Deve ser ainda compreendido que todos os tamanhos de
bases ou tamanhos de aminodcidos e todos os pesos
moleculares ou valores de massas moleculares, dados para
dcidos nucléicos ou polipeptideos s3o aproximados, e sdo
dados para a descricdo. Embora métodos e materiais
similares ou equivalentes aos aqui descritos possam ser
usados na pratica ou testes da presente descricdo, os
métodos e materiais apropriados s3o aqui descritos.

Como aqui usado, o termo '"biotina" refere-se ao
proprio compostos de biotina e andlogos, derivados e
variantes da mesma. Assim, o termo "biotina" inclui biotina
(&dcido cis-hexa-hidro-2-oxo-1H-tieno [3,4] imidazol-4-
pentandico) e qualquer um de seus derivados e anadlogos,

incluindo compostos de tipo biotina. Tais compostos
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incluem, por exmeplo, biotina-e-N-lisina, biocitina
hidrazida, derivados amino ou sulfidrila de 2-iminobiotina
e N-hidroxissuccinimida éster de acido biotinil-E-
aminocaprdico, sulfossuccinimidaiminobiotina,
biotinbromoacetilhidrazida, p-diazobenzoil biocitina, 3 -
(N -maleimidopropionil) biocitina, destiobiotina, e
semelhantes. O termo ‘"biotina" também compreende as

variantes de biotina que podem ligar especificamente a um

ou mais de uma porg¢ao de rhizavidina, avidina,
estreptavidina, tamavidina, ou outros peptideos como
avidina.

Embora a invengdo acima tenha sido descrita em alguns
detalhes por meio de ilustragdo e exemplo para fins de
clareza de entendimento, sera prontamente evidente para um
versado na arte a luz dos ensinamentos desta invencdo que
certas alteragdes e modifica¢des podem ser feitas sem se
afastar do espirito ou escopo das reivindicacdes anexas. O
seguinte pretende ser ilustrativo da presente invenc3o, no
entanto, a pratica da invencdo nd3o é 1limitada ou
restringida de qualguer modo pelos exemplos.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Expressando proteina de ligag¢3io & biotina
recombinante solivel de alto rendimento e proteina de fusdo

da mesma em E. coli
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Rhizavidina recombinante (rRhavi) usada nestes estudos
€ uma versdo modificada N-terminal que contém apenas os
residuos 45 a 179 da proteina de tipo selvagem. Para
otimizar o nivel de expressdo de rRhavi em E. coli, a
sequéncia do gene que codifica os polipeptideos Rhizavidina
(45-179) foi re-desenhada usando c¢édons de expressio
preferidos para E. coli, entdo sintetizados e clonados no
&etor PET21b. Para facilitar a duplicac¢do correta e obter
um rendimento elevado de proteina recombinante soldvel, uma
sequéncia de DNA codificando uma sequéncia de sinal de
localizacdo peripladsmico de E. coli (19 aminodcidos,
MKKIWLALAGLVLAFSASA, SEQ ID NO:2) foi introduzida na
extremidade 5' do gene sintético de rRhavi. Esta sequéncia
de sinal estd prevista para ser deletada automaticamente a
partir da proteina recombinante, apds a sua alvo-marcacido
para o periplasma de E. coli durante o processo de
expressdao.

Uma sequéncia de DNA codificando uma regifio de ligacgdo
flexivel e His-tag (GGGGSSSVDKLAAALEHHHHHH, SEQ ID NO: 14)
foi diretamente inserida mna extremidade 3' do gene
sintético rRhavi. Isto ajuda para a purificag¢3o da proteina
de ligagdo a biotina recombinante. Além disso, um antigeno
pode ser inserido no ligador tendo um ligador flexivel em

ambos os lados, por exemplo, o antigeno pode ser inserido
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entre os aminodcidos S e V do ligador. Como tal, o antigeno
€ separado da proteina de ligagdo a biotina pelo ligador de
peptideo (GGGGSSS, SEQ ID NO: 22) e etiqueta His pelo
ligador de peptideo (VDKLAAALE, SEQ ID NO: 11) este pode
estabilizar a proteina de fusdo.

Para construir as proteinas de fusdo Rhizavidina-
antigeno, uma sequéncia de DNA codificando uma regido de
ligador flexivel consistindo de sete aminodcidos (GGGGSSS,
SEQ ID NO: 22) pode ser inserida diretamente na extremidade
3' do gene rRhavi sintético, para ajudar a estabilizar a
proteina de  fusdo. Os genes codificando antigenos
candidatos (comprimento total ou fragmentos desejado) foram
amplificados a partir do DNA gendmico de patdgenos de
interesse por procedimentos de rotina de PCR e inseridos no
vetor de expresdo rRhavi apenas além da regido do ligador.

Para expressdo da proteina, os plasmideos contendo
construtos alvos foram transformados na cepa de E. coli
BL21 (DE3) usando o procedimento de choque de calor normal.
Uma Gnica coldnia foi escolhida recentemente a partir da
placa (ou um carga de glicerol foi wusada depois) e
inoculada em 30 ml de meio de Luria-Bertani (LB) contendo
ampicilina (Amp+) para uma cultura noturna a 37°C.No dia 2,
5 ml de cultura de partida foram inoculados em 1 litro de

meio LB/Amp+ e cultivados a 37°C até ODgoo = 1 ser atingido.
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Depois de resfriar o meio a 16°C, 0,2 mM de concentracdo
final de IPTG foi adicionado nas culturas para uma induc¢do
durante a noite.

As proteinas foram purificadas a partir da fracédo
periplasmica wusando um protocolo de choque osmdtico
modificado. Brevemente, as células bacterianas a partir da
cultura de 6 litros foram coletadas e re-colocadas em
suspensdo em 120 ml de tampdo contendo 30 mM Tris (pH 8,0),
20% de sacarose e 1 mM de EDTA. Depois de se agitar em
temperatura ambiente durante 20 min, as células foram re-
sedimentadas por centrifugagdo a 10.000 rpm durante 10 min.
O sobrenadante foi coletado como fracdo 1, e as células
foram recolocadas em suspensdo em 80 ml de solucdo
resfriada com gelo contendo MgCl, 5 mM, inibidor de
protease e de DNase. Depois de se agitar a 4 °C durante 20
min, a mistura foi submetida a centrifugagfio a 13.000 rpm
durante 20 min e o sobrenadante foi coletado como fracdo 2.
Apds a adigdo de uma concentrag¢do final de 150 mM de NacCl,
10 mM MgCl: e 10 mM de imidazol, o sobrenadante combinando
fragdo 1 e fracdo 2 foi aplicado a uma coluna de Ni-NTA. As
proteinas eluidas da coluna de Ni-NTA foran ainda
purificadas por filtragdo em gel usando coluna Superdex 200
ciclando em um purificador AKTA. As fracdes de pico

contendo proteina alvo foram reunidas e concentradas. A
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concentragdo de proteinas foi medida usando kit de ensaio
de proteina BCA de Bio-Rad. As proteinas purificadas foram
divididas em aliquotas, congeladas rapidamente em
nitrogénio liquido e mantidas a -80°C para uso futuro.

O construto de proteina de 1ligagdo & biotina &
mostrado esquematicamente na Figura 1, e SDS-PAGE da
proteina de 1ligagdo a biotina purificada é mostrado na
Figura 2.

O construto de proteinas de fusdo compreendendo a
proteina de ligagdo & biotina é mostrado esquematicamente
na Figura 3, e SDS-PAGE exemplares das proteinas de fusdo
purificadas sdo mostrados na Figura 4.

Exemplo 2: Derivado lipidado de proteinas de ligagdo
de biotina

Um derivado lipidado da proteina de ligac3o & biotina
recombinante foi produzido usando um método semelhante ao
descrito no Exemplo 1. O derivado lipidadp usado neste
estudo & uma versdo modificada do N-terminal de rhizavidina
de tipo selvagem que contém apenas os residuos 45-179 da
proteina de tipo selvagem. Para otimizar o nivel de
expressdo de rRhavi em E. coli, a sequéncia do gene que
codifica polipeptideos de rhizavidina (45-179) foi re-
desenhada usando cédons de expressdo preferidos de E. coli,

depois sintetizados e clonados no Vetor pET2lb. Para
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facilitar a 1lipidagdo, duplicacdo correta e obter um
elevado rendimento de proteina recombinante solGvel, uma
sequéncia de DNA codificando a sequéncia de lipidacdo (19
aminodcidos, MKKVAAFVALSLLMAGC, SEQ ID NO: 3) foi
introduzida na extremidade 5 'do gene sintético de rRhavi.
A lipidagdo seréd adicionada ao residuo Cys de sequéncia de
lipidagcdo por bactérias, por exemplo, E. coli, durante o
processo de expressdo.

Para expressdo da proteina, o plasmideo contendo
construtos alvos foi transformado na cepa de E. coli BL21
(DE3) usando o procedimento de choque de calor normal. Uma
Gnica coldnia foi retirada recentemente da placa (ou um
carga de glicerol foi usada depois) e inoculada em 30 ml de
meio de Luria-Bertani (LB) contendo ampicilina (Amp+) para
uma cultura noturna a 37°C. No dia 2, uma cultura de
partida de 5ml foi inoculada em 1 litro de meio LB/Amp+ e
cultivada a 37°C até ODgwo = 1 ser atingido. Depois de
resfriar o meio a 16°C, 0,2 mM de concentragdo final de
IPTG foi adicionado para as culturas uma indug¢do noturna.

Rhizavidina lipidada foi purificada a partir de fracdo
de membrana de E. coli. Células de E. coli foram coletadas
€ re-colocadas em suspensdo em tampdo de lise (Tris 20 mM,
NaCl 500 mM, pH 8,0) contendo inibidores de protease,

Dnase, 10 mM de Mg?* e lisozima. As células foram rompidas
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por um ciclo de  congelamento-descongelamento e o
sobrenadante foil removido apds a centrifugag¢do a 13.000 rpm
durante 45 min. Os granulos de células foram entdo re-
colocados em suspensdo em tampdo de lise contendo 0,5%
sdoc, e homogeneizados por batedor com contas. Os lisados
foram entdo aplicados por centrifugagdo a 13.000 rpm
durante 45 min, e o sobrenadante foi coletado para a
purificagdo por afinidade. Rhavi lipidada foi eluida com
tampdo de lise contendo 0,5% SDOC e 300 mM Im.

As proteinas eluidas da coluna Ni-NTA foram ainda
purificadas por filtracdo em gel usando coluna Superdex 200
ciclada em purificador AKTA. As fracgdes de pico contendo
proteina alvo foram reunidas e concentradas. A concentragao
de proteinas foi medida usando kit de ensaio de proteina
BCA de Bio-Rad. As proteinas purificadas foram divididas em
aliquotas, congeladas rapidamente em nitrogénio liquido e
mantidas a 80°C para uso futuro.

Uma proteina de ligagdo & biotina lipidada produzida é
mostrada esquematicamente na Figura 5, e SDS-PAGE da
proteina de 1ligagcdo & biotina 1lipidada purificada &
mostrado na Figura 6.

Exemplo 3: Atividade TLR2 de proteina de ligagdo &
biotina lipidada

A atividade TLR2 de proteina de ligag3c & biotina
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lipidada foi testada em células HEK TLR2. Células HEK TLR2
foram semeadas em placas de 24 cavidades a 5 x 105
células/por cavidade em 500 pl de volume. Proteina de
ligagdo a biotina lipidada foi adicionada em diferentes
concentragdes de estimulagdo a 37°C durante a noite. Os
sobrenadantes foram coletados no segundo dia para a medicgdo
de IL-8 por ELISA. Como um controle, as células HEK 293
foram usadas para a estimulagdo na mesma condicdo.

A atividade TLR2 de proteina de ligacdo & biotina
lipidada foi determinada. Os resultados mostraram que
proteina de ligagd3o & biotina lipidada induziu a producdo
de IL-8 a partir de HEK TLR2, mas ndo a partir de células
HEK 293 (Figura 7).

Exemplo 4: Mutantes ndo hemoliticos de Hla e proteinas
de fuséao

As sequéncias de DNA codificando polipeptideo maduro
Hla tipo selvagem (aminodcidos 27-319) foram clonadas a
partir de genoma de Staphylococcus aurues. Todos os
mutantes ndo hemoliticos de Hla foram gerados por
mutagénese sitio-dirigida usando QuickChange. Para obter as
proteinas de fusdo de ligacdo de Hla-biotina, a sequéncia
de DNA codificando Hla tipo selvagem ou Hla mutante foi
inserida além da regido de ligador seguida pelo gene da

proteina de ligagdo de biotina. Todos os construtos foram
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clonados em pET21lb e transformados em E. coli para
expressdo, como descrito acima.

Os mutantes ndo hemoliticos de Hla foram produzidos.
As variantes ndo hemoliticas exemplares de Hla estdo
representadas esquematicamente na Figura 8. SDS-PAGE das
das variantes de tipo selvagem ou n3o hemoliticas
purificadas de Hla e proteina de fusdo & mostrado nas
Figuras 9 e 10.

Exemplo 5: Atividade hemolitica de Hla tipo selvagem,
Hla mutante e proteinas de fusido

A atividade hemolitica de Hla tipo selvagem, Hla
mutante e as suas proteinas de fusdo com proteina de
ligagdo a biotina foi analisada usando células de sangue de
coelho. As células vermelhas do sangue a partir de 250 ul
de sangue de coelho foram granuladas, lavadas duas vezes
com PBS e em seguida re-colocadas em suspensdo em 10 ml de
PBS. Hla de tipo selvagem, Hla mutante e proteinas de fusdo
foram diluidos com PBS a concentrag¢des indicadas e, em
seguida, adicionados em placas de 96 cavidades a 100 pnl por
cavidade. As células de sangue foram adicionadas & placa de
96 cavidades contendo Hla ou proteinas de fusdo a 25 pl por
cavidade e entdo incubadas a 37°C durante 30 min. Os
sobrenadantes foram coletados apds centrifugacdo a 2000 rpm

durante 5 minutos e analisadas por leitor de ELISA a OD450.
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Atividade hemolitica de Hla tipo selvagem, Hla mutante
e suas proteinas de fusdo foi avaliada. Os resultados
demonstram que Hla mutante tém atividade hemolitica muito
menor relativamente a Hla tipo selvagem (Figura 11). Além
disso, as proteinas de fus8o de Hla compreendendo proteina
de ligagdo a biotina tinha uma hemolitica atividade ainda
menor em relagdo a proteina Hla mutante ndo-fusio (Figura
12).

Exemplo 6: Atividade estimulatéria da proteina de
fusdo de Hla mutante

As células de macrdéfagos C57 WT foram estimuladas com
proteina de fusdo Hla mutante ndo hemolitica. As células
foram semeadas em placa de 24 cavidades a 5 x 105 células
por cavidade. Proteina de fusfo de Hla mutante foi diluida
com meio de crescimento e adicionada &s cavidades em
concentragdo indicada para a estimulacio a 37°C durante a
noite. Os sobrenadantes foram coletados no dia seguinte,
depois de centrifugacdo a 2000 rpm durante 5 min e, em
seguida, analisados para a secrecio de citocinas por ELISA.

Atividade estimulatéria da proteina de fusio de Hla
mutante foi analisada. Os resultados mostraram que a
proteina de fusdo de Hla mutante (rhavi-Hla209) induziu a
produgdo de varias citocinas pré-inflamatérias, incluindo

TNF-o, IL-6, I1-23, IL-18, e IL-17 (Figura 13).
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Exemplo 7. Proteinas de ligagdo & biotina lipidada e
proteinas de fusdo de Hla mutante facilitam a resposta
imune a outros antigenos.

Os construtos de vacina com bae em MAPS foram obtidos
a partir polissacarideo capsular pneumocdcico biotinilado
sorotipo-1, antigenos de TB fusionados a rhizavidina e
qualquer um dentre rhizavidina ndo lipidada, rhizavidina
lipidada ou rhavi-Hla209. Camundongos foram imunizados com
diferentes construtos de MAPS e as respostas de células T
contra antigenos de TB em diferentes grupos de imunizacdo
foram analisados e comparados  apds 3 imunizagdes.
Brevemente, o sangue total de diferentes grupos de
camundongos foram estimulados com proteinas TB purificadas
in vitro a 37°C durante 6 dias e a concentracdo de citocina
no sobrenadante foi detectada por ELISA.

Os resultados mostraram que os grupos de camundongos
recebendo complexo de MAPS contendo rhizavidina lipidada ou
contendo rhavi-Hla209 geraram melhores respostas de Thl7
(IL-17A) e célula Thl (IFN-y) aos antigenos TB (Figura 14).
Isto indicou que rhizavidina lipidada e rhavi-Hla209 podem
atuar como um co-estimulador/adjuvante na formulacgdo da
vacina de MAPS.

Entende-se que a anterior descrig¢do detalhada e

exemplos sdo apenas ilustrativos e n3o devem ser
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considerados como limita¢des ao escopo da invengdo. Varias
mudangas e modificac¢des as formas de realizacdo descritas,
que serdo evidentes para os versados na arte, podem ser
feitas sem sair do espirito e &mbito da presente invengdo.
Além disso, todas as patentes e outras publicagdes
identificadas s3o aqui expressamente incorporadas por
referéncia, com o objetivo de descrever e revelar, por
exemplo, as metodologias descritas nestas publicag¢des que
podem ser usadas em conexdo com a presente inveng¢do. Estas
publicag¢les sdo dadas somente para sua divulgacdo antes da
data de depdsito do presente pedido. Nada a este respeito
deve ser interpretado como admissdo de que os inventores
ndo tém direito a antecipar esta descricdo em virtude da
invengdo anterior, ou qualquer outro motivo. Todas as
declaragdes sobre data ou representagdo quanto aos
contelidos desses documentos sdo baseadas em informacgdes
disponiveis para os requerentes, e ndo constitui qualquer
admissdo quanto a exatiddo das datas ou ao contelido destes
documentos.

Todas as patentes e outras publica¢des identificadas
no relatdério e exemplos sdo aqui expressamente incorporadas
por referéncia para todos os fins. Estas publica¢des sio
apresentadas somente para sua divulgacdo antes da data de

apresentac¢do do presente pedido. Nada a este respeito deve
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ser interpretado como uma admissdo de que os inventores ndo
tém o direito de antecipar esta divulgagdo em virtude da
invencdo anterior ou por qualquer outro motivo. Todas as
declaragSes sobre a data ou representacdo quanto ao
conteGdo desses documentos s3o baseadas em informagdes
disponiveis para os requerentes, e n3do constitui qualquer
admissdo quanto a exatiddo das datas ou contelidos destes
documentos.

Embora as formas de realizag8o preferidas tenham sido
representadas e descritas em detalhes aqui, serd evidente
para os especialistas na técnica relevante que varias
modificacdes, adigdes, substituicdes, e similares, podem
ser feitas sem se afastar do espirito da invengdo e estas,
assim, s8o consideradas como estando dentro do escopo da
invengdo tal como definida nas reivindicagdes que se
seguem.

Além disso, em extens3o ainda ndo indicada, deve ser
entendido pelos versados na técnica que qualquer uma das
viarias formas de realizagdo aqui descritas e ilustradas
podem ser ainda modificadas de modo a incorporar
caracteristicas mostradas em qualquer uma das outras Fformas

de realizagdo aqui descritas.
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REIVINDICACOES

1. Proteina de fusdo caracterizada pelo fato de
compreender uma proteina de ligacdo a biotina e uma proteina
ou um peptideo antigénicos, em que a proteina de ligacdo a
biotina consiste na sequéncia de aminoadcidos SEQ ID NO:1, e
em que a proteina de fusdo ndo compreende os aminoadcidos 1
a 44 de uma proteina de rizavidina do tipo selvagem de SEQ
ID NO:4.

2. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizada pelo fato de que a proteina ou o peptideo
antigénicos estdo fundidos a proteina de ligacdo a biotina
através de um ligante peptidico.

3. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizada pelo fato de que o ligante peptidico
consiste na sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO: 22.

4, Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizada pelo fato de que a proteina ou peptideo
antigénicos sdo um antigeno selecionado a partir do grupo
gue consiste em antigenos pneumocdcicos, antigenos de
tuberculose, antigenos do antraz, antigenos de HIV,
antigenos da gripe sazonal ou epidémica, antigenos da
influenzae, antigenos de Pertussis, antigenos de
Staphylococcus aureus, antigenos meningocdcicos, antigenos
Haemophilus, antigenos do HPV, antigenos de E. Coli,

antigenos de Salmonella, antigenos de Enterobacter,
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antigenos de Acinetobacter, antigenos de Pseudomonas,
antigenos de Klebsiella, antigenos de Citrobacter, antigenos
de Clostridia, antigenos de Shigella, antigenos de
Campylobacter, antigenos de Vibrio cholera, toxoides,
toxinas, ou porcgdes de toxinas ou suas combinacdes.

5. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizada pelo fato de que a proteina ou o peptideo
antigénicos s&o um antigeno, dque é uma variante néo
hemolitica da alfa-hemolisina de S. aureus.

0. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
5, caracterizada pelo fato de que a variante ndo hemolitica
da alfa-hemolisina de S. Aureus consiste na alfa-hemolisina
de S. Aureus de tipo selvagem de SEQ ID NO: 59 compreendendo
uma mutacdo no residuo de aminoacido 205, 213 ou 209-211.

7. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
5, caracterizada pelo fato de que a variante ndo hemolitica
da alfa-hemolisina de S. Aureus consiste na alfa-hemolisina
de S. Aureus de tipo selvagem de SEQ ID NO:59 compreendendo

uma das seguintes mutacdes:

a. residuo 205 W a A;

b. residuo 213 W a A; ou

c. residuos 209-211 DRD a AAA.

8. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicacédo 5,

caracterizada pelo fato de que a proteina antigénica ou

peptideo antigénico é uma variante ndo-hemolitica da alfa-
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hemolisina de S. Aureus que consiste na sequéncia de
aminocacidos selecionados a partir do grupo consistindo na
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25.

9. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizada pelo fato de que a proteina de fuséo
compreende uma sequéncia-sinal bacteriana no N-terminal.

10. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacgdo a
biotina consiste nas sequéncias de aminodcidos de SEQ ID NO:
1 ou SEQ ID NO: 15.

11. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
1, caracterizada pelo fato de que a proteina de fuséo
consiste na sequéncia de aminocacidos selecionada a partir do
grupo consistindo na SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, e SEQ ID
NO: 28.

12. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
5, caracterizada pelo fato de que a proteina de fusdo tem
uma atividade hemolitica menor que um titulo equivalente da
alfa-hemolisina de tipo selvagem (Hla).

13. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacéo
6, caracterizada pelo fato de que a alfa-hemolisina consiste
em uma sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 27-319 da
alfa-hemolisina de S. aureus do tipo selvagem de SEQ 1ID
NO:59.

14. Proteina alfa-hemolisina mutante (mH1la)
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caracterizada pelo fato de consistir na alfa-hemolisina de
S.aureus do tipo selvagem de SEQ ID NO: 59 com uma mutacdo
no residuo de aminocacido 205, 213 ou 209-211, em que a
mutante da alfa-hemolisina tem menor atividade hemolitica
que um titulo equivalente de alfa-hemolisina de tipo selvagem
(Hla) .

15. Alfa-hemolisina mutante, de acordo a reivindicacéo
14, caracterizada pelo fato de que a alfa-hemolisina mutante
consiste na alfa-hemolisina de S. aureus do tipo selvagem de

SEQ ID NO: 59 com uma das seguintes mutacdes:

a. Residuo 205 W a A;

b. Residuo 213 W a A; ou

c. Residuo 209-211 DRD a AAA.

lo. Alfa-hemolisina mutante, de acordo com a

reivindicacdo 14, caracterizada pelo fato de que a alfa-
hemolise mutante consiste em uma sequéncia de aminodcidos
selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25.

17. Uso de proteina de 1ligacdo a Dbiotina soluvel
consistindo na sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1, ou
proteina de fusdo conforme definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 13, caracterizado pelo fato de que ser
para a preparacdo de um medicamento para induzir a resposta
imune em um individuo a pelo menos uma proteina antigénica

ou peptideo antigénico conforme descrito na reivindicacédo 4.
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18. Uso, de acordo com a reivindicacéo 17,
caracterizado pelo fato que a resposta imune & uma resposta
mediada por anticorpos ou uma resposta mediada por células
B.

19. Uso, de acordo com a reivindicacéo 17,
caracterizado pelo fato que a resposta imune & uma resposta
mediada por células T CD4+, incluido uma resposta mediada
por TH1, TH2 ou TH17 ou uma resposta mediada por células T
CD8+.

20. Uso, de acordo com a reivindicacéo 17
caracterizado pelo fato que resposta imune é uma resposta
mediada por anticorpos ou uma resposta mediada por células
B e uma resposta mediada por células T.

21. Composigéo imunogénica caracterizada pelo fato de
compreender pelo menos um polissacarideo antigénico e pelo
menos um polipeptideo antigénico e pelo menos um par de
moléculas com afinidade complementar compreendendo uma
primeira molécula de afinidade e uma molécula de afinidade
complementar, em que:

i. a primeira molécula de afinidade esta associada a,
pelo menos, um polissacarideo antigénico; e

ii. a molécula de afinidade complementar estd associada
com, pelo menos, um polipeptideo antigénico para formar uma
proteina de fuséo, em qgque a molécula de afinidade

complementar é& uma proteina de ligacgdo a biotina que consiste
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na sequéncia de aminocacidos de SEQ ID NO: 1, e em que a
proteina de fusdo ndo compreende os aminodcidos 1 a 44 da
proteina rizavidina do tipo selvagem de SEQ ID NO: 4,

em que a primeira molécula de afinidade se associa com
a molécula de afinidade complementar para ligar o
polipeptideo antigénico com o polissacarideo antigénico.

22. Composicéo imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 21, caracterizada pelo fato que a proteina de
ligacdo a biotina consiste na sequéncia de aminodcidos da
SEQ ID NO: 1.

23. Composicéo imunogénica, de acordo com as
reivindicagdes 21 e 22, caracterizada pelo fato de que a
primeira molécula de afinidade consiste em uma molécula de
biotina.

24. Composicéo imunogénica, de acordo com as
reivindicagdes 21 a 23, caracterizada pelo fato de que a
primeira molécula de afinidade esta associada néo
covalentemente a molécula de afinidade complementar para
ligar o ©polipeptideo antigénico e o ©polissacarideo

antigénico.
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