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(57) Resumo: SACARIDEOS MODIFICADOS. Sacarideos
capsulares modificados compreendendo um grupo bloqueador em uma
posi¢ao de grupo hidroxila em pelo menos uma das unidades de
monossacarideo do sacarideo capsular nativo correspondente, em que
o grupo bloqueador tem a férmula (la) ou (Ib2): -OX-Y (la) ou -O-R' (Ib)
em qu X é C(O), S(O) ou SO,; Y é NR'R* ou R%: R' é Cy, alquila
subsitituida com 1, 2 ou 3 grupos independentemente selecionados de
hidroxila, sulfidrila e amina; R?é H ou Ci alquila; e R® é C1 alquila;
processos para modificar um sacarideo capsular com os grupos
blogLieadores; conjugados de proteina sacaridea compreendendo o
sacarideo. capsular modificado; processos para fazer os conjugados
de proteina sacaridea, composi¢ées farmacéuticas compreendendo os
sacarideos capsulares modificados e/ou conjugados de proteina
sacaridea; e métodos e usos dos mesmos.
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SACARIDEOS MODIFICADOS

Todos os documentos mencionados aqui sdo incorporados
por referéncia em sua totalidade.

CAMPO TECNICO

Esta invengao esta no campo de quimica de
polissacarideo e relaciona-se aos sacarideos modificados,
processos para sua preparagdo, e derivados conjugados. Em
particular, a invengao relaciona-se aos sacarideos
modificados tendo estabilidade melhorada em Aagua.

TECNICA DE FUNDAMENTO

Os polissacarideos sao moléculas bioldégicas
importantes e foram amplamente utilizados na indastria
farmacéutica para a prevengdo e tratamento de doencas. Por
exemplo, os polissacarideos capsulares foram usados por
muitos anos em vacinas contra bactérias capsuladas, tais
COmo  mMeningococo (Neisseria meningitidis), pPneumococo
(Streptococcus pneumoniae) e Hib (Hemophilus influenzae
tipo B).

Para melhorar a imunogenicidade destes polissacarideos,
particularmente em criangas, as vacinas conjugadas foram
desenvolvidas. Estas compreendem um polissacarideo capsular
conjugado a uma proteina carreadora [por exemplo,
referéncias 1, 2, 3]. A conjugagdo pode fazer antigenos T-
independentes em antigenos T-dependentes.

Um problema com muitos tipos de polissacarideo é a
baixa | estabilidade em agua. A estabilidade de
polissacarideos em &gua pode depender da natureza das
ligagdes O-glicosidicas unindo as unidades de sacarideo. A
baixa estabilidade em agua é um resultado das ligacdes O-

glicosidicas sendo prontamente hidrolisadas na presenca de
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acidos ou glicosidases. O polissacarideo capsular de
meningococo de SOrogrupo A é um exemplo de um
polissacarideo tendo baixa estabilidade em &agua.

A estabilidade de polissacarideos é um problema
particular na fabricagdo de vacinas conjugadas. A fim de
preparar um conjugado de polissacarideo-proteina, é
necessario manipular grupos quimicamente funcionais no
polissacarideo de modo que o polissacarideo possa ser
ligado a uma proteina. A exposigdo de um polissacarideo aos

reagentes quimicos em processos para fazer isto, e

an

particularmente aos cidos, pode resultar em clivagem
indesejavel de ligagdes glicosidicas e consequente
fragmentacgao do polissacarideo. Tal fragmentacio é
altamente indesejavel, causando perda em rendimentos na
sintese de conjugados de polissacarideo-proteina.

Os polissacarideos que sdo instdveis desta maneira
geralmente requerem escolha cuidadosa de reagentes e
condigbes para contornar os problemas descritos acima.
Entretanto, isto limita os reagentes disponiveis para
manipular o polissacarideo, assim limitando a variedade de
ligag¢des que podem ser feitas entre o polissacarideo e a
proteina carreadora. Além disso, a instabilidade destes
polissacarideos significa que & dificil desenvolver
procedimentos robustos, que podem ser usados para preparar
vacinas em uma escala industrial.

A referéncia 4 divulga um sacarideo capsular
modificado compreendendo um grupo blogueador em uma posicgdo
de grupo hidroxila em pelo menos uma das unidades de
monossacarideo do sacarideo capsular nativo correspondente.

O sacarideo capsular modificado é dito ter melhorado a
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estabilidade & hidrdélise. E um objeto da invencdo fornecer
os sacarideos <capsulares modificados alternativos ou
melhorados que tem estabilidade melhorada & hidrdlise.

DIVULGACAO DA INVENCAO

A invengao é& baseada na descoberta que a modificacdo
de grupos hidroxila em unidades de monossacarideo de
sacarideos capsulares com grupos bloqueadores especificos
oferece estabilidade melhorada. Os sacarideos modificados
obtidos pelo processo da invengdo sd8o mais estdveis a
hidrélise do que seus equivalentes nativos de sacarideo.

A presente invengao fornece consequentemente um
sacarideo capsular modificado compreendendo um grupo
bloqueador em uma posigdo de grupo hidroxila sobre pelo
menos uma das unidades de monossacarideo do sacarideo
capsular nativo correspondente. O grupo bloqueador &
definido abaixo. O sacarideo capsular modificado da
presente invengdo €& mais estavel a hidrdlise do que seus
equivalentes de sacarideo nativos. Preferivelmente, o)
sacarideo capsular modificado da presente invencido retém a
reatividade cruzada imunoldégica com seus equivalentes de
sacarideo nativos.

A presente invengdao também fornece processos para
modificar um sacarideo capsular com o grupo blogqueador;
conjugados de sacarideo-proteina compreendendo o sacarideo
capsular modificado; processos para fazer os conjugados de
sacarideo-proteina, composig¢des farmacéuticas compreendendo
os sacarideos capsulares modificados e/ou conjugados de
sacarideo-proteina; e métodos e usos dos mesmos.

Sacarideos modificados da invencgio

A invengdo fornece um sacarideo capsular modificado
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compreendendo um dgrupo bloqueador em uma posig¢do de grupo
hidroxila em pelo menos uma das unidades de monossacarideo
do sacarideo capsular nativo correspondente. O grupo
bloqueador & de férmula (Ia) ou (Ib):

-0-X-Y (Ia) -0-R' (Ib)

em que

X é C(0), S(0) ou S0,;

Y & NR'R® ou R?;

R' & alquila C;.¢ substituido com 1, 2 ou 3 grupos
independentemente selecionados de hidroxila, sulfidril e
amina;

R? é H ou alquila C;.¢; e

M

R® é alquila Ci¢.

Preferivelmente, o grupo bloqueador & de férmula (Ia).
Nesta wmodalidade, prefere-se que X seja C(0). Tal grupos
bloqueadores de éster e carbamato tém um efeito
estabilizante na ligagdo glicosidica e podem ser preparados
sob condigdes suaves. Os exemplos de processos para
manipular um sacarideo para fornecer grupos bloqueadores de
éster e carbamato sdo descritos abaixo. Entretanto, a
invengdo ndo é 1limitada aos sacarideos modificados
preparados pelos processos exemplificados aqui, e outros
processos para preparar sacarideos modificados da invencédo
serdo prontamente aparentes a pessoa habil.

Preferivelmente, R* & H.

A alqgquila C;.¢ de R!' é substituido com 1, 2 ou 3 grupos
independentemente selecionados de hidroxila, sulfidril e
amina. Quando alquila C;.¢ € substituida com 2 ou 3 grupos,

as substitui¢des podem ser com ©O mesSmMO grupo Ou grupos

diferentes, embora tipicamente serdo com o mesmo grupo.
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Preferivelmente, a alquila C;.¢ de R' é substituida com 1, 2
ou 3 grupos hidroxila.

R' pode ser substituido em qualquer posicdo ao longo
da cadeia de alquila C;.¢. Preferivelmente, pelo menos uma
substituigdo estd presente na extremidade distal da cadeia
de alquila C;.¢. Onde a cadeia de alquila C;.¢4 & um grupo
alquila de cadeia reta, isto significa que a alquila C;.¢ é
substituida em Cx, onde x & o numero total de &tomos de
carbono na cadeia alquila C;.¢s. Similarmente, onde a cadeia
alquila C;.¢ & um grupo alquila de cadeia ramificado, isto
significa que a alquila C;.¢ & substituida na extremidade
distal de uma das ramificag¢des, tipicamente a ramificacdo
mais longa.

Em modalidades preferidas, R' é substituido com um
Gnico grupo, esta substitui¢do sendo na extremidade distal
da cadeia alquila C;.¢, como discutido acima. Tais grupos
sdo particularmente eficazes em fornecer estabilidade
melhorada & hidrdélise. Preferivelmente, o Gnico grupo &€ um
grupo hidroxila. Os grupos preferidos incluem portanto,
hidrdéximetila, 2-hidréxietila, 3-hidrdéxipropil, 4-
hidréxibutila, 5-hidrdéxipentila e 6-hidrdxihexila. O grupo
particularmente preferido & 2-hidrdxietila.

Em outras modalidades preferidas, R' é substituido com
dois grupos vicinais, 1isto €& dois grupos em posicdes
adjacentes ao longo da cadeia alquila C;.¢. Tais grupos sdo
particularmente eficazes em fornecer estabilidade melhorada
a hidrélise. Preferivelmente, os dois grupos vicinais estdo
na extremidade distal da cadeia alquila C;.4. Onde a cadeia
alquila C;.¢ €& um grupo alquila de cadeia reta, isto

significa que os dois grupos vicinais estdo em Cyx e Cy.q
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onde x €& o numero total de Aatomos de carbono na cadeia
alguila C;.¢. Similarmente, onde a cadeia alquila C;.¢ & um
grupo alquila de cadeia ramificada, isto significa que os
dois grupos vicinais estdo na extremidade distal de uma das
ramificacgdes, tipicamente a ramificacdo mais longa.
Preferivelmente, os dois grupos vicinais sdo grupos
hidroxila. Tais grupos fornecem uma parte para conjugacido a
uma molécula carreadora, como discutido abaixo. Os grupos
preferidos incluem portanto, 1,2-dihidrdéxietila; 1,2-
dihidréxipropila e 2,3-dihidréxipropila; 1,2-
dihidréxibutila, 2,3-dihidrdéxibutila e 3,4-dihidréxibutila;
1,2-dihidréxipentila, 2,3-dihidréxipentila, 3,4-
dihidréxipentila e 4,5-dihidréxipentila; e 1,2-
dihidréxihexila, 2,3-dihidrdéxihexila, 3,4-dihidréxihexila,
4,5-dihidrb6xihexil e 5,6-dihidréxihexila. Como notado acima
prefere-se que o©os dois grupos vicinais estejam na
extremidade distal da cadeia alquila C;.. Particularmente
os grupos preferidos incluem portanto, 1,2-dihidréxietila,
2,3-dihidréxipropila; 3,4-dihidréxibutila, 4,5-
dihidréxipentila e 5,6-dihidréxihexila. Um grupo
particularmente preferido é 4,5-dihidrdxipentila.

Em algumas modalidades, o sacarideo capsular
modificado compreende pelo menos dois tipos de grupo
bloqueador (como descrito acima). Por exemplo, prefere-se
para o sacarideo compreender a) pelo menos um grupo
bloqueador em que R' é substituido com um Gnico grupo, esta
substituigdo sendo na extremidade distal da cadeia alquila
Ci.¢ (como descrito acima); e b) pelo menos um grupo

bloqueador onde R' é substituido com dois grupos vicinais

(como descrito acima). Tais grupos bloqueadores misturados
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sdo particularmente eficazes em fornecer a estabilidade

melhorada a hidrélise. Além disso, incluindo pelo menos um

grupo bloqueador em que R' & substituido com dois grupos
hidroxila vicinais, é fornecido uma parte para conjugacdo a
uma molécula carreadora, como discutido abaixo.

Preferivelmente, R? é alquil C,-Cs. Mais
preferivelmente R® & C; alquila (CH;), embora C; alquil e C;
alquila sdo também preferidos.

Os grupos bloqueadores de férmula -0-X-Y ou -O-R!
podem ser preparados dos grupos hidroxila (por exemplo,
como encontrado na molécula nativa) por procedimentos de
derivatizagdo padrdes, tais como reagdo do grupo hidroxila
com um haleto de acila, haleto de alquila, haleto de
sulfonila etc. Consequentemente, o dtomo de oxigénio em -O-
X-Y €& preferivelmente o 4&atomo de oxigénio do grupo
hidroxila, enquanto o grupo -X-Y em -0-X-Y preferivelmente
substitui o &tomo de hidrogénio do grupo hidroxila.
Alternativamente, os grupos bloqueadores podem ser
acessivelis através de uma reacdo de substituicdo, tal como
uma substituig¢do tipo Mitsunobu. Este e outros métodos de
preparar grupos bloqueadores dos grupos hidroxila sdo bem
conhecidos.

Tipicamente, os sacarideos modificados da presente
invengdo sdo oligossacarideos. Os oligossacarideos podem
ser obtidos dos polissacarideos por quaisquer dos métodos
de despolimerizagdo e dimensionamento descritos aqui.

Os sacarideos capsulares modificados desta invencdo
sao obteniveis dos sacarideos capsulares nativos.
Entretanto, a presente invengdo ndo é limitada aos

sacarideos modificados obtidos dos sacarideos capsulares
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nativos. Os sacarideos capsulares modificados da presente
invengdo podem ser obtidos por outros métodos, tais como
sintese total ou parcial (veja, por exemplo, referéncia 5).

Nos sacarideos capsulares modificados da invengdo, o
nimero de unidades de monossacarideo tendo  grupos
blogqueadores pode variar. Preferivelmente, todo ou
substancialmente todas as unidades de monossacarideo do
sacarideo capsular modificado podem ter grupos

bloqueadores . Alternativamente, pelo menos 1%, 2%, 3%, %,

o\°

5

o

, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%
ou 90% das unidades de monossacarideo do sacarideo capsular
modificado pode ter grupos bloqueadores. Pelo menos 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22,'23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39 ou 40 unidades de monossacarideo do
sacarideo capsular modificado podem ter grupos blogueadores.
Onde o sacarideo capsular modificado compreende pelo
menos dois tipos de grupo bloqueador, o nimero de unidades
de monossacarideo tendo cada tipo de grupo bloqueador pode
também variar. Por exemplo, a proporgao do nimero total de
grupos bloqueadores feitos por um tipo de grupo bloqueador
relativo ao(s) outro(s) tipo(s) de grupo bloqueador pode
variar. Em particular, quando houver dois tipos de grupo
bloqueador presentes, a razao de um tipo de grupo
blogueador ao outro tipo de grupo bloqueador pode ser
selecionada de 1:20, 1:19, 1:18, 1:17, 1:16, 1:15, 1:14,
1:13, 1:12, 1:121, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3,
1:2 e 1:1. Em particular, na modalidade descrita acima onde
o sacarideo compreende a) pelo menos um grupo bloqueador em

que R' é substituido com um Gnico grupo, esta substituicgdo
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sendo na extremidade distal da cadeia alquila C;¢; e b)
pelo menos um grupo bloqueador em que R' é substituido com
dois grupos vicinais, prefere-se que a razdo do tipo
anterior de grupo bloqueador ao Uultimo tipo de grupo
bloqueador seja selecionada de 99:1, 98:2, 97:3, 96:4, 95:5,
94:6, 93:7, 92:8, 91:9, 90:10, 89:11, 88:12, 87:13, 86:14,
85:15, 84:16, 83:17, 82:18, 81:19 e 80:20. Destas razdes,
95:5, 94:6, 93:7, 92:8, 91:9, 90:10, 89:11, 88:12, 87:13,
86:14 e 85:15 sao particularmente preferidas. Destas, 90:10
é preferida.

Do mesmo modo, o numero de grupos bloqueadores em uma
unidade de monossacarideo pode variar. Por exemplo, o
namero de grupos bloqueadores em uma unidade de
monossacarideo pode ser 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, preferivelmente
1-4, mais preferivelmente 1 ou 2, mais preferivelmente 1.

Em uma modalidade, prelo menos uma unidade de
monossacarideo tendo um grupo bloqueador inclui uma unidade
de monossacarideo ndo terminal. O termo “unidade de
monossacarideo ndo terminal” significa uma wunidade de
monossacarideo que ndo é uma das unidades de monossacarideo
terminais na cadeia de oligossacarideo/polissacarideo.

Esta invengao engloba sacarideos capsulares
modificados em que todas as posi¢des de grupo hidroxila das
unidades de monossacarideo terminal e ndo terminal tém um
grupo bloqueador. Entretanto, em algumas modalidades
preferidas ha pelo menos um grupo hidroxila livre ou grupo
amino no sacarideo capsular modificado da presente invengédo.
Um grupo hidroxila ou grupo amino livre é vantajoso porque
fornece uma parte para reag¢des adicionais do sacarideo

capsular modificado, por exemplo, para conjugagdo a uma
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molécula carreadora, como discutido abaixo. Quando o
sacarideo modificado contém um grupo hidroxila livre, pode
ser um grupo hidroxila anomérico, particularmente um grupo
hidroxila anomérico terminal. Quando o sacarideo modificado
contém um grupo amino, pode ser derivado de um grupo
hidroxila anomérico. Os grupos amino sdo prontamente
acessiveis dos grupos hidroxila anoméricos por aminagdo
redutiva (usando, por exemplo, NaBH;CN/NH,Cl). Similarmente
em outras modalidades preferidas, hd pelo menos uma unidade
de monossacarideo do sacarideo capsular modificado onde
dois grupos hidroxila vicinais do sacarideo capsular nativo
correspondente nao compreendem grupos blogqueadores.
Preferivelmente, 1%, 2%, %, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% ou 20% das
unidades de monossacarideo tém dois grupos hidroxila
vicinais desta maneira. Por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39 ou 40 unidades de monossacarideo tém dois grupos
hidroxila vicinais desta maneira. Preferivelmente, entre 5-
15%, mais preferivelmente 10%, das unidades de
monossacarideo tém dois grupos hidroxila vicinais desta
maneira. Os dois grupos hidroxila vicinais na(s) unidade (s)
de monossacarideo sdo vantajosos, pois fornecem uma parte
para conjuga¢do a uma molécula carreadora, como discutido
abaixo.

Alternativamente, em algumas modalidades4preferidas,

pelo menos um ou pelo menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, %, 7%, 8%,

o\°

%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% ou 20%

das unidades de monossacarideo do sacarideo capsular
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modificado tém grupos bloqueadores onde R' é substituido
com dois grupos hidroxila vicinais, como descrito acima.
Por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 1 1, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40 unidades de
monossacarideo do sacarideo capsular modificado podem ter
tais grupos bloqueadores. Preferivelmente, entre 5-15%,
mais preferivelmente 10%, das unidades de monossacarideo do
sacarideo capsular modificado tém grupos bloqueadores em
que R' é substituido com dois grupos hidroxila vicinais.
Mais uma vez, os dois grupos hidroxila vicinais naf(s)
unidade (s) de monossacarideo sdo vantajosos, pois fornecem
uma parte para conjugagdo a uma molécula carreadora, como
discutido abaixo.

Foi sugerido na referéncia 4 que os grupos
bloqueadores eficazes sdo grupos retiradores de elétron.
Sem desejar ser limitado pela teoria, acredita-se que as
ligagdes glicosidicas sdo instaveis a hidrdélise devido ao
auxilio de um ataque nucleofilico intramolecular de um
grupo hidroxila de sacarideo na ligag¢do glicosidica (isto §&,
pela formagdo de um intermedidrio ciclico). Quanto maior a
nucleofilicidade do grupo hidroxila, maior a tendéncia para
ataque nucleofilico intramolecular. Um grupo blogqueador
retirador de elétron tem o efeito de deslocalizar o par
solitério de oxigénio, desse modo diminuindo a
nucleofilicidade do oxigénio e diminuindo a tendéncia para
ataque nucleofilico intramolecular. Surpreendentemente,
descobriu-se que os grupos compreendendo alquila Ci.
substituida com 1, 2 ou 3 grupos independentemente

selecionados de hidroxila, sulfidril e amina podem ser
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grupos bloqueadores eficazes, apesar da presenca da
hidroxila, sulfidrila ou amina nucleofilica no grupo
bloqueador. Além disso, estes grupos substituidos de
hidroxila, sulfidrila ou amina sdo vantajosos, pois

permitem uma conjugagdo mais eficaz do sacarideo capsular
modificado a wuma molécula carreadora. Sem desejar ser
limitado pela teoria, acredita-se que este efeito surge da
hidrofilicidade relativa de grupos compreendendo alquila
C1.¢ substituida com 1, 2 ou 3 grupos independentemente
selecionados de hidroxila, sulfidrila e amina. Além disso,
onde o grupo bloqueador compreende alquila C;.¢ substituida
com dois grupos hidroxila vicinais, o prdéprio grupo
bloqueador fornece uma parte para conjugag¢do a uma molécula
carreadora.

Em todas as modalidades descritas acima, o sacarideo
capsular modificado & preferivelmente um sacarideo capsular
modificado tendo ligagdes fosfodiéster. Mais
preferivelmente, o sacarideo capsular modificado & um
sacarideo de sorogrupo A de Neisseria meningitidis
modificado. Os sacarideos de sorogrupo A de Neisseria
meningitidis sdo particularmente instaveis & hidrélise.

Quando o sacarideo capsular modificado & um sacarideo
de sorogrupo A de Neisseria meningitidis modificado, o
grupo bloqueador esta preferivelmente nas posigdes 4 e/ou 3,
mais preferivelmente na posigdo 4, do sacarideo de
sorogrupo A de Neisseria meningitidis correspondente. Os
grupos bloqueadores nas posig¢gdes 4 e/ou 3 do sacarideo de
sorogrupo A de Neisseria meningitidis foram mostrados por
serem particularmente mais eficazes para melhorar a

estabilidade para hidrélise.
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Em modalidades com grupos bloqueadores de éster (isto
é, quando o grupo bloqueador é de fdérmula (Ia), X & C(O) e
Y & R’), os inventores descobriram que a estabilidade de um
sacarideo de sorogrupo A de Neisseria meningitidis
modificado & influenciado pela proporgao de posig¢des 4 e/ou
3 tendo grupos bloqueadores. Por exemplo, a proporgdo de
posigdes 4 tendo grupos bloqueadores pode ser
aproximadamente 0%, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%
70%, 80%, 90%, 95% ou aproximadamente 100%, com pelo menos
30% e aproximadamente 100% sendo preferidos. Similarmente,
a proporgdao de posigdes 3 tendo grupos bloqueadores pode
ser aproximadamente 0%, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou aproximadamente 100%, com pelo
menos 95% e aproximadamente 100% sendo preferidas.
Tipicamente, a proporgdo de posigdes 4 e 3 tendo grupos
bloqueadores é aproximadamente a mesma em cada posi¢do. Em
outras palavras, a razdo de posigdes 4 tendo grupos
blogqueadores para posi¢des 3 tendo grupos bloqueadores é
aproximadamente 1l:1. Entretanto, em algumas modalidades, a
proporgdo de posigdes 4 tendo grupos bloqueadores pode
variar relativa & proporgdao de posigdes 3 tendo grupos
bloqueadores. Por exemplo, a razdo de posicdes 4 tendo
grupos blogqueadores para posigdes 3 tendo grupos
bloqueadores pode ser 1:20, 1:19, 1:18, 1:17, 1:16, 1:15,
1.14, 1:13, 1:12, 1:112, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4,
1:3 ou 1:2. Similarmente, a razdo de posigdes 3 tendo
grupos bloqueadores para  posigdes 4 tendo  grupos
bloqueadores pode ser 1:20, 1:19, 1:18, 1:17, 1:16, 1:15,
1.:14, 1:123, 1:12, 1:1212, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4,

1:3 ou 1:2.

']
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Esta invengdo também fornece um sacarideo de férmula:
OH

'O—#:O _

onde T & de fdédrmula (A)

(A)
n € um inteiro de 1 a 100;

cada grupo Z é independentemente selecionado de -OH,
OAc ou um grupo bloqueador como definido acima; e

cada grupo Q é& independentemente selecionado de -OH,
OAc ou um grupo bloqueador como definido acima;

V é selecionado de -NH,, -NHE, -NE'E’, W?, ou -0-D,
onde: E, E' e E’ s3o grupos protetores de nitrogénio, que
podem ser os mesmos ou diferentes, e D € um grupo protetor
de oxigénio;

W é selecionado de -OH ou um grupo bloqueador como
definido acima;

W' é selecionado de -OH ou um grupo bloqueador como

definido acima;
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W? & selecionado de -OH ou um grupo bloqueador como
definido acima.

e em que pelo menos um (por exemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 1 1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39 ou 40) dos grupos Z e/ou pelo menos um (por
exemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40) dos grupos Q sdo
grupos bloqueadores como definidos acima.

Preferivelmente, n &€ um inteiro de 15 a 25.

Cada um dos grupos Z n+2 pode ser o mesmo ou diferente
um do outro. Do mesmo modo, cada um dos grupos Q n+2 pode
ser o mesmo ou diferente um do outro.

V & preferivelmente -NH, ou -NHE.

Os grupos protetores de nitrogénio apropriados séao
grupos silila (tais como TMS, TES,. TBS, TIPS), derivados de
acila (tais como, trifluorcacetamidas, metdxicarbonila,
etébxicarbonila, t-butdxicarbonila (Boc), benzildéxicarbonila
(2 ou Cbz) , 9-fluorenilmetdxicarbonila (Fmoc) , 2-
(trimetilsilil)etdxi carbonila, alliloxicarbonila (Alloc),
2,2,2-tricloroetdxicarbonila (Troc)), derivados de
sulfonila (tais como B-trimetilsililetanosulfonila (SES)),
derivados de sulfenila, alquil C;.;5, benzil, benzhidrila,
tritila, allila, 9-fenilfluorenila, etc. Um grupo protetor
preferido de nitrogénio & Fmoc.

Os grupos protetores de nitrogénio divalentes, que
podem ser usados como E'E?’, incluem derivados de imida
ciclicos (tais como N-ftalimidas, N-ditiasuccinimidas, N-

2,3-difenilmaleimidas), derivados de imina (tais como N-
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1,1-dimetiltiometilenocaminas, N-benzilidenoaminas, N-p-
metdxibenzilidenoaminas, N-difenilmetilenoaminas),
derivados de enamina (tais como N-(5,5-dimetil-3-oxo-1-
ciclohexenil)aminas), etc. Um grupo protetor de nitrogénio
divalente preferido é N-ftalimidil.

Os grupos protetores de oxigénio apropriados incluem
ésteres, éteres (por exemplo, éteres de silil ou éteres de

alquila) e acetais. Os exemplos especificos incluem allila,

acetila, Aloc, benzila, benzildximetila (BOM), t-butila,
tritila, tert-butildimetilsilila (TBS) , tert-
butildifenilsilila (TBDPS) , trietilsilila (TES),
trimetilsilila (TMS) , tri-isopropilsilila (TIPS),

parametdxibenzila (PMB), MEM, metdximetila (MOM), MTM e
tetrahidropiranila (THP).

Todos os grupos Z podem ser OH (submetido a pelo menos
um dos grupos 2Z e/ou pelo menos um dos grupos Q sendo
grupos bloqueadores). Como uma alternativa a todos os

grupos Z sendo OH, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,

70%, 80% ou 90% dos grupos Z podem ser OAc. Preferivelmente,
aproximadamente 60-90% dos grupos Z sdo OAc, com o restante
dos grupos Z sendo OH ou grupos bloqueadores como definidos

acima. Preferivelmente, pelo menos 1%, 2%, 3

o®

, 4%, 5%, 6%,
7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% ou 40% dos grupos
Z sao grupos bloqueadores, 60—90%‘350 OAc e o restante & OH.
Preferivelmente, aproximadamente 10-40% dos grupos Z sdo
grupos blogqueadores, 60-90% sdao OAc e o restante & OH.
Alternativamente, aproximadamente 0%, pelo menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou aproximadamente
100% dos grupos Z sdo grupos bloqueadores, com pelo menos

95% e aproximadamente 100% sendo preferido.
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Todos os grupos Q podem ser OH (submetido a pelo menos
um dos grupos Z e/ou grupos Q sendo grupos bloqueadores).

Alternativamente, pelo menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6

o\°
~J
o\°
[o0]
o\®

9

o\°

, 10%, 15% ou 20% dos grupos Q podem ser OAc.
Preferivelmente, aproximadamente 1-20% de grupos Q sdo OAc,
com o restante dos grupos Q sendo OH ou grupos bloqueadores
como definidos acima. Preferivelmente, pelo menos 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%
99% dos grupos de Q estdo grupos bloqueadores, 1-20% sdo
OAc e o restante & OH. Preferivelmente, aproximadamente 80-
99% dos grupos Q sao grupos bloqueadores, 1-20% sdo OAc e o
restante & OH. Alternativamente, aproximadamente 0%, pelo
menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou
aproximadamente 100% dos grupos Q sdo grupos bloqueadores,

com pelo menos 30% e aproximadamente 100% sendo preferido.

A invencdo também fornece uma molécula compreendendo

uma porgdo de sacarideo de foérmula:
OH

o—t=0
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em que T & de férmula (A) ou (B):
. H

(A ® |
n, 2, Q e W sdo como definidos acima; pelo menos um

(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1s,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40) dos grupos Z e/ou pelo menos um (por
exemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39 ou 40) dos grupos Q sdo grupos bloqueadores; e: L
é 0, NH, NE, S ou SE.

A 1ligagdo covalent 1livre de L pode ser unida a
qualquer porgdo apropriada, por exemplo, -H, -E, um ligante,
um carreador de proteina, etc. L é preferivelmente N ou O.
E também possivel para L ser N, unido a um ligante
divalente, a um grupo protetor divalente, ou a um carreador
de proteina divalente.As identidades preferidas dos grupos
n, Z, Q e W sdo descritas acima.

Esta invencao também fornece uma molécula

compreendendo um sacarideo de fdérmula:
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onde T & de férmula (A) ou (B):

(A) (B)

n, Z, 9, W, W e V s3o como definidos acima, e pelo
menos um (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40)
dos grupos Z e/ou pelo menos um (por exemplo 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 386,
37, 38, 39 ou 40) dos grupos Q sdo de férmula (IIa) ou
(IIb):

-0-X-Y' (II) - 0-R* (IIb)

em que X & como definido acima;

Y’ & NR°R%;

R? é como definido acima; e

R* é -Cy.4 alquileno-CH(O) ou -C;.5 alquileno-NH, em que
0 grupo -NH- é parte de uma proteina carreadora.

Preferivelmente, pelo menos um do grupo Z e/ou Q é de

férmula (IIa). Nesta modalidade, prefere-se que X seja C(O).

Os grupos R? preferidos s3o descritos acima em relacdo
a férmula (Ia).

Os grupos R! preferidos incluem -C; alquileno-CH(O), -
C; alquileno-CH(O), -C; alquileno-CH(O) e -C, alquileno-
CH(O) . Um grupo R* particularmente preferido é -G,
alquileno-CH(O) .

Outros grupos R* preferidos incluem -C; alquileno-NH,
p q
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-C; alquileno-NH; -C; alquileno-NH, -C; alquileno-NH e -Cs

(]
|
N

N

alquileno-NH. Um grupo R* particularmente preferido
alquileno-NH. As identidades preferidas dos grupos n, Z, Q,
W, W' e V s3o descritos acima.

Processo para produzir um sacarideo modificado.

A invengdo fornece um processo modificando um
sacarideo capsular compreendendo as etapas de:

(a) fornecer um sacarideo capsular tendo pelo menos um
grupo hidroxila em uma unidade de monossacarideo; e

(b) converter pelo menos um referido grupo hidroxila
em um grupo bloqueador.

O grupo blogqueador & qualquer dos grupos bloqueadores
definidos acima.

O sacarideo capsular pode ser um sacarideo capsular
nativo (oligossacarideo ou polissacarideo). Como uma
alternativa, o sacarideo capsular pode ser, por exemplo, um
sacarideo capsular des-0O-acetilado e/ou um sacarideo
capsular tendo um grupo amino terminal (por exemplo, obtido
por aminagdo redutiva).

Um processo preferido para modificar um sacarideo em
que o grupo blogueador & -OC(O)NR'R®’ é quando a etapa (b)
compreende as etapas de:

(bl) reagir o sacarideo capsular com um reagente
bifuncional em um solvente orgdnico; e

(b2) reagir o produto de etapa (bl) com um composto
amino de férmula (III):

HNR'R®  (III)

em que R' e R?® s3o como definidos acima.

O termo ‘“reagente bifuncional” significa qualquer

reagente que € capaz de realizar as fungdes duplas de (i)
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fornecer na etapa (bl) um primeiro A&atomo de carbono
electrofilico para acoplar com of(s) grupo(s) hidroxila no
sacarideo; e (ii) fornecer um segundo &atomo de carbono
electrofilico para acoplar com o grupo amino usado na etapa
(b2) . Geralmente, o segundo atomo de carbono electrofilico
€ regenerado do primeiro &atomo de carbono electrofilico
durante a etapa (b). O reagente bifuncional fornece uma
ligagdo -C(O)- entre o polissacarideo e o composto amino.

Os reagentes bifuncionais para wuso na presente
invencao incluem, mas nao sdo limitados a, 1,1'-
carbonildiimidazol (CDI), carbonil di-1,2,4-triazol (CDT),
carbonil di-1,2,3-benzotriazol (CDB) , difenilcarbonato,
brometo de cianogeno, fosgeno ou trifosgeno. A pessoa habil
estard ciente de outros reagentes bifuncionais que podem
realizar a mesma fungdao que estes.

Um reagente bifuncional preferido & CDI. O CDI tem a
vantagem de ser um reagente mais suave que, por exemplo, de
brometo de fosfogeno ou cianogeno. Em particular, as
reagdes de acoplamento usando CDI ndo geram gases acidos
hidrohalicos, tais como HCl ou HBr. A geragdo de gas HCl ou
HBr é& indesejavel, pois estes gases exigem a depurac¢do da
saida da camara de reagdo para evitar seu escape na
atmosfera. Além disso, a geragao de gas HCl ou HBr pode
afetar os grupos funcionais sensiveis no sacarideo,
resultando na perda de rendimentos devido a decomposicdo ou
fragmentag¢do do sacarideo.

o] solvente organico usado na etapa (b1) é
preferivelmente um solvente aprdtico. Os solventes
apréticos sdo conhecidos a pessoa habil na técnica e nao

contém nenhum A&atomo de hidrogénio ionizéavel. Estes
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solventes sdo vantajosos, pois facilitam a reagdo de
grupo(s) hidroxila no sacarideo com o reagente bifuncional,
melhorando a nucleofilicidade do(s) grupo(s) hidroxila. Os

solventes aprdéticos apropriados incluem, mas ndoc sdo

limitados a, dimetilsulféxido (DMSO) , dimetilformamida
(DMF), formamida, triamida hexametilfésforo (HMPT), 1,3-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H) -pirimidinona (DMPU) ,
dimetilacetamida (DMAC), ou hexametilfosforamida (HMPA).

DMSO é preferido.

Na etapa (b2) do processo da invengdo, o produto da
etapa (bl) €& reagido com um composto amino para formar o
polissacarideo modificado. O composto amino wusado no
processo da presente invengdo é de férmula (III), como
definido acima.

Os composto aminos apropriados que podem ser usados na
invencdo dependem de R' e R?. Como descrito acima, em
modalidades preferidas, R' & substituido com um Gnico grupo
hidroxila, esta substituic¢do sendo na extremidade distal da
cadeia alquila C;.¢, e R* é H. Os composto aminos preferidos
que podem ser usados na invengdo incluem portanto,
aminometanol, 2-aminoetanol, 3-aminopropan-1-ol, 4-
aminobutan-1-o0l, 5-aminohexil-1-o0l e 6-aminopentan-1-ol. Um
composto amino particularmente preferido é 2-aminoetanol.
Em outras modalidades preferidas, R' & substituido com dois
grupos hidroxila vicinais e R® & H. Os compostos amino
preferidos que podem ser usados na invenqéo incluem
portanto, l-aminoetano-1,2-diol; 1l-aminopropano-1,2-diol e
3-aminopropano-1,2-diol; l-aminobutano-1,2-diol, 1-
aminobutano-2,3-diol e 4 -aminobutano-1,2-diol; 1-

aminopentano-1,2-diol, l-aminopentano-2,3-diol, 5-
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aminopentano-2,3-diol e 5-aminopentano-1,2-diol; e 1-
aminohexano-1,2-diol, 1-aminohexano-2,3-diol, 5-
aminohexano-3,4-diol, 6-aminohexano-2,3-diol e 6-
aminohexano-1,2-diol. Em modalidades particularmente

preferidas, R!' & substituido com dois grupos hidroxila
vicinais na extremidade distal da cadeia alquila C;.¢. Os
composto aminos preferidos que podem ser usados na invengao
incluem portanto, 3-aminopropano-1,2-diol, 4-aminobutano-
1,2-diol, 5-aminopentano-1,2-diol e 6-aminohexano-1,2-diol.
Um composto amino particularmente preferido é 5-
aminopentano-1,2-diol. Estes podem ser usados na forma de
sal (por exemplo, sal de hidrocloreto).

Um processo preferido da invencao é exemplificado no

esquema 1 abaixo:

0 - 0o
Ekggl- S O—i% N/Q§7
Sacc—OH  + ' acc— —
J R'R’NH
Sacc = porgao sacarideo
O

Sacc—O—C—NR'R?
Esquema 1

Neste esquema, o sacarideo (por exemplo,
polissacarideo ou oligossacarideo MenA) €& primeiramente
ativado através de pelo menos um de seus grupos hidroxila
em uma unidade de monossacarideo usando CDI em DMSO
solvente. O intermedidrio de carbamato imidazol resultante
é preso pela amina R'R’NH (por exemplo, 2-aminoetanol) para
dar o sacarideo modificado.

Os sacarideos modificados podem alternativamente ser

preparados em um processo de uma etapa reagindo um ou mais
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grupos hidroxila em um sacarideo capsular com um reagente
de férmula XC(O)NR'R?), em que X & um grupo de saida, e R! e
R’ s3o como definidos acima. Os grupos de saida apropriados
incluem, mas ndo sdo limitados a, -Cl, -Br, -CF;, -0C¢Fs ou
-CC1;.

Um processo preferido para modificar um sacarideo em
que © dgrupo bloqueador & -OC(O)R; & quando a etapa (b)
compreende a etapa de:

(bl) reagir o sacarideo capsular com [(R’C(0),)]10 na
presenga de um catalizador de imidazol.

Este processo €& particularmente apropriado para
modificar um sacarideo em que o grupo bloqueador & -

OC(O)CH;. Nesta modalidade, a etapa (b) compreende a etapa

de:

(bl) reagir o sacarideo capsular com [(CH;C(0O)),]0
(anidrido acético) na presenga de um catalizador de
imidazol.

Alternativamente, os sacarideos capsulares modificados
da presente invengdo podem ser preparados por meios
sintéticos, por exemplo, de unidades de monossacarideo
apropriadas. Tipicamente, a sintese total de um sacarideo
capsular modificado compreende a formagdo de 1ligagdes
glicosidicas (por exemplo, 1ligag¢des fosfodiéster) entre
unidades de monossacarideo apropriadas e entdo modificar o
sacarideo resultante em qualquer maneira descrita acima.
Alternativamente, as unidades de monossacarideo podem ser
modificadas antes de formar as ligag¢gdes glicosidicas para
fornecer o mesmo sacarideo capsular modificado.

Os sacarideos capsulares modificados desta invencéo

sao preferivelmente oligossacarideos. Partindo dos
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polissacarideos capsulares nativos, os oligossacarideos
capsulares modificados podem ser obtidos por qualquer um
dos dois métodos: (1) modificar o polissacarideo capsular
seguido por despolimerizacao e dimensionamento do
polissacarideo modificado para formar um oligossacarideo
modificado; ou (2) despolimerizar e dimensionar o)
polissacarideo capsular seguido por modificacgdo do
oligossacarideo resultante para formar um oligossacarideo
modificado. Ambos os métodos sdo englobados dentro da
presente invengao. Entretanto, O primeiro método &
preferido em determinadas modalidades, ja& que este método
assegura que um grupo hidroxila terminal estard disponivel
para conjugagao subsequente do oligossacarideo modificado a
uma molécula carreadora, tal como uma proteina.

A presente invencao também fornece um processo para
modificar um polissacarideo de sorogrupo A de Neisseria
meningitidis compreendendo as etapas de:

(a) fornecer um polissacarideo de sorogrupo A de
Neisseria meningitidis;

(b) despolimerizar e dimensionar o} referido
polissacarideo para fornecer um oligossacarideo; e

(c) converter pelo menos um grupo hidroxila do
oligossacarideo em um grupo bloqueador, como descrito acima.

A etapa (b) deste processo pode opcionalmente ser
seguida por etapa(s) de derivatizag¢do conhecidas antes da
etapa (c). As etapas de derivatizacdo conhecidas incluem,
por exemplo, animagdo redutiva seguida pela protecdo do
grupo -NH; resultante e/ou des-O-acetilacdo.

Esta invengdao também fornece um processo para

modificar um polissacarideo de sorogrupo A de Neisseria
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meningitidis compreendendo as etapas de:

(a) fornecer um polissacarideo de sorogrupo A de
Neisseria meningitidis;

(b) converter pelo menos um grupo hidroxila do
polissacarideo em um grupo bloqueador, como descrito acima;
e

(c) despolimerizar e dimensionar o polissacarideo
resultante para fornecer um oligossacarideo.

A etapa (c) deste processo pode opcionalmente ser
seguida por etapas de derivatizagdo conhecidas. As etapas
de derivatizagdo conhecidas incluem, por exemplo, a
aminagao redutiva seguida pela protegdo do grupo NH;
resultante e/ou des-O-acetilacédo.

Quaisquer dos processos descritos acima podem ser
seguidos por uma etapa em que os contaminantes (por exemplo,
contaminantes de baixo peso molecular) sdo removidos.

Materiais de partida de sacarideo capsular

Os sacarideos capsulares modificados da invengdo sé&o
obteniveis dos sacarideos capsulares nativos. O termo
“sacarideo capsular nativo” refere-se aos polimeros
contendo agtGcar (por exemplo, polimeros de acglGcares, Aacidos
de aglcar, amino de ag¢lcares, alcoois polhidricos, &lcoois
de agucar, e fosfatos de aglGcar etc.) gque podem ser
encontrados na capsula de bactérias (ambas Gram-positiva e
Gram-negativa) tais como N. meningitidis, S.pneumoniae e H.
influenzae. Além disso, o “sacarideo capsular nativo”
inclui ambos polissacarideos e oligossacarideos. Os
oligossacarideos capsulares nativos podem ser obtidos
despolimerizagdo e dimensionamento de polissacarideos

nativos. A “posigdo do grupo hidroxila” de um sacarideo
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capsular nativo & uma posigdo no sacarideo capsular nativo
tendo um grupo hidroxila. Entretanto, ndo inclui posigdes
em ligagdes glicosidicas, ou residuos das mesmas, tendo
grupos hidroxila (por exemplo, um grupo hidroxila que é
parte de uma ligagdo de fosfato ndo ocupa uma posigdo de
grupo hidroxila). Nem inclui as posig¢des onde hd& um grupo
acetdxi (AcO) no sacarideo capsular nativo ndo sdo também
posi¢des de grupo hidroxila.

O sacarideo capsular nativo pode compreender as
unidades de sacarideo ligadas por liga¢des fosfodiéster. Os
sacarideos compreendendo ligagdes fosfodiéster podem ser
instaveis a hidrdlise.

O sacarideo capsular nativo e o sacarideo capsular
modificado da invengdo sdo preferivelmente imunogénicos em
mamiferos (por exemplo, humanos). O mamifero pode ser um
adulto ou uma crian¢a humanos.

O sacarideo capsular nativo é preferivelmente um
polissacarideo (ou fragmento de oligossacarideo do mesmo)
de N. meningitidis (incluindo sorogrupos A, B, C, W135 e Y),

S.pneumoniae (incluindo sorotipos 1, 4, 5, 6B, 9V, 14,18C,

19F e 23F), H. influenzae tipo B, Neisseria gonorrhoeae,
Streptococcus agalactiae, Escherichia Coli, Salmonella
typhi, Streptococcus mutans, Cryptococcus neoformans,
Moraxella catarrhalis, Klebsiella pneumoniae,

Staphilococcus aureus, e/ou Pseudomonas aeruginosa.

Embora a invengdo possa ser aplicada a qualquer
sorogrupo de N. meningitidis, prefere-se usar um sacarideo
capsular do sorogrupo A (“MenA”). O sacarideo capsular MenA
€ particularmente instavel em solugdo aquosa, significando

ue rocedimentos especiais recisam ser usados ara
q



10

15

20

25

30

28/112

realizar as manipula¢des quimicas (por exemplo, conjugacio
as proteinas carreadoras) nesta molécula. Entretanto, os
sacarideos MenA modificados de acordo com a invencdo sdo
descobertos por serem vantajosamente estaveis em solucdo
aquosa.

O polissacarideo capsular MenA {-6)-D-ManpNAc (3/40Ac) -
c-(leOPOye} é composto de residuos de N-acetilmannosamina
ligado junto por 1ligag¢des al-6 fosfodiéster tendo as
unidades de repetic¢do mostradas abaixo.

R*=Ac
RY=H

z_
R*=H } 5-20%

} 60-90%

R¥=H

Z_qr U .
R™=H 14 20%
RI= Ac

. H OH
De acordo com as definig¢des acima, aproximadamente 80-

99% das posigbes 4 sdo posigdes de grupo hidroxila, e
aproximadamente 10-40% das posigdes 3 s8o posicdes de grupo
hidroxila. O grupo 1-hidréxi terminal também ocupa uma
posigdo de grupo hidroxila. O grupo 1-hidréxi terminal é um
grupo hidroxila anomérico terminal. O grupo hidroxila que é
parte do grupo -OP(0O) (OH)O ndo é uma posigdo de grupo

hidroxila.
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Conjugados de sacarideo-proteina

Os sacarideos modificados da invengdo podem ser
submetidos a qualquer processamento a jusante usual que &
aplicado aos sacarideos (por exemplo, derivatizacao,
conjugagao, fragmentacgao, etc.). Para melhorar a
imunogenicidade, os sacarideos modificados da invenc¢do sio
conjugados preferivelmente a uma proteina carreadora. A
conjugacdo as proteinas carreadoras é particularmente 1Util
para vacinas pediatricas [6] e & uma técnica bem conhecida
[por exemplo, revisto nas refs. 7 a 15 etc.]. O
polissacarideo pode ser ligado diretamente & proteina [2,
16] ou pode ser ligado através de um grupo ligante. Muitos
tipos diferentes de grupos 1ligantes foram propostos para
ligar polissacarideos as proteinas [por exemplo, 3, 17].

A inveng¢do assim fornece um conjugado de uma proteina
e um sacarideo modificado da invengdo. A proteina pode ser
conjugada ao sacarideo diretamente, ou um ligante pode ser
usado. Qualquer ligante quimica apropriado pode ser usado.
A estabilidade melhorada do polissacarideo modificado
permite vantajosamente que uma variedade ampla de ligac¢des
seja usada.

Como descrito acima, em algumas modalidades prefere-se
que o sacarideo capsular modificado tenha pelo menos um
grupo hidroxila ou grupo amino livre que podem ser usados
como uma parte para ligagdo subsequente a uma proteina
carreadora.

Um sacarideo capsular modificado tendo um grupo
hidroxila 1livre pode ser obtido seletivamente blogueando
grupos hidroxila em um sacarideo capsular, ou seletivamente

desbloqueando um sacarideo capsular modificado em que todos
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os grupos hidroxila estdo bloqueados. Alternativamente, um
grupo hidroxila livre pode ser revelado despolimerizando e
dimensionando um sacarideo capsular modificado.
Preferivelmente, pelo menos um grupo hidroxila livre é um
grupo hidroxila anomérico terminal. O grupo hidroxila
anomérico terminal é preferido como o grupo hidroxila livre,
pois um grupo hidroxila anomérico terminal pode ser
revelado por despolimerizar e dimensionar um sacarideo
capsular modificado.

Um sacarideo capsular modificado tendo um grupo amino
livre pode ser obtido por aminagdo redutiva de um grupo
hidroxila anomérico terminal, opcionalmente seguido por
protec¢do do grupo NH, resultante. A reagcao de aminacgdo
redutiva pode ser realizada antes ou depois da etapa de
modificagdo da presente invengao. Preferivelmente, a
aminag¢do redutiva & realizada antes da etapa de modificacéo
da presente invengdo ja que o grupo NH, resultante pode
seletivamente ser protegido/desprotegido na presenga de
grupos hidroxila/grupos bloqueadores.

Por exemplo, a presente invengdo fornece um processo
para fazer um conjugado de sacarideo-proteina compreendendo
as etapas de:

(a) fornecer um sacarideo capsular modificado da
invengdo, em que o sacarideo modificado compreende um grupo
hidroxila anomérico terminal ou um grupo amino derivado de
um grupo hidroxila anomérico terminal; e

(b) 1ligar o sacarideo capsular modificado a uma
proteina através do grupo hidroxila anomérico terminal ou o
grupo amino derivado de um grupo hidroxila anomérico

terminal.
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A proteina é preferivelmente uma toxina ou toxdide
bacteriano, em particular toxina ou toxéide de difteria.
Por exemplo, a proteina é preferivelmente CRM;y;.

As ligagdes através de um grupo 1ligante podem ser
feitas usando qualquer procedimento conhecido, por exemplo,
os procedimentos descritos nas referéncias 3 e 17. Um tipo
preferido de ligagdo €& um ligante carbonila, que pode ser
formado pela reagdo de um grupo hidroxila 1livre do
sacarideo modificado com CDI [18, 19] seguido pela reacdo
com uma proteina para formar uma ligagdo de carbamato. Um
outro tipo preferido de 1ligagdo é um ligante de &cido
adipico, que pode ser formado acoplando um grupo -NH, livre
no sacarideo modificado com &cido adipico (usando, por
exemplo, ativagdo de diimida); e entdo acoplar uma proteina

ao intermedidrio de acido adipico-sacarideo resultante [11,

20, 21] . Outros 1ligantes incluem B-propionamido [22],
nitrofenil-etilamina [23], haletos de halocacila [24],
ligagdes glicosidicas [25], acido 6-aminocapréico [26], ADH

[27], porgdes C;, a C;, [28] etc.

A conjugagdo pode envolver: reducdo do terminal
anomérico a um grupo hidroxila primario,
protegdo/desprotegdo opcional do grupo hidroxila primario;
reagdo do grupo hidroxila primario com CDI para formar um
intermediario de carbamato CDI; e acoplamento do
intermedidrio de carbamato CDI com um grupo amino em uma
proteina.

O esquema 2 mostra dois exemplos diferentes de como um
sacarideo capsular pode ser conjugado a uma proteina
carreadora, de acordo com a presente invengdo. No primeiro

exemplo, a proteina €& conjugada através de um grupo
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hidroxila terminal. No segundo exemplo, a proteina é ligada

através de um grupo amino terminal.

OP(O)(OH)O" _ OP(O)(OH)O
(i\/lonossacarideo Bloqueador I Monossacarideo Blogueador
1. CDI
: 2. Proteina-NH,
LMonossacarldeo }—Bloqueador — Monossacarideo ]-— Blogqueador
LMonossacarideo Bilogqueador I_Monossacarideo ]—— Blogueador
OH OC(O)NH-Proteina

' 1. Aminag&o redutiva :
OP(O)(OH)O- 2. Proteger o grupo terminal OP(O)(OH)O_

-NH2 com Fmoc

Monossacarideo |—(QH ~ 3- Bloqueargrupos OH Mg e n o —
l . 4. Desproteger -NHFmoc L Blogueador

5. Acoplar a0 acido adipico
Monossacarideo OH 6. Conjugagao 4 Monossacarideo {—
L proteina-NH; L Bloqueador
—_—
l Monossacarideo OH LMonossacarideo Bloqueador

Ol NHC(O)(CH2)aC(O)NH-Proteina

- Bloqueador é um grupo bloqueador

Esquema 2

As 1ligagles diretas a proteina podem compreender
oxidagcdo do polissacarideo seguido por aminacdo redutiva
com a proteina, como descrito nas, por exemplo, referéncias
2 e 16. Por exemplo, em modalidades onde had pelo menos uma
unidade de monossacarideo do sacarideo capsular modificado
onde dois grupos hidroxila vicinais do sacarideo capsular
nativo correspondente ndo compreendem grupos bloqueadores,
um ou mais pares de grupos hidroxila vicinais podem ser
convertidos em grupos aldeido por clivagem oxidativa (por
exemplo, NaIOQ,, Pb(OAc),, etc.). O sacarideo capsular

modificado pode entdo ser ligado a proteina por aminacdo
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redutiva.

Por exemplo, a presente invengdo fornece um processo
para fazer um conjugado de sacarideo-proteina compreendendo
as etapas de:

(a) fornecer um sacarideo capsular modificado da
invengdo em que haja pelo menos uma unidade de
monossacarideo do sacarideo capsular modificado onde dois
grupos hidroxila vicinais do sacarideo capsular nativo
correspondente ndo compreendem grupos bloqueadores;

(b) converter pelo menos um dos pares de grupos
hidroxila vicinais em grupos aldeido por clivagem oxidativa;
e

(c) 1ligar o sacarideo capsular modificado a uma
proteina por aminac¢do redutiva.

A proteina é preferivelmente uma toxina ou toxdide
bacteriano, em particular toxina ou toxdéide de difteria.
Por exemplo, a proteina é preferivelmente CRM;q;.

Como descrito acima, em algumas modalidades, é
preferido que pelo menos uma das unidades de monossacarideo
do sacarideo capsular modificado compreende grupos
bloqueadores em que R' & substituido com dois grupos
hidroxila vicinais. Os dois grupos hidroxila vicinais podem
ser usados como uma parte para ligag¢do subsequente a uma
proteina carreadora. Por exemplo, um ou mais pares de
grupos hidroxila vicinais podem ser convertidos em grupos
aldeido por <clivagem oxidativa (por exemplo, NaIO,,
Pb(OAc)4, etc.). O sacarideo capsular modificado pode entdo
ser ligado a proteina por aminag¢do redutiva.

Por exemplo, a presente invengdo fornece um processo

para fazer um conjugado de sacarideo-proteina compreendendo
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as etapas de:

(a) fornecer um sacarideo capsular modificado da
invenc¢ao em que pelo menos uma das unidades de
monossacarideo compreende grupos bloqueadores em que R' é
substituido com dois grupos hidroxila vicinais;

(b) converter pelo menos um dos pares de grupos
hidroxila vicinais em grupos aldeido por clivagem oxidativa
e

(c) 1ligar o sacarideo capsular modificado a uma
proteina por aminac¢do redutiva.

A proteina é preferivelmente uma toxina ou toxdéide
bacteriano, em particular toxina ou toxdéide de difteria.
Por exemplo, a proteina é preferivelmente CRM,q;.

Em algumas modalidades deste processo, todos os grupos
hidroxila vicinais presentes nos grupos bloqueadores s3o
convertidos em grupos aldeido na etapa (b). Nestas
modalidades, o numero grupos aldeido produzidos depende do
nimero total de grupos bloqueadores em que R' & substituido
com dois grupos hidroxila vicinais que estdo presentes no
sacarideo capsular modificado. Em outras modalidades, as
condi¢des para clivagem oxidativa sdo selecionadas tais que
somente uma proporgao dos grupos hidroxila vicinais
presentes nos grupos bloqueadores & convertida em grupos
aldeido. Nestas modalidades, o numero de grupos de aldeido
produzidos depende do numero total de grupos bloqueadores
em que R' & substituido com dois grupos hidroxila vicinais
que estdo presentes no sacarideo capsular modificado e as
condi¢des selecionados. Em tais modalidades, prefere-se que
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%

15%, 16%, 17%, 18%, 19% ou 20% das unidades de

’



10

15

20

25

30

35/112

monossacarideo do sacarideo capsular modificado tenham
grupos bloqueadores que sdo convertidos em grupos aldeido.
Por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40 unidades de
monossacarideo tem grupos bloqueadores que s3o convertidos
em grupos aldeido. Preferivelmente, entre 5-15%, mais
preferivelmente 10%, das unidades de monossacarideo tém
grupos bloqueadores que sdo convertidos em grupos aldeido.
O esquema 3 mostra dois exemplos adicionais de como um
sacarideo capsular pode ser conjugado a uma proteina
carreadora, de acordo com a presente invengdo. No primeiro
exemplo (lado da mdo esquerda) , todos os grupos
blogqueadores tém um grupo R' que & substituido com dois
grupos hidroxila vicinais. Uma proporgdo (por exemplo, 10%)
destes grupos hidroxila vicinais & convertida em grupos
aldeido para conjugagdo a uma proteina. No segundo exemplo
(lado da mdo direita), dois tipos de grupo blogueador estdo
presentes. Uma proporgdo destes (por exemplo, 10%) tem um
R' que é substituido com dois grupos hidroxila vicinais.
Todos estes grupos hidroxila vicinais s3o convertidos em

grupos aldeido para conjugagdo a uma proteina.

Polissacarideo

¢ Despolimerizagdo

* Dimensionamento

&

Oligossacarideo

v CDI

Oligossacarideo — CDI
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HNR'R?
(10% de R' sao substituidos com dois

grupos hidroxila vicinais,  90% de R
sdo substituidos com um unico
grupo hidroxila na extremidade distal

¢ % da cadeia alquila C,.5).

HNR'R?

(100% deR' sao

substituidos com
dois grupos

hidroxila vicinais)-

Ultrafiltragao Ultrafiltragao

v v
Cligossacarideo .C(O)..NR'R2

Clivagem oxidativa Clivagem oxidativa

de 10% de grupos Rl de todos os grupos
R1 substituidos

com dois grupos
hidroxila vicinais

v

Ultrafiltragao * Ultrafiltragao
: \ 4

Oligossacarideo derivatizado de aldeido

l : l Conjugagéo a proteina -NH
l‘ l‘ Ultrafiltragao
Conjugado de Conjugado de oligossacarideo-proteina

oligossacarideo-proteina
90% bloqueado com
NR1R2 (R1 é substituido
com dois grupos hidroxila
vicinais).

90% bloqueado com NR1R2 (R1 é substituido
. com um Unico grupo hidroxila na extremidade
distal da cadeia alquila C, ¢ ).

Esquema 3

As proteinas carreadoras preferidas sdo toxinas ou
toxbéides bacterianos, tais como toxdides de difteria ou
tétano. Estes sdo geralmente usados em vacinas conjugadas.
O toxdéide de difteria CRM;3; € particularmente preferido
[29] . Outras proteinas carreadoras apropriadas incluem a
proteina de membrana externa de N. meningitidis [30],

peptideos sintéticos [31,32], proteinas de choque a calor
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[33,34], proteinas de coqueluche [35,36], proteina D de H.

influenzae [37], citocinas [38], linfocinas [38], hormdénios
[38], fatores de crescimento [38], toxina A ou B de
C.difficile [39], proteinas de captacdo de ferro [40] etc.

E possivel usar misturas de proteinas carreadora.

Apbés a conjugagdo, os sacarideos livres e conjugados

podem ser separados. HA muitos métodos apropriados,
incluindo cromatografia hidrofébica, ultrafiltracgado
tangencial, diafiltragdo etc. [veja também refs. 41, 42
etc.].

Uma Gnica proteina carreadora pode carregar sacarideos
diferentes multiplos [43].

Composigdes e métodos farmacéuticos

As composigdes feitas usando os métodos da invencdo
sdo farmaceuticamente aceitaveis. Podem incluir componentes
além do sacarideo modificado e/ou conjugado, por exemplo,
tipicamente incluirdo um ou mais carreadores farmacéuticos.
Um discussdo completa de tais componentes estd disponivel
na referéncia 44. Assim a invengdo fornece uma composicio
farmacéutica compreendendo (a) um sacarideo modificado da
invengdo e/ou um conjugado da invencdo, e (b) um carreador
farmaceuticamente aceitdvel. A composic¢do é preferivelmente
uma composig¢do imunogénica (por exemplo, uma vacina). As
vacinas baseadas em sacarideos ou conjugados de sacarideo-
proteina sdo conhecidas na técnica.

As composig¢des podem incluir um ou mais tampdes. Os
tampdes tipicos incluem: um tampdo de fosfato; um tampdo de
Tris; um tampdo de borato; um tampdo de succinato; um
tampdo de histidina; ou um tampdo de citrato. Os tampdes

serdao tipicamente incluidos na faixa 5-20 mM.
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Para controlar a tonicidade, prefere-se incluir um sal
fisioldgico, tal como um sal de sbédio. O cloreto de sédio
(NaCl) é preferido, que pode estar presente entre em 1 e 20
mg/ml. Outros sais gque podem estar presentes incluem
cloreto de potéassio, fosfato de dihidrogénio potéassio,
dehidrato de fosfato disédio, cloreto de magnésio, cloreto
de calcio, etc.

As composigdes terdo geralmente uma osmolaridade entre
200 mOsm/kg e 400 mOsm/kg, preferivelmente entre, 240-360
mOsm/kg, e caird mais preferivelmente dentro da faixa de
290-310 mOsm/kg. A osmolaridade tem sido previamente
relatada para ndo ter um impacto na dor causada pela
vacinacdo [45], mas manter a osmolaridade nesta faixa n3io
obstante é preferida.

O pH de uma composigdo estard geralmente entre 5,0 e
80, e mais tipicamente entre 5,5 e 6,5, por exemplo, entre
6,5 e 7,5. Um processo da inven¢do pode portanto, incluir
uma etapa de ajustar o pH do volume vacina antes de embalar.

A composigdo € preferivelmente estéril. A composicdo é
preferivelmente ndo-pirogénica, por exemplo, contendo <1 UE
(unidade de endotoxina, uma medida padrdo) por dose, e
preferivelmente <0,1 UE por dose. A composicdo é
preferivelmente glaten livre.

A composig¢do pode incluir um conservante, tal como
tiomersal ou 2-fenoxietanol. Prefere-se, entretanto, que a
vacina deva estar substancialmente livre de (isto &, menos
do que 5 pg/ml) material com mercGrio, por exemplo,
tiomersal-livre. As vacinas n3o contendo mercirio sio mais
preferidas.

A composig¢do pode incluir material para uma Gnica
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imunizagdao, ou pode incluir material para imunizagdes
maltiplas (isto &, um kit ‘multidose’). A inclusd3o de um
conservante é preferida em arranjos multidose.

As vacinas sao tipicamente administradas em um volume
de dosagem de aproximadamente 0,5 ml.

As composigbes sdo preferivelmente armazenadas entre
em 2°C e 8°C. Nao devem ser congelados. Devem idealmente
ser mantidas fora da luz direta.

Onde uma composig¢do inclui um conjugado entdo pode
também compreender a proteina carreadora ndo conjugada, mas
prefere-se que a gquantidade de carreador ndo conjugado
relativo a quantidade total desse carreador & menos de 5%.

As composigdes da invengdo sdo apropriadas para
administragdo aos pacientes humanos, e a invencdo fornece
um método de aumentar uma resposta imune em um paciente,
compreendendo a etapa de administrar tal composig¢do ao
paciente. A 1invengdo também fornece as composicdes da
invengdo para uso como medicamento. A invencdo também
fornece o wuso de um sacarideo modificado e/ou de um
conjugado da invengdo, na fabrica¢do de um medicamento para
aumentar uma resposta imune em um paciente. A resposta
imune aumentada por estes métodos e usos geralmente
incluirdo uma resposta de anticorpo, preferivelmente uma
resposta de anticorpo protetora contra a infeccéo
meningocdcica. As doengas causadas por Neisseria incluem
meningite, septicemia e gonorréia. A prevengdo e/ou
tratamento de meningite bacteriana é preferido.

As composigdes podem ser administradas em vVarias
maneiras. A rota de imunizagdo mais preferida é por injecdo

intramuscular (por exemplo, no brago ou perna), mas outras
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rotas disponiveis incluem injeg¢do subcutlnea, intranasal
[46-48], oral [49], intradérmica [50,51], transcuténea,
transdérmica [52], etc.

As composigdes preparadas de acordo com a invencdo
podem ser usadas para tratar criangas e adultos. O paciente
pode ter menos de 1 ano de idade, 1-5 anos de idade, 5-15
anos de idade, 15-55 anos de idade, ou pelo menos 55 anos
de idade. O paciente pode ser idoso (por exemplo, >50 anos
de idade, preferivelmente >65 anos), os jovens (por exemplo,
<5 anos de idade), pacientes hospitalizados, trabalhadores
de cuidados médicos, servigo armado e pessoal militar,
mulheres gravidas, pacientes cronicamente doentes,
pacientes imunodeficientes, e pessoas que viajam ao externa.
As composigdes ndo sdo apropriadas unicamente para estes
grupos, entretanto, podem ser usadas mais geralmente em uma
populagdo.

O tratamento pode ser por uma programagdo de dose
Gnica ou por uma programagdo de dose mialtipla. As doses
miltiplas podem ser usadas em uma programagdo de imunizacdo
primdria e/ou em uma programagdo de imunizacdo de reforcgo.
Em uma programagdo de dose mialtipla as varias doses podem
ser dadas pela mesma ou diferentes rotas, por exemplo,
principal parenteral e reforgo mucosal, um principal
mucosal e reforgo parenteral, etc. A administrac¢do de mais
de uma dose (tipicamente duas doses) é particularmente atil
em pacientes imunologicamente desprotegidos. As doses
miltiplas serdo tipicamente administradas pelo menos com 1
semana de disténcia (por exemplo, aproximadamente 2 semanas,
aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas,

aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 8 semanas,
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aproximadamente 12 semanas, aproximadamente 16 semanas,
etc.).

As composigdes da invengdo podem ser administradas aos
pacientes substancialmente no mesmo tempo que (por exemplo,
durante a mesma consulta ou visita médica a um profissional
de cuidados médicos) outras composi¢des, e em particular ao
mesmo tempo gque outras vacinas.

As composigdes imunogénicas compreendem uma quantidade
imunologicamente eficaz de antigeno de sacarideo, assim
como qualquer outro de outros componentes especificados,
como necessario. Por “quantidade imunologicamente eficaz”,
significa que a administragdo dessa quantidade a um
individuo, em uma UGnica dose ou como parte de uma série, é
eficaz para tratamento ou prevengdo. Esta quantidade varia
dependendo da salde e condigdo fisica do individuo a ser
tratado, idade, grupo taxondmico de individuo a ser tratado
(por exemplo, primata ndo humano, primata, etc.), a
capacidade do sistema imune do individuo para sintetizar
anticorpos, o grau de protegdo desejado, a formulacdo da
vacina, a avaliacgdo de tratamento do médico da situacdo
médica, e outros fatores relevantes. Espera-se que a
quantidade cairad em uma faixa relativamente ampla que possa
ser determinada com os ensaios rotineiros. A dosagem de
tratamento pode ser uma programacdo de dose TGnica ou uma
programagao de dose mialtipla (por exemplo, incluindo doses
de reforcgo).

As vacinas de acordo com a invengdo podem ser
profilaticas (isto €&, ©para prevenir a infecgdo) ou
terapéuticas (isto €&, para tratar a doenca apbés infeccido),

mas serdo tipicamente profilaticas.
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Adjuvantes

As composigdes da invengdo podem vantajosamente
incluir um adjuvante, que pode funcionar para melhorar as
respostas imunes provocadas em um paciente que recebe a
composigdo. Os adjuvantes que podem ser usados com a
inveng¢do incluem, mas ndo sdo limitados a:

- Uma composig¢do contendo mineral, incluindo sais de
cdlcio e sais de aluminio (ou misturas dos mesmos). Os sais
de calcio incluem fosfato de calcio (por exemplo, as
particulas de CAP divulgadas na ref. 53). Os sais de
aluminio incluem hidrdéxidos, fosfatos, sulfatos, etc., com
os sais tomando qualquer forma apropriada (por exemplo, gel,
cristalina, amorfa, etc.). A adsorcdo a estes sais é
preferida. As composigdes contendo minerais podem também
ser formuladas como uma particula de sal de metal [54]. Os
adjuvantes de sal de aluminio s3o descritos mais
detalhadamente abaixo.

- Uma emulsdo 6leo em A&gua, como descrita mais
detalhadamente abaixo.

- Um oligonucleotideo imunoestimulatdrio, tal como um
contendo uma porgdao CpG (uma sequéncia de dinucleotideo
contendo uma citosina ndo metilada ligada por uma ligacdo
de fosfato a uma guanosina), uma porg¢do TpG [55], um RNA de
fita dupla, um oligonucleotideo contendo uma sequéncia
palindroma, ou um oligonucleotideo contendo uma sequéncia
poli(dG). Os oligonucleotideos imunoestimulatérios podem
incluir modifica¢des/andlogos de nucleotideo, tais como
modificagbes fosforotioato e podem ser fita dupla ou
(exceto para RNA) fita simples. As referéncias 56 a 658

divulgam as substitui¢des andlogas possiveis, por exemplo,
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substituigdo de guanosine com 2’-deoxi-7-deazaguanosina. O
efeito de adjuvante de oligonucleotideos CpG é ainda
discutido nas refs. 59-64. Uma sequéncia CpG pode ser

direcionada para TLR9, tal como a por¢do GTCGTT ou TTCGTT

[65] . A sequéncia CpG pode ser especifica para induzir uma
resposta imune de Thl, tal como um CpG-A  ODN
(oligodeoxinucleotideo), ou pode ser mais especifica para

induzir uma resposta de célula B, tal como CpG-B ODN. CpG-A
e CpG-B ODNs sdo discutidos nas refs. 66-68.
Preferivelmente, o CpG é um CpG-A ODN. Preferivelmente, o
oligonucleotideo CpG é construido de modo que a extremidade
57 seja acessivel para o reconhecimento de receptor.
Opcionalmente, duas sequéncias de oligonucleotideo CpG
podem ser wunidas em suas extremidades 3’ para formar
“imundémeros” . Veja, por exemplo, as referéncias 65 e 69-71.
Um adjuvante de CpG Gtil & CpG7909, também conhecido como
ProMune™ (Coley Pharmaceutical Group, Inc.). Os
oligonucleotideos imunoestimulatérios tipicamente
compreenderdo pelo menos 20 nucleotideos. Podem compreender
menos de 100 nucleotideos.

- Lipido A de monofosforil 3-0O-desacilado (‘'3dMPL’,
também conhecido como ‘MPL™’) [72-75]. 3dMPL foi preparado
de um mutante sem heptose de Salmonella minnesota, e é
quimicamente similar ao 1lipido A, mas falta um grupo
fosforil A&acido-instédvel e um grupo acila base-instavel. A
preparagao de 3dMPL foi originalmente descrita na
referéncia 76. 3dMPL pode tomar a forma de uma mistura de
moléculas relacionadas, variando por sua acilag3o (por
exemplo, tendo 3, 4, 5 ou 6 cadeias acila, que podem ser de

comprimentos diferentes). Os dois monossacarideos de
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glucosamina (também conhecidos 2-deoxi-2-amino-glicose)
como sdo N-acilados em seus carbonos de posigdo 2 (isto &,
em posigdes 2 e 2’), e had também O-acila¢do na posigdo 3'.

- Um composto de imidazoquinolina, tal como Imiquimod
(“R-837") [77,78], Resiquimod (“R-848") [79], e seus
andlogos; e sais dos mesmos (por exemplo, os sais de
hidrocloreto). Detalhes adicionais sobre imidazoquinolinas
imunoestimulatdédrias podem ser encontrados nas referéncias
80 a 84.

- Um composto de tiosemicarbazona, tal como aqueles
divulgados na referéncia 85. Métodos de formulagdo,
fabricagdo, e selegdo para compostos ativos sdo descritos
também na referéncia 85. As tiosemicarbazonas sao
particularmente eficazes na estimulacao de células
mononucleares sanguineas periféricas humanas para a
produgdo de citocinas, tais como TNF-a.

- Um composto de triptantrina, tal como aqueles
divulgados na referéncia 86. Os métodos de formulacio,
fabricagdao, e selegdo para compostos ativos sdo descritos
também na referéncia @ 86. As tiosemicarbazonas sado
particularmente eficazes na estimulacgdo de células
mononucleares sanguineas periféricas humanas para a
producdo de citocinas, tais como TNF-a.

- Um andlogo de nucleosideo, tal como: (a) Isatorabina

(ANA-245; 7-tia-8- oxoguanos1na

fi o

e prbé-farmacos dos mesmos; (b) ANA975; (c) ANA-025-1;
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(d) ANA380; (e) os compostos divulgados nas referéncias 87

a 89; (f) um composto tendo a férmula:

R,
R
or"
R N 'Ry
R;
em que:
R, e R, sd3o cada um independentemente H, halo, -NRaRy,

-OH, alcdxi C;.¢, alcdxi Ci.¢ substituido, heterociclila,
heterociclila substituida, arila Cs-10, arila Cs-10
substituida, alquila C;.¢, ou alquila C;.¢ substituida;

R; esta ausente, H, alquila Ci.¢, alquila Ci¢
substituida, arila Ci-6, arila Cs-10 substituida,
heterociclila, ou heterociclila substituida;

Ry e Rs sdo cada um independentemente H, halo,
heterociclila, heterociclila substituida, -C(0)-Rgq, alquila
Ci.6, algquila C,.¢ substituida, ou ligado junto para formar

um anel de 5 membros como em Ry 5:

X Ras
Ry .

a ligagdo senuo conseygutiua nas ligagdes indicadas por
um v

X, e X, sdao cada uma independentemente N, C, O, ou S;

Rg é H, halo, -OH, alquila Ci;.¢, alquenila C,.,
alquinila C;.¢, -OH, -NRjRp, -(CH;)n-O-R., -0-(C;.¢ alquila),
-S(0)p(R)e, ou -C(O) -Rg;

Ry & H, alquila Ci.6, alquila C;.¢ substituida,
heterociclila, heterociclila substituida ou Rgy,, em que Ry,
é:

Rro R‘)n
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a ligagdo sendo conseguida na liga¢do indicada por um
WV VY

Ripo € R;1 sdo cada um independentemente H, halo, C;.
alcdxi, alcdxi C;.¢ substituido, -NR,R, ou -OH;

cada R, e Rp sdo independentemente H, alquila C;.¢,
alquila C;.¢ substituida, -C(O)Rg, Ce¢-10 arila;

cada R €& independentemente H, fosfato, difosfato,
trifosfato, alquila Cl-6, ou alquila C;.¢ substituida;

cada Rg € independentemente H, halo, alquila C.q,
alquila C,.¢ substituida, alcdxi C;.¢, alcdxi C;.¢ substituido,
- NH;, -NH(alquila C;.¢), -NH(algquila C,.¢ substituida), -
N(alquila C;.¢)z, -N(alquila C;.s substituida),, arila Cg.1o,
ou heterociclila;

cada Re € independentemente H, alquila C;.¢, alquila C;.
6 substituida, arila Cs_10, arila Cs-10 substituida,
heterociclila, ou heterociclila substituida;

cada R € independentemente H, alquila C;.s, alquila C,.
¢ substituida, -C(O)Ryg, fosfato, difosfato, ou trifosfato;

cada n & independentemente 0, 1, 2, ou 3;

cada p € independentemente 0, 1, ou 2; ou

(g) um sal farmaceuticamente aceitdvel de quaisquer de
(a) a (f), um tautdmero de quaisquer de (a) a (f), ou um
sal farmaceuticamente aceitdvel do tautémero.

- Loxoribina (7-allil-8-oxoguanosina) [90].

- Os compostos divulgados na referéncia 91, incluindo:
compostos de acilpiperazina, compostos de indolediona,
compostos de tetrahidraisoquinolina (THIQ), compostos de
benzociclodiona, compostos de aminoazavinil, compostos de
quinolinona aminobenzimidazol (ABIQ) [92,93], compostos de

hidraptalamida, compostos de benzofenona, compostos de
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isoxazol, compostos de esterol, compostos de quinazilinona,
compostos de pirrol [94], <compostos de antraquinona,
compostos de quinoxalina, compostos de triazina, compostos
de pirazalopirimidina, e compostos de benzazol [95].

- Os compostos divulgados na referéncia 96, incluindo
3,4-di(1H-indol-3-1il) -1H-pirrol-2,5-dionas, anadlogos de
estaurosporina, piridazinas derivatizadas, cromen-4-onas,
indolinonas, quinazolinas, e andlogos de nucleosideo.

- Um derivado de fosfato de glucosaminida aminocalquila,
tal como RC-529 [97,98].

- Um fosfazeno, tal como poli[di(carboxilatofendxi)
fosfazeno] (“PCPP") como descrito, por exemplo, nas
referéncias 99 e 100.

- Imunopotenciadores de molécula pequena (SMIPs) tais
como:

N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-clquinolina-
2,4-diamina,

N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-
clquinolina-2,4-diamina

N2-etil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo([4,5-
clquinolina-2,4-diamina

N2-metil-1-(2-metilpropil) -N2-1H-imidazo[4,5-
clquinolina-2,4-diamina

1-(2-metilpropil) -N2-propil-1H-imidazo[4,5-
clquinolina-2,4-diamina

N2-butil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-clquinolina-
2,4-diamina

N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]
gquinolina-2,4-diamina

N2-metil-1-(2-metilpropil) -N2-pentil-1H-imidazo[4,5-c]
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quinolina-2,4-diamina

N2-metil-1-(2-metilpropil) -N2-prop-2-enil-1H-imidazo
[4,5-c]lquinolina-2,4-diamina

1-(2-metilpropil)-2[(fenilmetil)tio] -1H-imidazo[4,5-c]
quinolin-4-amina .

1-(2-metilpropil) -2- (propiltio) -1H-imidazo[4,5-c]
quinolin-4-amina

2-[[4-amino-1-(2-metilpropil) -1H-imidazo[4,5-c]
quinolin-2-il] (metil)amino]etanol

acetato de 2-[[4-amino-1- (2-metilpropil) -1H-
imidazo[4,5-c] quinolin-2-il] (metil)aminoletila

4-amino-1- (2-metilpropil)-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]
quinolin-2-ona

N2-butil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-
imidazo[4,5-c]Jquinolina-2,4-diamina

N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis
(fenilmetil) -1H-imidazo[4,5-clquinolina-2,4-diamina

N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-
imidazo[4,5-c]Jquinolina-2,4-diamina

N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil) -N4,N4-bis(fenilmetil)
-1H-imidazo[4,5-c]lquinolina-2,4-diamina

1-{4-amino-2- [metil (propil)amino] -1H-imidazo[4,5-c] -il}
-2-metilpropan-2-ol

1-{4-amino-2- (propilamino) -1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-
1-il}-2-metilpropan-2-ol

N4,N4-dibenzil-1- (2-metdéxi-2-metilpropil) -N2-propil-
1H-imidazo[4,5-c]Jquinolina-2,4-diamina.

Saponinas [capitulo 22 da ref. 131], que sdo um grupo
heterélogo de glicosideos de esterol e glicosideos de

triterpendide que sdo encontrados na casca, folhas, caules,
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raizes e mesmo flores de uma variedade ampla de espécies de
planta. A saponina da casca da arvore Molina Quillaia
saponaria foi amplamente estudada como adjuvante. A
saponina pode também ser comercialmente obtida de Smilax
ornata (salsaparrilha), Gypsophilla paniculata (véu de
noiva), e Saponaria officianalis (raiz de sabdo). As
formulagbes de adjuvante saponina incluem formulacgdes
purificadas, tais como QS21, assim como formula¢des de
lipidio, tais como [SCOMs QS2] é comercializado como
Stimulon™. As composi¢des de saponina foram purificadas
usando HPLC e RP-HPLC. As ffacées purificadas especificas
usando estas técnicas foram identificadas, incluindo QS7,
QS17, ©S18, QS21, OQH-A, QH-B e QH;C. Preferivelmente, a
saponina & QS21. Um método de produgdo de QS21 & divulgado
na referéncia. 101. As formulagdes de saponina podem também
compreender um esterol, tal como coleesterol [102].

As combinag¢des de saponinas e colesterdis podem ser

usadas para formar as particulas originais chamadas

complexos imunoestimulantes (ISCOMs) [capitulo 23 da ref.
131]. ISCOMs tipicamente também incluem um fosfolipidio,
tal como fosfatidiletanolamina ou fosfatidilcolina.

Qualquer saponina conhecida pode ser wusada em ISCOMs.
Preferivelmente, o ISCOM inclui um ou mais de QuilA, QHA e
QHC. ISCOMs sao ainda descritos nas refs. 102-104.
Opcionalmente, o ISCOMS pode ser desprovido de detergente
adicional [(105]. Uma revisao do desenvolvimento de
adjuvantes a base de saponina pode ser encontrada nas refs.
106 e 107.

- As toxinas ADP-ribosilantes bacterianas (por exemplo,

enterotoxina instdvel ao calor E.coli “LT”, toxina de
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cblera “CT”, ou toxina de coqueluche "“PT”) e derivados
desintoxicados das mesmas, tais como as toxinas mutantes
conhecidas como LT-K63 e LT-R72 [108]. O uso de toxinas
ADP-ribosilantes desintoxicadas como adjuvantes mucosos &
descrito na ref. 109 e como adjuvantes parenterais na ref.
110.

- Bioadesivos e mucoadesivos, tais como microsferas de
adcido hialurdnico esterificadas [111]] ou quitosana e seus
derivados [112].

- As microparticulas (isto é, uma particula de ~100nm
a ~150um em didmetro, mais preferivelmente ~200nm a ~30pum
em didmetro, ou ~500nm a ~10um em didmetro) formadas dos
materiais que sdo biodegradaveis e ndo tdéxicos (por exemplo,
um &cido poli(a—hidréxi), um acido polihidrdéxibutirico, um
poliortoéster, um polianidrido, uma policaprolactona, etc.),
com poli(lactida-co-glicolida) sendo preferida,
opcionalmente tratada para ter uma superficie negativamente
carregada (por exemplo, com SDS) ou uma superficie
positivamente carregada (por exemplo, com um detergente
catidénico, tal como CTAB).

- Lipossomas (Capitulos 13 e 14 da ref. 131). Os
exemplos de formulagdes de lipossoma apropriadas para uso
como adjuvantes sao descritas nas refs. 113-115.

- Eteres de polioxietileno e ésteres de polioxietileno
[116] . Tais formulag¢des adicionais incluem tensoativos de
éster de sorbitano polioxietileno em combinag¢do com um
octoxinol [117]) assim como éteres de alquil polioxietileno
ou tensoativos de éster em combinagdo com pelo menos um
tensoativo ndo 1idnico adicional, tal como um octoxinol

[118]. Os éteres de polioxietileno preferidos sdo



10

15

20

25

30

51/112

selecionados do seguinte grupo: éter de polioxietileno-9-
lauril (lauret 9), éter de polioxietileno-9-esteoril, éter
de polioxietileno-8-esteoril, éter de polioxietileno-4-
lauril, éter de polioxietileno-35-lauril, e éter de
polioxietileno-23-lauril.

- Peptideos de muramil, tais como N-acetilmuramil-L-
treonil-D-isoglutamina (“thr-MDP”), N-acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP) , N-acetilglucsaminil-N-
acetilmuramil-L-Al-D-isoglu-L-Ala-dipalmitdxi propilamida
(“DTP-DPP”, ou “Teramida™”), N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2'dipalmitoil-sn-glicero-3-
hidréxifosforildxi) -etilamina (“MTP-PE”).

- Uma preparagdo de proteossoma de proteina de
membrana externa preparada de uma primeira bactéria Gram-
negativa em combinac¢do com uma preparagdo de lipossacarideo
(LPS) derivada de uma segunda bactéria Gram-negativa, em
que o proteossoma de proteina de membrana externa e
preparagdes de LPS forma um complexo adjuvante nao
covalente estavel. Tais complexos incluem “IVX- 908”7, um
complexo compreendido de membrana externa de Neisseria
meningitidis e LPS.

- 5’-monofosfato de metil inosina (“MIMP”) [119].

- Um composto de pirrolizidina polihidroxilada [120],

tal como um tendo a fdédrmula:
HO OH

RO
CH,OH

onde R é selecionado do grupo compreendendo grupos
hidrogénio, reta ou ramificada, nao substituido ou

substituido, saturado ou insaturado acila, alquila (por
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casuarina,

- Uma gama inulina

cicloalquila),

incluem,
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mas nao

3,7-diepi-casuarina,

alquenila,

[121]

sdo limitados a:

etc.

alquinila e arila,

3-epi-casuarina,

ou derivado da mesma,

ou um
Os
casuarina,

7-epi-

tais

como algamulina.

Um composto de férmula I, II ou III, ou um sal do

mesmo :
I 11 I
X'—R'—y! xL ! x! X
G o ™ e N
) + ? \? o, T
HO*&:O o=p—on v/fto—$=o o=$~o’fzrf ‘ sl wu-r—w-
o]
i i \
Heda Clizl (GHale e (el
e ek WH : <, 3 »
\hf (CHz)e (C{‘ﬂn' \w" Y {cm‘ ‘?’knﬂ” "'\ (CHe Qe /w‘
e W pb & w m
! ) !
L (Gt e, o . : /
[ ¢ '—ga 27'_6‘0# 2.—<:. }\ay ‘>°“"' B
6 g
m/ s L4 s
como definido na referéncia 122, tais como ‘ER 803058,
‘ER 803732’, ‘ER 804053’, ‘ER 804058’, ‘ER 804059’, ‘ER
804442', ‘ER 804680, ‘ER 804764"', ‘ER 803022’ ou ‘ER
804057’ por exemplo:
0
N Q.)k(':n” 3
L0
O—P—0 (f/\\//\\qms
/——/ O " Na - HUNTT RO LCHGy
" \ﬂ//\ﬁf/
F() 0 O Q
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ﬁ\/ﬂ»/\/Nvf\/Nvf\
.?vaE\JO\/NT/\/A\/\V/ '
oo Oy ™ e
03“1\-‘” : j\/\/o\/\/\/\/\ ER-803022:
) Pf%vj\/o\/\T/\/éx/\v/
0o O NS
: 0.

- Derivados de lipidio A de Escherichia coli, tal como
OM-174 (descrito nas refs. 123 e 124).

- Uma formulagdo de um lipidio catibnico e co-lipidio
(geralmente neutro) , tal como aminopropil-dimetil-
miristoleiloxi-propanaminio brometo-difitanoilfosfatidil-
etanolamina (“Vaxfectin™”) ou aminopropil-dimetil-bis-
dodeciloxi-propanaminio brometo-dioleoilfosfatidil-
etanolamina (“GAP-DLRIE: DOPE”). Formula¢des contendo sais
de (+) -N- (3-aminopropil) -N,N-dimetil-2,3-bis(syn-9-
tetradeceneiloxi) -1-propanaminio sdao preferidos [125].

- Os compostos contendo lipidios 1ligados a uma

estrutura principal aciclica contendo fosfato, tal como

TLR4 antagonista E5564 [126,127]:

0O O

wOPO(OH),
0 o

-%N/l\/J\v/mmwm

1) :

0\/\/ (CHACH,

CH0

W
{(noyoro™”

cm@nm\v/A\v/o
- (6]

CHho

Estas e outras subst@ncias ativas adjuvantes sé&o
discutidas mais detalhadamente nas referéncias 131 e 132.
As composigdes podem incluir dois ou mais dos

referidos adjuvantes.
Os antigenos e adjuvantes em uma composig¢do estardo

tipicamente em mistura.
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Adjuvantes de emulsdo 6leo em agua

As emulsdes 6leo em agua sdo particularmente Gteis
como adjuvantes. Varias tais emulsOes sdo conhecidas, e
incluem tipicamente pelo menos um &leo e pelo menos um
tensoativo, com ofs) 6leo(s) e tensoativo(s) sendo
biodegradaveis (metabolisaveis) e biocompativeis. As gotas
de 6leo na emulsdo sdo geralmente menos de 5um em didmetro,
e podem mesmo ter um didmetro de submicron, com estes
tamanhos pequenos sendo conseguidos com um microfluidizador
para fornecer emulsdes estidveis. As gotas com um tamanho
menor do que 220nm sdo preferidas enquanto podem ser
submetidas a ésterilizacao de filtro.

A invengdo pode ser usada com 6leos, tais como aqueles
de uma fonte animal (como peixes) ou vegetal. As fontes
para &6leos vegetais incluem frutos secos, sementes e grios.
O 6leo de amendoim, &leo de soja, 6leo de coco, e 6leo de
oliva, os mais geralmente disponiveis, exemplificam os
6leos de fruto seco. O 6leo de jojoba pode ser usado, por
exemplo, obtido da fava de jojoba. Os O6leos de semente
incluem 6leo de girassol, 6leo de semente de algoddo, O&leo
de semente de girassol, ©&6leo de semente de gergelim e
semelhantes. No grupo de grdao, o &leo de milho & o mais
prontamente disponivel, mas o ©6leo de outros grdos de
cereal tais como trigo, aveia, centeio, arroz, teff,
triticalo e semelhantes pode também ser usados. 6-10 Os
ésteres de &cido graxo de carbono de glicerol e 1,2-
propanodiol, ao ndo ocorrer naturalmente em O&leos de
semente, podem ser preparados por hidrdlise, separagdo e
esterificagdo dos materiais de partida apropriados dos

Oleos de fruto seco e semente. As gorduras e 6leos do leite
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mamifero sdo metabolizaveis e podem portanto ser usados na
pratica desta invengdo. Os procedimentos para separagdo,
purificag¢do, saponificag¢do e outros meios necessarios para
obter &leos puros das fontes animais sdo conhecidos na
técnica. A maioria de peixes contém 6leos metabolizaveis
que podem prontamente ser recuperados. Por exemplo, &leo de
figado de bacalhau, 6leos de figado de tubardo, e &leo de
baleia, tal como espermacete exemplificam diversos dos
60leos de peixes que podem ser usados aqui. Varios O6leos de
cadeia ramificados sdo sintetizados bioquimicamente em 5
unidades de isopreno de 5-carbono e sdo geralmente
referidas como terpendides. O bleo de figado de tubardo
contém terpendides ramificados, insaturados conhecidos como
escaleno, 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno, que é particularmente preferido aqui. O
escalano, o andlogo saturado ao escaleno, é também um &leo
preferido. Os ©&leos de peixes, incluindo escaleno e
escalano, estao prontamente disponiveis das fontes
comerciais ou podem ser obtidos por métodos conhecidos na
técnica. Outros O6leos preferidos sdo os tocoferdis (veja
abaixo). As misturas de &leos podem ser usadas.

Os tensoativos podem ser classificados por seu ‘HLB'
(balango hidréfilo/lipofilico). Os tensoativos preferidos
da inveng¢do tém um HLB de pelo menos 10, preferivelmente
pelo menos 15, e mais preferivelmente pelo menos 16. A
invenc¢ao pode ser usada com tensoativos incluindo, mas nao
limitados a: tensoativos de ésteres de sorbitano
polioxietileno (geralmente referidos como Tweens) ,
especialmente polisorbato 20 e polisorbato 80; copolimeros

de 6xido de etileno (EO), ©6xido de propilene (PO), e/ou
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6xido de butileno (BO), vendido sob o nome comercial de
DOWFAX™, tal como copolimeros bloco EO/PO 1lineares;
octoxindis, que podem variar no nimero de grupos etdxi
repetidos (oxi-1,2-etanodiil), com octoxinol-9 (Triton X-
100, ou t-octilfendxipolietdxietanol) sendo de interesse
particular; (octilfendxi)polietdxietanol (IGEPAL CA-630/NP-
40); fosfolipidios, tais como fosfatidilcolina (lecitina);

éteres graxos de polioxietileno derivados dos 4&lcoois

lauril, cetil, estearil e oleil (conhecidos como
tensoativos de Brij), tais como éter de monolauril
trietilenoglicol (Brij 30); e ésteres de sorbitano
(geralmente conhecidos como os SPANs), tais como trioleato

de sorbitano (Span 85) e monolaurato de sorbitano. Os
tensoativos preferidos para incluir na emulsdo sdo Tween 80
(monooleato de sorbitano polioxietileno), Span 85
(trioleato de sorbitano), 1lecitina e Triton X-100. As
misturas de tensoativos podem ser usadas, por exemplo,
misturas de Tween 80/Span 85.

Os adjuvantes de emulsdo ©6leo em &gua especificos
Gteis com a inveng¢do incluem, mas ndo sdo limitados a:

- Uma emulsdo submicron de escaleno, Tween 80, e Span
85. A composigdao da emulsdo por volume pode @ ser
aproximadamente 5% de escaleno, aproximadamente 0,5% de
polisorbato 80 e aproximadamente 0,5% de SPANs 85. Em
termos de peso, estas razdes se tornaram 4,3% de escaleno,
0,5% de polisorbato 80 e 0,48% de SPANs 85. Este adjuvante
é conhecido como ‘MF59’ [128-130], como descrito mais
detalhadamente no capitulo 10 da ref. 131 e capitulo 12 da
ref. 132. A emulsdo MF59 inclui vantajosamente ions de

citrato, por exemplo, 10 mM de tampdo de citrato de sdédio.
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- Uma emulsao de escaleno, um tocoferol, e Tween 80. A
emulsdo pode incluir solugdao salina tamponada de fosfato.
Pode também incluir Span 85 (por exemplo, em 1%) e/ou
lecitina. Estas emulsdes podem ter de 2 a 10% de escaleno,
de 2 a 10% de tocoferol e de 0,3 a 3% de Tween 80, e a
razdo de peso de escaleno:tocoferol é preferivelmente <1,
pois isto fornece uma emulsdo mais estavel. Tal emulsdo
pode ser feita dissolvendo Tween 80 em PBS para dar uma
solugdo de 2%, misturando entdo 90ml desta solug¢do com uma
mistura de (59 de DL-a-tocoferol e 5ml de escaleno),
microfluidizando entdo a mistura. A emulsdo resultante pode
ter gotas de ©&6leo de submicrons, por exemplo, com um
didmetro médio entre 100 e 250nm, preferivelmente
aproximadamente 180nm.

- Uma emulsdo de escaleno, um tocoferol, e um
detergente Triton (por exemplo, Triton X-100).

- Uma emulsdo de escalano, polisorbato 80 e poloxdmero
401 (“Pluronic™ L121”). A emulsdo pode ser formulada em
solu¢do salina tamponada de fosfato, pH 7,4. Esta emulsdo é
um veiculo de liberagao Gtil para dipeptideos de muramil, e
tem sido usada com treonil-MDP no adjuvante “SAF-1” [133]

(0,05-1% Thr-MDP, 5% de escalano, 2,5% de Pluronic L121 e

0,2% de polisorbato 80). Pode também ser usado sem o Thr-
MDP, como no adjuvante “AF” [134] (5% de escalano, 1,25%
Pluronic L121 e 0,2% polisorbato 80). A microfluidizacdo é
preferida.

- Uma emulsdao tendo de 0,5-50% de um 6leo, 0,1-10% de
um fosfolipidio, e 0,05-5% de um tensoativo ndo idnico.
Como descrito na referéncia 135, o0s componentes de

fosfolipidio preferidos sado fosfatidilcolina,
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fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol,
fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, esfingomielina e
cardiolipina. ©Os tamanhos de gota de submicrons sédo
vantajosos.

- Uma emulsdo 6leo em &gua submicron de um &leo ndo
metabolisavel (tal como 6leo mineral leve) e pelo menos um
tensoativo (tal como 1lecitina, Tween 80 ou Span 80). Os
aditivos podem ser incluidos, tais como QuilA saponina,
colesterol, um conjugado de saponina-lipdéfilo (tal como
GPI-0100, descrito na referéncia 136, produzido pela adicdo
de amina alifdtica a desacilsaponina através do grupo
carboxila de acido glucurdnico), brometo de
dimetiidioctadecilamdnio e/ou N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-
hidréxietil) propanodiamina.

- Uma emulsdo em que uma saponina (por exemplo, QuilA
ou QS21) e um esterol (por exemplo, um colesterol) sdo
associados como micelas helicoidais [137].

As emulsdes podem ser misturadas com o antigeno
extemporaneamente, no momento da liberag¢do. Assim o
adjuvante e antigeno podem ser mantidos separadamente em
uma vacina empacotada ou distribuida, pronta para
formulagdo final no momento de uso. O antigeno estara
geralmente em wuma forma aquosa, tal que a vacina é
finalmente preparada misturando dois liquidos. A razdo de
volume dos dois 1liquidos para misturar pode variar (por
exemplo, entre 5:1 e 1:5), mas & geralmente aproximadamente
1:1.

Adjuvantes de sal de aluminio

Os adjuvantes conhecidos como hidrdxido de aluminio e

fosfato de aluminio podem ser usados. Estes nomes sdo
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convencionais, mas sdo usados para conveniéncia somente,
como nenhum & uma descrigdo precisa do composto quimico
real que esta presente (por exemplo, veja o capitulo 9 da
referéncia 131). A invengdo pode usar quaisquer dos
adjuvantes de “hidréxido” ou “fosfato” que estdo em uso
geral como adjuvantes.

Os adjuvantes conhecidos como “hidréxido de aluminio”
sdo sails tipicamente de oxihidréxido de aluminio, que sdo
geralmente pelo menos parcialmente cristalinos. o
oxihidréxido de aluminio, que pode ser representado pela
férmula AlO(OH), pode ser distinto de outros compostos de
aluminio, tais como hidréxido de aluminio Al(OH);, por
espectroscopia de infravermelho (IR), em particular pela
presenga de uma banda de adsorg¢io em 1070cm™ e um
sobreposicdo forte em 3090-3100cm™* [capitulo 9 da ref.
131]. O grau de cristalinidade de um adjuvante de hidréxido
de aluminio é refletido pela largura da banda de difracédo
na meia altura (WHH), com particulas fracamente cristalinas
mostrando maior alargamento de linha devido aos tamanhos de
cristalito menores. A area de superficie aumenta enquanto
WHH aumenta, e os adjuvantes com valores mais elevados de
WHH foram vistos por ter maior capacidade para adsorcdo de
antigeno. Uma morfologia fibrosa (por exemplo, como visto
em micrografia de eletrbnica de transmissdo) é tipica para
adjuvantes de hidrdéxido de aluminio. O pI de adjuvantes de
hidréxido de aluminio é tipicamente aproximadamente 11,
isto &, o préprio adjuvante tem uma carga de superficie
positiva em pH fisioldédgico. As capacidades adsorptivas
entre 1,8-2,6 mg de proteina por mg Al*™™" em pH 7,4 foram

relatadas para adjuvantes de hidrdéxido de aluminio.
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Os adjuvantes conhecidos como “fosfato de aluminio”
sdo tipicamente hidrdéxifosfatos de aluminio, frequentemente
também contendo uma pequena quantidade de sulfato (isto &,
sulfato de hidrdéxifosfato de aluminio). Podem ser obtidos
por precipitagdo, e as condigdes de reagdo e concentragdes
durante a precipita¢do influenciam o grau de substituicgdo
de fosfato por hidroxila no sal. Os hidréxifosfatos tém
geralmente uma razdo molar PO,/Al entre 0,3 e 1,2. Os
hidréxifosfatos podem ser distintos de AlPO; estrito pela
presenga de grupos hidroxila. Por exemplo, uma banda de
espectro de IR em 3164cm™’ (por exemplo, quando aquecido a
200°C) indica a presenga de hidroxilas estruturais [cap.9
da ref. 131].

A razao molar de PO4/A1“'de um adjuvante de fosfato de
aluminio estara geralmente entre 0,3 e 1,2, preferivelmente
entre 0,8 e 1,2, e mais preferivelmente 0,95+40,1. O fosfato
de aluminio sera geralmente amorfo, particularmente para
sais de hidréxifosfato. Um adjuvante tipico é
hidréxifosfato de aluminio amorfo com razdo molar de PO,/Al
entre 0,84 e 0,92, incluido em 0,6mg Al’*/ml. O fosfato de
aluminio sera geralmente particulado (por exemplo,
morfologia tipo placa como visto em wmicrografias de
eletrbnica de transmissdo). Os didmetros tipicos das
particulas estdo na faixa de 0,5-20um (por exemplo,
aproximadamente 5-10um) apds qualquer adsorgdo de antigeno.
As capacidades adsorptivas entre 0,7-1,5 mg de proteina por
mg de Al"™™ em pH 7,4 foram relatadas para adjuvantes de
fosfato de aluminio.

O ponto de carga zero (PzZC) de fosfato de aluminio é

inversamente relacionado ao grau de substituicdo de fosfato
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para hidroxila, e este grau de substituig¢do pode variar
dependendo das condi¢des de reagdo e concentragcdo de
reagentes usados preparando o sal por precipitacdo. PZC é
também alterado mudando a concentragdo de ions fosfato
livres em solugdo (mais fosfato é associado com um PZC mais
dcido) ou adicionando um tampdo, tal como um tampdo de
histidina (torna PZC mais basico). Os fosfatos de aluminio
usados de acordo com a invengdo terdo geralmente um PZC
entre 4,0 e 7,0, mais preferivelmente entre 5,0 e 6,5, por
exemplo aproximadamente 5,7.

As suspensdes de sais de aluminio usadas para preparar
as composi¢des da invengdo podem conter um tampdo (por
exemplo, um tampao de fosfato ou um de histidina ou um de
Tris), mas isto ndo & sempre necessario. As suspensdes sdo
preferivelmente estéreis e 1livres de pirogénio. Uma
suspensdo pode incluir os ions de fosfato aquosos 1livres,
por exemplo, presentes em uma concentra¢do entre 1,0 e 20
mM, preferivelmente entre 5 e 15 mM, e mais preferivelmente
aproximadamente 10 nM. As suspensodes podem  também
compreender cloreto de sdédio.

A invengao pode usar uma mistura de ambos um hidréxido
de aluminio e um fosfato de aluminio. Neste caso pode haver
mais fosfato de aluminio do que hidréxido, por exemplo, uma
razdo de peso de pelo menos 2:1, por exemplo, >5:1, >6:1,
>7:1, >8:1, >9:1, etc.

A concentragdo de Al*™ em uma composicdo para
administragao a um paciente é preferivelmente menos do que
10mg/ml, por exemplo, 5 mg/ml, 4 mg/ml, 3 mg/ml, 2 mg/ml, 1
mg/ml, etc. Uma faixa preferida estéd entre 0,3 e 1 mg/ml.

Antigenos adicionais
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Assim como sacarideos e/ou conjugado modificados, a
composigao pode compreender componentes antigénicos
adicionais. Por exemplo, a composig¢dao pode incluir um ou
mais sacarideos adicionais (mesmo se modificados de acordo
com a invengao). Por exemplo, a composigdo pode compreender
sacarideos de sorogrupos C, W135 e Y de N. meningitidis
(por exemplo, além de um sacarideo MenA modificado). Estes
serdo tipicamente conjugados as proteinas carreadoras, e
sacarideos dos diferentes sorogrupos de N. meningitidis
podem ser conjugados as mesmas ou proteinas carreadoras
diferentes. Onde uma mistura compreende sacarideos
capsulares dos sorogrupos A e C, prefere-se que a razdo
(peso/peso) de sacarideo MenA:sacarideo de MenC seja maior
que 1 (por exemplo 2:1, 3:1, 4:1, 5:1; 10:1 ou maior). A
imunogenicidade melhorada do componente MenA tem sido
observada quando estéd presente em excesso (massa/dose) ao
componente MenC [138].

A composigdo pode também compreender antigenos de
proteina.

Os antigenos que podem ser incluidos na composic¢do da
invencao incluem:

- um antigeno de proteina de sorogrupo B de N.
meningitidis (veja abaixo).

- uma preparag¢ao de vesicula de membrana externa (OMV)
de N.meningitidis, tal como aquelas divulgadas nas refs.
139, 140, 141, 142 etc.

- antigenos de Helicobacter pylori, tais como CagA
[143 a 1461, VacA [147, 148], NAP [149, 150, 151], HopX
[por exemplo, 152], HopY [por exemplo, 152] e/ou urease.

- um antigeno de sacarideo de Streptococcus pneumoniae
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[por exemplo, 153, 154, 155].

- um antigeno de virus de hepatite A, tal como virus
inativado [por exemplo, 156, 157].

- um antigeno de virus de hepatite B, tal como
antigenos de superficie e/ou nicleo [por exemplo 157, 158].

- um antigeno de virus de hepatite C [por exemplo,
159].

- um antigeno acelular de Bordetella pertussis, tal
como holotoxina de coqueluche (PT) e hemaglutinina
filamentosa (FHA) de B.pertussis, opcionalmente também em
combinagdo com pertactina e/ou aglutinonénios 2 e 3 [por
exemplo, refs. 160 e 161].

- um antigeno de Bordetella pertussis celular.

- um antigeno de difteria, tal como um toxdéide de
difteria [por exemplo, capitulo 3 da ref. 162], por exemplo,
o mutante CRM,s; [por exemplo, 163].

- antigenos de poliomielite [por exemplo, 164, 165]
tais como o virus de poliomielite inativado (IPV).

- um antigeno de tétano, tal como um toxdide de tétano
[por exemplo, capitulo 4 da ref. 162].

- um antigeno de sacarideo de Haemophilus influenzae B
[por exemplo, refs. 166 a 174].

- antigenos de sarampo, caxumba e/ou rubéola [por
exemplo, capitulos 9, 10 e 11 da ref. 162].

- um antigeno de N. gonorrhoeae.

- um antigeno de Clamydia pneumoniae [por exemplo, 175,
176, 177, 178, 179, 180, 181].

- um antigeno de Clamydia trachomatis [por exemplo,
182].

- um antigeno de Porphyromonas gingivalis [por exemplo,
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183] .

- antigeno(s) de raiva [por exemplo, 184] tais como
virus inativado liofilizado [por exemplo, 185, RabAvert™].

- antigeno(s) de gripe [por exemplo, 19 da ref. 162],
tal como proteinas de superficie de hemaglutinina e/ou
neuraminidase.

- um antigeno de Moraxella catarrhalis [por exemplo,
186] .

- um antigeno de Streptococcus agalactiae
(Streptococcus de grupo B) [por exemplo 187, 188].

- um antigeno de sacarideo de Streptococcus agalactiae
(streptococcus de grupo B).

- um antigeno de Streptococcus pyogenes (streptococcus
de grupo A) [por exemplo, 188, 189, 190].

- um antigeno de Staphylococcus aureus [por exemplo,
191] .

- um antigeno de Bacillus anthracis [por exemplo, 192,
193, 194].

- um antigeno de virus de herpes simplex (HSV). Um
antigeno de HSV preferido para uso com a invengdo &
glicoproteina de membrana gD. Prefere-se usar gD de uma
cepa HSV-2 (antigeno 'gD2’). A composigdo pode usar uma
forma de gD em que a regido de ancoramento de membrana C-
terminal foi deletada [195], por exemplo, um gD truncado
compreendendo aminodcidos 1-306 da proteina natural com
adigdao de aparagina e glutamina no C-terminal. Esta forma
de proteina inclui o peptideo de sinal que é clivado para
render uma proteina de aminodcido 283 madura. A delec¢do do
ancoramento permite a proteina ser preparada na forma

soluavel.
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- um antigeno de papilomavirus humano (HPV). Os
antigenos de HPV preferidos para uso com a invencdo sio
proteinas de capsideo L1, que podem montar para formar
estruturas conhecidas como particulas tipo virus (VLPs). Os
VLPs podem ser produzidos pela expressdo recombinante de L1
em células de levedura (por exemplo, em S.cerevisiae) ou em
células de inseto (por exemplo, em células de Spodoptera,
tais como S.frugiperda, ou em células de Drosophila). Para
células de levedura, os vetores de plasmideo podem carregar
o(s) gene(s) de L1; para células de inseto, os vetores de
baculovirus podem carregar of(s) gene(s) de Ll. Mais
preferivelmente, a composigdo inclui L1 VLPs das cepas de
HPV-16 e HPV-18. Esta combinagdo bivalente foi mostrada por
ser altamente eficaz [196]. Além das cepas de HPV-16 e HPV-
18, &€ também possivel incluir L1 VLPs de cepas HPV-6 e HPV-
11. O uso de cepas de HPV oncogénicas €& também possivel.
Uma vacina pode incluir entre 20-60pg/ml (por exemplo,
aproximadamente 40ug/ml) de L1 por cepa de HPV.

- um antigeno de um virus na familia flaviviridae
(género flavivirus), tal como virus da febre amarela, virus
da encefalite japonesa, quatro sorotipos de virus da Dengue,
virus da encefalite do carrapato, virus do Oeste do Nilo.

- um antigeno de pestivirus, tal como de virus da
febre suina classico, virus da diarreia viral bovina, e/ou
virus da doenca de fronteira.

- um antigeno de parvovirus, por exemplo, de
parvovirus B19.

- uma proteina de prion (por exemplo, proteina de
prion CJD)

- uma proteina amildide, tal como um beta peptideo
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[197]

- um antigeno de céncer, tal como aqueles listados na
Tabela 1 da ref. 198 ou nas tabelas 3 e 4 da ref. 199.

A composigao pode compreender um ou mais destes
antigenos adicionais.

Os antigenos de proteina toéxicos podem ser
desintoxicados se necessario (por exemplo, desintoxicacio
de toxina de coqueluche por meios quimicos e/ou genéticos
[161]) .

Onde um antigeno de difteria é incluido na composicdo
prefere-se também incluir antigeno de tétano e antigenos de
coqueluche. Similarmente, onde um antigeno de tétano &
incluido prefere-se também incluir antigenos de difteria e
de coqueluche. Similarmente, onde um antigeno de coqueluche
€ incluido prefere-se também incluir antigenos de difteria
e de tétano.

Os antigenos podem ser adsorvidos a um sal de aluminio.

Os antigenos na composigdo estarao tipicamente
presentes em uma concentragdao de pelo menos 1lpg/ml cada um.
Geralmente, a concentragdao de qualquer antigeno dado sera
suficiente para provocar uma resposta imune contra esse
antigeno.

Como uma alternativa para usar antigenos de proteinas
na composig¢do da invengdao, o acido nucleico codificando o
antigeno pode ser usado [por exemplo, refs. 200 a 208]. Os
componentes de proteina das composig¢des da invengdo podem
assim ser substituldos pelo acido nucleico (preferivelmente
DNA, por exemplo, na forma de um plasmideo) codificando a
proteina.

Antigenos meningocédcicos ndo sacarideos
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Embora os sacarideos capsulares de SOrogrupos
meningocdcicos A, C, W135 e Y podem ser usados para gerar
imunidade protetora, a mesma abordagem ndo trabalhou para o
sorogrupo B. Assim os sacarideos e conjugados modificados
da inveng¢do podem ser usados Jjuntos (por exemplo,
separadamente ou em mistura) com antigenos meningocdcicos
que nao sao baseados em sacarideos capsulares, por exemplo,
antigenos de proteina, lipopolissacarideos, ou vesiculas de
membrana.

As sequéncias de genoma para Sorogrupos meningocédcicos
A [209] e B [210,211] foram relatadas, e antigenos de
proteina apropriados podem ser selecionados dos
polipeptideos codificados [por exemplo, refs. 212-217]. Os
antigenos de candidato foram manipulados para melhorar a
expressdo heterdloga [refs. 218 a 220].

Uma composigdo preferida inclui uma proteina Tbp e uma
proteina Hsf [221]. Hsf & uma proteina autotransportadora
[222-224], também conhecida como nhhA [224], GNA0992 [212]
ou NMB0S92 [210]. Tbp é a proteina de ligacdo de
transferrina [225-228], e engloba TbpA e TbpB e as formas
de alto peso molecular e baixo peso molecular de TbpA e
TbpB. Tbp enéloba proteinas individuais descritas acima e
complexos das proteinas e dquaisquer outras proteinas ou
complexos das mesmas capazes de ligar transferrina. Embora
Tbp possa referir as formas moleculares de alto e baixo
peso molecular de TbpA ou TbpB, & preferido que ambas as
formas de peso molecular alto e peso molecular baixo de
TbpA e/ou TbpB estejam presentes. Mais preferivelmente,
TbpA de peso molecular alto e peso molecular baixo esta

presente.
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Outra composigao preferida inclui pelo menos um
antigeno selecionado de cada um de pelo menos duas
categorias diferentes de proteina tendo func¢des diferentes
dentro da Neisseria. Os exemplos de tais categorias de
proteinas sdo: adesinas, proteinas autotransportadoras,
toxinas, proteinas de membrana externas integrais e
proteinas de aquisigdo de ferro. Estes antigenos podem ser
selecionados como segue, usando a nomenclatura de
referéncia 229: pelo menos uma adesina de Neisseria
selecionada do grupo consistindo de FhaB, NspA PiIC, Hsf,
Hap, MafA, MafB, Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB1119 e NadA;
pelo menos um autotransportador de Neisserial selecionado
do grupo consistindo de Hsf, Hap, protease de IgA, AspA, e
NadA; pelo menos uma toxina de Neisserial selecionada do
grupo consistindo de FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD, NM-ADPRT
(NMB1343) e um ou outro ou ambos LPS imunotipo L2 e LPS
imunotipo L3; pelo menos uma proteina de aquisic¢d3o de Fe de
Neisserial selecionada do grupo consistindo de TbpA, TbpB,
LbpA, LbpB, HpuA, HpuB, Lipo28 (GNA2132), Sibp, NMB0964,
NMB0293, FbpA, Bcp, BfrA, BfrB e P2086 (XthA); pelo menos
uma proteina associada a membranade Neisserial,
preferivelmente proteina de membrana externa,
particularmente proteina de membrana externa integral,
selecionada do grupo consistindo de PilQ, OMP85, FhaC, NspA,
TbpA, LbpA, TspA, TspB, TdfH, PorB, MItA, HpuB, HimD, HisD,
GNA1870, OstA, HlpA (GNA1l946), NMB11l24, NMB1162, NMB1220,
NMB1313, NMB1953, HtrA, e PLDA (OMPLA). Estas combinacdes
de antigenos de Neisserial sdo ditas conduzir a uma melhora
surpreendente da eficdcia da vacina contra infeccdo de

Neisserial [229].
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As composig¢des particularmente preferidas incluem um

ou mais dos seguintes cinco antigenos [230]: (1) uma
proteina ‘NadA’, preferivelmente na forma oligomérica (por
exemplo, na forma trimérica); (2) uma proteina ‘'741’; (3)
uma proteina ‘'936’; (4) uma proteina '953’; e (5) uma

proteina ‘'287'.

‘NadA’ (adesina A de Neisserial) de MenB é divulgado
como a proteina ‘961’ na referéncia 215 (ID. de SEQs. 2943
€ 2944) e como ‘'NMB1994’ na referéncia 210 (veja também o
GI de acesso de GenBank: 11352904 e 7227256). Um estudo
detalhado da proteina pode ser encontrado na referéncia 231.
Quando usado de acordo com a presente inveng¢do, NadA pode
tomar varias formas. As formas preferidas de NadA si3o
variantes de truncamento ou delegdo da sequéncia tipo
selvagem, tal como aquelas divulgadas nas referéncias 218 a
220. Em particular, NadA sem seu ancoramento de membrana C-
terminal é preferido (por exemplo, delecdo de residuos 351-
405 para a cepa 2996).

A proteina '741’ de MenB é divulgada na referéncia 215
(ID. de SEQs. 2535 e 2536) e como ‘'‘NMB 1870’ na referéncia
210 (veja também niGmero de acesso de GenBank: 7227128). A
proteina correspondente no sorogrupo A [209] tem o ndamero
de acesso de GenBank 7379322. 741 é naturalmente uma
lipoproteina. Quando usada de acordo com a presente
invengdo, a proteina 741 pode tomar varias formas. As
formas preferidas de 741 sdo variantes de truncamento ou
delegdo da sequéncia tipo selvagem, tal como aquelas
divulgadas nas referéncias 218 a 220. Em particular, o N-
terminal de 741 pode ser deletado até e incluindo sua

sequéncia de poli-glicina (isto é, delec¢do de residuos 1 a
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72 para a cepa MC58), que pode as vezes ser distinguida
aqui pelo uso de um prefixo ‘AG’. Esta delegdo pode
melhorar a expressdao. A delegdo também remove sitio de
lipidagdo de '741’. As varias sequéncias de 741 podem ser
encontradas nas ID. de SEQs. 1 a 22 da referéncia 220, nas
ID. de SEQs. 1 a 23 da referéncia 232, e em ID. de SEQs. 1-
299 da referéncia 233.

A proteina ‘936’ do sorogrupo B é divulgada na
referéncia 215 (ID. de SEQs. 2883 e 2884) e como ‘NMB2091’
na referéncia 210 (veja também o nlimero de acesso de
GenBank GL7227353). O gene correspondente no sorogrupo A
[209] tem o numero de acesso de GenBank 7379093. Quando
usada de acordo com a presente inveng¢do, a proteina 936
pode tomar varias formas. As formas preferidas de 936 sdo
variantes de truncamento ou delegdo da sequéncia tipo
selvagem, tal como aquelas divulgadas nas referéncias 218 a
220. Em particular, o peptideo lider N-terminal de 936 pode
ser deletado (por exemplo, delegdo dos residuos 1 a 23 para
cepa MC58, para dar 936™Y) .

A proteina ‘953’ do sorogrupo B é divulgada na
referéncia 215 (ID. de SEQs. 2917 e 2918) e como ‘NMB1030’
na referéncia 210 (veja também GI de ntGmero de acesso de
GenBank: 7226269). A proteina correspondente no sorogrupo A
[209] tem o nGmero de acesso de GenBank 7380108. Quando
usada de acordo com a presente invengdo, a proteina 953
pode tomar varias formas. As formas preferidas de 953 sdo
variantes de truncamento ou deleg¢do da sequéncia tipo
selvagem, tal como aquelas divulgadas nas referéncias 218 a
220. Em particular, o peptideo lider N-terminal de 953 pode

ser deletado (por exemplo, delegdo de residuos 1 a 19 para
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cepa MC58).

A proteina ‘287’ de sorogrupo B é divulgada na
referéncia 215 (ID. de SEQs. 3103 e 3104), como ‘NMB2132’
na referéncia 210, e como ‘GNA2132’ na referéncia 212 (veja
também GI de numero de acesso de GenBank: 7227388). A
proteina correspondente no sorogrupo A [209] tem um namero
de acesso de GenBank 7379057. Quando usada de acordo com a
presente invengdo, a proteina 287 pode tomar varias formas.
As formas preferidas de 287 sdo variantes de truncamento ou
delegdo da sequéncia tipo selvagem, tal como aquelas
divulgadas nas referéncias 218 a 220. Em particular, o N-
terminal de 287 pode ser deletado até e incluir sua
sequéncia de poli-glicina (por exemplo, delecdo de residuos
1 a 24 para a cepa MC58, para dar AG287).

A proteina 287 & preferivelmente da cepa 2996 ou, mais
preferivelmente, da cepa 394/98. A proteina 741 &
preferivelmente das cepas de sorogrupo B MC58, 2996, 394/98,
ou 95N477, ou da cepa de sorogrupo C90/18311. A cepa MC58 é
mais preferida. As proteinas 936, 953 e NadA sé&o
preferivelmente da cepa 2996. Onde uma composig¢do inclui um
antigeno de proteina particular (por exemplo, 741 ou 287),
a composigao pode incluir esse antigeno em mais de uma
forma variante, por exemplo, a mesma proteina, mas de mais
de uma cepa. Estas proteinas podem ser incluidas como
proteinas tandem ou separadas.

Outros antigenos de polipeptideo de MenB que podem ser
incluidos nas composi¢des da inveng¢do incluem agqueles
compreendendo uma das seguintes sequéncias de aminodcido:
ID. de SEQ. N°.: 650 da ref. 213; ID. de SEQ. N°: 878 da

ref. 213; ID. de SEQ. N°.: 884 da ref. 213; ID. de SEQ. N°.:
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4 da ref. 214; ID. de SEQ. N°.: 598 da ref. 215; ID. de SEQ.
N°.: 818 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.: 864 da ref. 215; ID.

de SEQ. N°.: 866 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.: 1196 da ref.

215; ID. de SEQ. N°.: 1272 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.:

1274 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.: 1640 da ref. 215; ID. de
SEQ. N°.: 1788 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.: 2288 da ref.

215; ID. de SEQ. N°.: 2466 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.:

2554 de referéncia 215; ID. de SEQ. N°.: 2576 da ref. 215;

ID. de SEQ. N°.: 2606 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.: 2608 da
ref. 215; ID. de SEQ. N°.: 2616 da ref. 215; ID. de SEQ.

N°.: 2668 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.2780 da ref. 215; ID.

de SEQ. N°.: 2932 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.: 2958 da ref.
215; ID. de SEQ. N°.: 2970 da ref. 215; ID. de SEQ. N°.:

2988 da ref. 215, ou um polipeptideo compreendendo uma
sequéncia de aminodcido que: (a) tem 50% ou mais identidade
(por exemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% ou mais) as
referidas sequéncias; e/ou (b) compreende um fragmento de
pelo menos n aminodcidos consecutivos das referidas
sequéncias, em que n &€ 7 ou mais (por exemplo, 8, 10, 12,

14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,

150, 200, 250 ou mais). Os fragmentos preferidos para (b)

compreendem um epitopo da sequéncia relevante. Mais do que
um (por exemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14

ou mais) destes polipeptideos pode ser incluidos.

Em algumas modalidades, entretanto, a composi¢do da
invengdo inclui a mesma proteina, mas de mais de uma cepa.
Esta abordagem foi descoberta por ser eficaz com a proteina
741. Esta proteina € um antigeno extremamente eficaz para
provocar respostas de anticorpo antimeningocdcico, e é

expressa através de todos os sorogrupos meningocdédcicos. A
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andlise filogenética mostra gque a proteina se divide em
dois grupos, e que uma destas se divide outra vez para dar
trés variantes no total [234], e enquanto o soro aumentado
contra um dado variante & bactericida dentro de mesmo grupo
variante, ndo estd ativo contra cepas que expressam uma das
outras duas variantes, isto &, ha proteg¢do cruzada intra-
variante, mas ndo protegdo cruzada de inter-variante
[232,234]) . Para eficacia madxima de cepa cruzada, portanto,,
prefere-se que uma composigdo deva incluir mais de uma
variante de proteina 741.

As composigdes da invengdo incluem um namero pequeno
(por exemplo, menos do que t antigenos, onde t & 10, 9, 8,
7, 6, 5, 4 ou 3) de proteinas de sorogrupo B purificadas.
As proteinas sao preferivelmente expressas
recombinantemente em um hospedeiro heterdlogo e entdo
purificadas. Para uma composig¢do incluindo t antigenos de
MenB, pode haver polipeptideos de t separados mas, para
reduzir a complexidade ainda mais, prefere-se que pelo
menos dois dos antigenos sejam expressos como uma Unica
cadeia de polipeptideo (uma proteina ‘hibrida’ [refs. 218 a
220]) isto é tal que os antigenos t formam menos
polipeptideos t. As proteinas hibridas oferecem duas
vantagens principais: primeiro, uma proteina que pode ser
instavel ou fracamente expressa por si prdpria pode ser
ajudada adicionando um parceiro hibrido apropriado dque
supera o problema; segundo, a fabricagdo comercial &
simplificada como somente uma expressdo e purificagédo
necessaria para ser empregada a fim de produzir duas
proteinas separadamente UGteis. Um hibrido incluido em uma

composigdo da invencdao pode compreender dois ou mais (isto
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&, 2, 3, 4 ou 5) das cinco proteinas 1listadas acima. Os
hibridos consistindo de duas das cinco proteinas sé&o
preferidos.

Outra composigao preferida inclui o}
lipooligossacarideo de sorogrupo B (LOS) [235]. O LOS pode
ser usado além do(s) polipeptideo(s) de sorogrupo B ou pode
ser usado no lugar dele(s).

As vesiculas de membrana podem também ser usadas nas
composi¢des. Estas vesiculas podem ser de qualquer vesicula
proteolipossémica obtidas rompendo uma membrana externa
meningocdcica para formar vesiculas da membrana externa que
incluem componentes de proteina da membrana externa. ‘'OMVs'’
sdo preparados artificialmente de bactérias (por exemplo,
por tratamento de detergente) e sdo assim distintos das
microvesiculas (MVs [236]) e de ‘OMVs nativos’ (‘NOMVs'’
[237]), ambos os quais sdo vesiculas de membrana de
ocorréncia natural que se formam espontaneamente durante o
crescimento bacteriano e sdo liberadas no meio de cultura.
Os MVs podem ser obtidos cultivando Neisseria em meio de
cultura de caldo, separando células inteiras das bolhas
menores no meio de cultura de caldo, e ent3o coletando os
MVs do meio esgotado de célula. As cepas para usoO na
produgao de MVs podem dgeralmente ser selecionadas com base
na quantidade de MVs produzida em cultura, por exemplo,
refs. 238 e 239 descrevem Neisseria com produgdo de MV
elevada. As vesiculas podem também ser obtidas das cepas de
nocaute de mlitA [240].

Para reduzir a atividade‘pirogénica, prefere-se que a
bactéria deva ter baixos niveis de endotoxina (LPS). As

bactérias mutantes apropriadas sdo conhecidas, por exemplo,
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Neisseria mutante [241]) e Helicobacter mutante [242]. Os
processos para preparar as membranas externas esgotadas de
LPS das Dbactérias gram-negativas sdo divulgados na
referéncia 243.

A bactéria pode ser uma bactéria tipo selvagem, ou
pode ser uma bactéria recombinante. As bactérias
recombinantes preferidas super-expressam (relativa a cepa
tipo selvagem correspondente) imundgenos, tais como NspA,
proteina 287 [244], proteina 741 [244], TbpA, TbpB,
dismutase superdxido [245], etc. A bactéria pode expressar
mais de uma proteina de membrana externa PorA classe I, por
exemplo, 2, 3, 4, 5 ou 6 de subtipos PorA: P1.7,16; P1.5,2;
P1.19,15; Pl.5c,10; P1.12,13; e P1.7h,4 [por exemplo, refs.
246 e 247].

Outras bactérias recombinantes que podem ser usadas
com a inveng¢do tém uma ou mais mutag¢des para diminuir (ou,
preferivelmente, nocautear) a expressao de produtos de gene
particulares (por exemplo, veja as refs 248 e 249). Os
genes preferidos para para sub-regulagdo e/ou nocaute
incluem: (a) Cps, CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB, Galkg,
HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Ope, PilC, PorA, PorB,
SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA, e/ou TbpB [248]; (b) Ctra,
CtrB, CtrC, CtrD, FrpB, GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK,
Opa, Ope, PhoP, PilC, PmrE, PmrF, PorA, SiaA, SiaB, SiaC,
SiaD, TbpA, e/ou TbpB [249]; (c) transglicosilase 1litica
NMBOO33 [250]; (d) ExbB, ExbD, rmpM, CtrA, CtrB, CtrD, GalE,
LbpA, LpbB, Opa, Ope, Pilc, PorA, PorB, SiaA, SiaB, SiaC,
SiaD, TbpA, e/ou TbpB [251]; e (e) CtrA, CtrB, CtrD, FrpB,
OpA, OpC, PilC, PorA, PorB, SiaD, SynA, SynB, e/ou SynC

[252] .
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As cepas preferidas dentro do sorogrupo B como a fonte
para estes antigenos nao sacarideos sdao MC58, 2996, H44/76,
394/98 e «cepa 98/254 da Nova Zeldndia. Os melhores
sorotipos e cepas para usar, entretanto, dependerdo das
cepas predominantes em uma posigdao geografica particular.
Por exemplo, o meningococo pode ser de gqualquer sorotipo
(por exemplo, 1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 16, etc.), de qualquer
sorosubtipo (P1.2; Pl.4; P1.5; P1.5,2; Pl1.7,16; P1.7,16b;

P1.9; P1.9,15; P1.12,13; P1.13; P1l.14; P1l.15; P1l.21,16;

P1.22,14; etc.) e de qualquer imunotipo (por exemplo, L1;
L3,3,7; L10; etc.), e as cepas preferidas incluem: (a)
B:4:P1.4; (b) B:4:P1.15; (c) B:15:P1.7,16; e (d)

B:4:P1.7b,4. O meningococo pode ser de qualquer linhagem
apropriada, incluindo linhagens hiperinvasivas e
hipervirulentas, por exemplo, quaisquer das seguintes sete
linhagens hipervirulentes: subgrupo I; subgrupo III;
subgrupec IV-I; ET-5 complexo; ET-37 compléxo; A4 conjunto;
linhagem 3. Estas linhagens foram definidas pela
eletroforese de enzima multilocus (MLEE), mas a tipagem de
sequéncia multilocus (MLST) foi usada também ©para
classificar o meningococci [ref. 253], por exemplo, o ET-37
complexo &€ o ST-11 complexo por MLST, o ET-5 complexo & ST-
32 (ET-5), a linhagem 3 & ST-41/44, etc.

Os antigenos nao sacarideos podem ser usados para
induzir uma resposta de anticorpo bactericida de soro que é
eficaz contra duas ou trés das linhagens de MenB
hipervirulentas A4, ET-5 e linhagem 3. Podem adicionalmente
induzir respostas de anticorpo bactericidas contra um ou
mais das linhagens hipervirulentas subgrupo I, subgrupo III,

subgrupo IV-I ou ET-37 complexo, e contra outras linhagens,



10

15

20

25

30

77/112

por exemplo, linhagens hiperinvasivas. Estas respostas de
anticorpo sao convenientemente medidas em camundongos e sdo
um indicador padrdo da eficacia de vacina [por exemplo,
veja a nato final 14 da referéncia 212]. A atividade
bactericida de soro (SBA) mede a morte bacteriana mediada
por complemento, e pode ser analisada usando complemento
humano ou de coélho bebé&. Os padrdes WHO exigem uma vacina
para induzir pelo menos um aumento de 4 vezes em SBA em
mais de 90% de receptores.

A composigao nao precisa induzir anticorpos
bactericidas contra cada cepa de MenB dentro destas
linhagens hipervirulentas; ao invés, para qualquer grupo
dado de quatro de mais cepas de meningococo de sorogrupo B
dentro de wuma linhagem hipervirulenta particular, os
anticorpos induzidos pela composi¢do sdo bactericidas
contra pelo menos 50% (por exemplo, 60%, 70%, 80%, 90% ou
mais) do grupo. Os grupos preferidos de cepas incluirédo
cepas 1isoladas em pelo menos quatro dos seguintes paises:
GB, AU, CA, NO, IT, US, NZ, NL, BR, e CU. O soro tem
preferivelmente um titulo bactericida de pelo menos 1024
(por exemplo. 2, 2, 212 213 21 515 5l6 51T H18 oy

4y isto &, o soro &

maior, preferivelmente pelo menos 2
capaz de matar pelo menos 50% das bactérias teste de uma
cepa particular quando diluido 1/1024, como descrito na
referéncia 212.

As composigdes preferidas podem induzir respostas
bactericidas contra as seguintes cepas de meningococo de
sSOrogrupo B: (1) de conjunto A4, cepa 961-5945

(B:2b:P1.21,16) e/ou cepa G2136 (B:-); (ii) de ET-5

complexo, cepa MC58 (B:15:P1.7,16Db) e/ou cepa 44/76
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(B:15:P1.7,16); (iii) de linhagem 3, cepa 394/98 (B:4:P1.4)
e/ou cepa BZ198 (B:NT:-). Mais composi¢des preferidas podem
induzir respostas bactericidas contra as cepas 961-5945,
44/76 e 394/98. As cepas 961-5945 e G2136 sdo ambas as
cepas de referéncia de Neisseria MLST [ids. 638; 1002 na
ref. 254]. A cepa MC58 estda amplamente disponivel (por
exemplo, ATCC BAA-335) e foi a cepa sequenciada na
referéncia 210. A cepa 44/76 foi amplamente utilizada e
caracterizada (por exemplo, ref. 255) e & uma das cepas de
referéncia de Neisseria MLST [id. 237 na ref. 254; fileira
32 da tabela 2 na ref. 256]. A cepa 394/98 foi
originalmente isolada na Nova Zelandia em 1998, e houve
diversos estudos publicados usando esta cepa (por exemplo,
refs. 257 e 258). A cepa BZ198 é outra cepa de referéncia
de MLST [id. 409 na ref. 254; fileira 41 da tabela 2 na ref.
256] . A composigado pode adicionalmente induzir uma resposta
bactericida contra a cepa LNP17592 de sorogrupo W135
(W135:2a:P1.5,2), de ET-37 complexo.

Geral

O termo “compreendendo” engloba “incluindo” assim como
“consistindo”, por exemplo uma composigdo “compreendendo” X
pode consistir exclusivamente em X ou pode incluir algo
adicional, por exemplo, X + Y.

A palavra “substancialmente” nao exclui
“completamente”, por exemplo, uma composi¢do que esta
“substancialmente 1livre” de Y pode estar completamente
livre de Y. Onde necessdrio, a palavra “substancialmente”
pode ser omitida da definigdo da invengdo.

O termo T“aproximadamente” com relagdo a um valor

numérico x significa, por exemplo, x+10%.
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O termo “alquila” €& usado aqui para se referir aos
grupos alquila em formas reta e ramificada. Entretanto, o
termo “alquila” refere-se geralmente aos grupos algquila em
formas retas. O grupo alquila pode ser interrompido com 1,
2 ou 3 heterodtomos selecionados -0, -NH- ou -S. O grupo
alquila pode também ser interrompido com 1, 2 ou 3 ligacdes
duplas e/ou triplas. Entretanto, o termo “alquila” refere-
se geralmente ao grupo alquila ndo tendo nenhuma
interrupg¢do de heterodtomo ou interrup¢des de liga¢do dupla
ou tripla. Onde referéncia é feita a alquila C;.4, significa
que o grupo alquila pode conter qualquer nimero de atomos
de carbono entre 1 e 6 (por exemplo C;, Cy, Ci;, C4, Cs, Ce¢).

O termo “alquileno” é usado aqui para se réferir a um
grupo alquila divalente, como definido acima. Onde
referéncia & feita ao alquileno C;.s, significa que o grupo
alquileno pode conter qualquer numero de atomos de carbono
entre 1 e 5 (por exemplo, C;, C;, C;, C4, Cs). Similarmente,
onde referéncia & feita ao alquileno Ci-4, significa que o
grupo alquileno pode conter qualquer nUimero de &tomos de
carbono entre 1 e 4 (por exemplo, C;, C,, C;, Ci).

O termo “grupo amino” inclui grupos de fdérmula -NH, ou
-NH-E, onde E & um grupo protetor de nitrogénio. Os
exemplos de grupos protetores de nitrogénio tipicos sdo
descritos acima.

O termo “amina” significa um grupo de fdérmula -NH,, a
menos que o contexto indicar de outra maneira.

O termo ‘“sacarideo capsular modificado” significa um
sacarideo que €& obtenivel de um sacarideo capsular nativo
pela modifica¢do apropriada. Consequentemente, a sequéncia

bdsica de unidades de vrepetigdo de monossacarideo no
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sacarideo capsular nativo €& retida nos sacarideos
capsulares modificados da presente invencéo.

O termo “sacarideo” engloba oligossacarideos (por
exemplo, contendo 2 a 39 unidades de monossacarideo) e
polissacarideos (por exemplo, contendo 40 ou mais unidades
de monossacarideo). Como encontrado naturalmente nas
bactériés, os sacarideos capsulares nativos tomam
geralmente a forma de polissacarideos. Os polissacarideos
podem ser manipulados para dar oligossacarideos mais curtos.
Os oligossacarideos podem ser obtidos por purificacdo e/ou
despolimerizagao seguido por dimensionamento do
polissacarideo nativo (por exemplo, por hidrdlise em Aacido
suave, poxr aquecimento, por cromatografia de
dimensionamento etc.).

Onde os materiais animais (e particular bovinos) sé&o
usados na cultura de células, devem ser obtidos das fontes
que estdo livres de encafalopatias espongiformes
transmissiveis (TSEs) , e em particular livres de
encefalopatia espongiforme bovina (EBS). No geral, prefere-
se para células de cultura na auséncia total de materiais
derivados de animal.

Sera apreciado que Os grupos ionizaveis podem existir
na forma neutra mostrada nas fdérmulas aqui, ou podem
existir na forma carregada, por exemplo, dependendo do pH.
Assim um grupo fosfato pode ser mostrado como -P-0-(OH),,
esta foérmula & meramente representativa do grupo fosfato
neutro, e outros formas carregadas sdao englobadas pela
invengdo. Similarmente, as referéncias aqui aos grupos
catidnicos e anidnicos devem ser tiradas para referir a

carga que esta presente nesse grupo sob condigdes
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fisioldégicas, por exemplo, onde uma amina -NH, & protonada
para dar o grupo catidnico NH’', esta protonacdo & uma que
ocorre em pH fisioldgico. Além disso, onde uma carboxila -
COOH é deprotonada para dar ogrupo anibdnico -COO", esta
protonag¢dao pode ocorrer em pH fisioldgico. Além disso, a
inven¢do engloba sais das formas carregadas de moléculas da
invengdo. Os anéis de aglUcar podem existir na forma aberta
e fechada e, enquanto as formas fechadas s3o mostradas em
férmulas estruturais aqui, as formas abertas sdo também
englobadas pela invengdao. Similarmente, a invengdao engloba
formas isoméricas das moléculas da invencdo, incluindo
tautébmeros (por exemplo, tautbmeros de imina/enamina),
conformadores, enantibfmeros, diastereoisbdbmeros, etc.

Apds o sorogrupo, a classificac¢do meningocdcica inclui
sorotipo, sorosubtipo e entdo imunotipo, e a nomenclatura
de padrdo 1lista sorogrupo, sorotipo, sorosubtipo, e
imunotipo, cada um separado por dois pontos, por exemplo

B:4:P1.15:L3,7,9. Dentro do sorogrupo B, algumas linhagens

causam doenga frequentemente (hiperinvasiva), algumas
linhagens causam formas mais severas de doenga do que
outras (hipervirulentas), e outras raramente causam doencga.
Sete linhagens hipervirulentas sao reconhecidas,

especificamente subgrupos I, III e IV-I, ET-5 complexo, ET-
37 complexo, conjunto A4 e linhagem 3. Estes foram
definidos por eletroforese de enzima multilocus (MLEE), mas
tipagem de sequéncia multilocus (MLST) foi usada também
para classificar o meningococci [ref. 256].

BREVE DESCRICXO DOS DESENHOS

A Figura 1 fornece um esquema para a sintese quimica

de conjugados de MenA CRM;s;. As estruturas predominantes de
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“MenAl10/90” (oligossacarideo MenA compreendendo um grupo
bloqueador de 4,5-dihidréxipentilcarbamato em
aproximadamente 10% das wunidades de monossacarideo e um
grupo bloqueador 2-hidrdxietilcarbamato em aproximadamente
90% das unidades de monossacarideo) e “MenA 10/0”
(oligossacarideo MenA compreendendo um grupo bloqueador
4,5-dihidréxipentilcarbamato em aproximadamente 10% das
unidades de monossacarideo) sdo representados.

A Figura 2 fornece o perfil analitico de troca de
dnion em oligossacarideos de MenA 214 mmantes (painel A) e
apds dimensionamento (painel B).

A Figura 3 fornece o espectro de 600 MHz 'H em 25°C de
oligossacarideo MenA sem a modifica¢do quimica (painel A),
oligossacarideo MenA 10/90 (painel B) e oligossacarideo
MenAl0/0 (painel C).

A Figura 4 compara a porcentagem de fosfomonoéster
desenvolvida durante o armazenamento em 37°C pelo
oligossacarideo MenA sem modificacgdo quimica,
oligossacarideo MenA 10/90 e oligossacarideo MenAl0/0.

A Figura 5 fornece o espectro 3p NMR de
oligossacarideo MenA.

Figura 6 compara o grau de polimerizacdo (DP), medido
por *'P  NMR, durante o armazenamento em 37°C de
oligossacarideo MenA sem modificacgdo quimica,
oligossacarideo MenAl0/90 e oligossacarideo MenAl0/0.

A Figura 7 fornece o perfil de SDS-PAge de conjugados
de oligossacarideo de CRM-MenA: Marcadores Linha M - Mw;
Linha 1 - CRM; Linha 2 - CRM-MenA 10/90; e linha 3 - CRM-
MenA 10/0. |

A Figura 8 compara o sacarideo 1livre (FS) 1liberado
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durante ©0 armazenamento em 37°C dos conjugado de
oligossacarideo CRM-MenAl0/90 e conjugados de
oligossacarideo de CRM-MenAl1l0/0.

A Figura 9 compara a porcentagem de fosfomonoéster
desenvolvida durante o© armazenamento em 37°C pelos
conjugados de oligossacarideo CRM- MenA 10/90 e conjugados
de oligossacarideo CRM-MenA 10/90.

MODOS PARA REALIZAR A INVENCAO

EXEMPLO 1

Modificagdo de oligossacarideo de Men A

Hidrb6lise controlada de polissacarideo MenA

Os oligossacarideos de MenA foram gerados por
hidrdélise quimica de uma solugdo de polissacarideo MenA.
Momentaneamente, o polissacarideo MenA foi solubilizado em
uma concentragdo final de 10 mg/ml em 50 mM de tampdo de
acetato, pH 4,75. A solug¢do foi aquecida em 73°C até gue um
grau de polimerizag¢do (DP) de aproximadamente 10 fosse
alcancado. A hidrélise foi <controlada monitorando a
variagdo da atividade 6tica da solugdo (a Hg 365 nm) sobre
o tempo de acordo com a seguinte equag¢do: DP=1/(0,5817[1-
(ac/an) ]}, onde o a, € o valor médio do poder rotatério
6tico de 6 amostras quando a solugdo de temperatura & 50°C,
e a. € o poder rotatdrio O6tico no tempo t. A hidrdlise foi
parada quando o valor de a correspondendo a um DP de 10 foi
alcancado. No fim da rea¢do de hidrdlise a solucgdo foi
resfriada na temperatura ambiente e o pH corrigido para
aproximadamente 6,5.

Fracionamento de tamanho de oligossacarideo MenA

A hidrdlise acida controlada de polissacarideo MenA

gera uma polidispersdo com o DP médio alvo. Para a
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preparagdo conjugada, a polidispersdo de oligossacarideo
pode ser mais restringida usando um fracionamento de
tamanho de duas etapas. Estas etapas de dimensionamento
mudam tipicamente o DP dos oligossacarideos de MenA de um
valor de aproximadamente 10 a um valor entre 15 e 20, como
medido pela razdo molar entre valores de fdésforo total (Pt)
e fosfato de monoéster terminal (Pm). A concentracdo de Pt
foi determinada de acordo com o método descrito na
referéncia 259 e Pm foi determinado medindo o fosfato
inorgdnico liberado pela reag¢do enzimdtica com fosfatase
dcida de batata [260].

Momentaneamente, o hidrolisado de MenA ultrafiltrado
primeiramente através de uma membrana de fluxo tangencial
de 30 KDa para remover espécies de alto peso molecular.
Durante este procedimento o produto foi concentrado
aproximadamente 10 vezes e entdo diafiltrado contra 13
volumes de tampdo de acetato 5 mM, pH 6,5. O permeado,
contendo os oligossacarideos desejados, foi coletado
enquanto o retido foi rejeitado.

Na segunda etapa, o permeado foi fracionado por
cromatografia de coluna de troca anidnica. Esta etapa é&
projetada para remover espécies de Mw baixa caracterizada
por um DP de menos de 6, que podem ser fracamente
imunogénicas [261]. A mistura de oligossacarideo obtida da
ultrafiltragdo de 30 KDa foi carregada em uma coluna
embalada com Q-Sefarose Fast Flow equilibrada previamente
com 5 mM de acetato de sbdio, pH 6,5. A razdo
oligossacarideo/volume embalado foi 17 mg/ml de resina
embalada. A coluna foi lavada entdo com 5 volumes de coluna

(cv) do tampdo de equilibrio. Uma lavagem de 10 cv de 5 mM
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de tampdo de acetato de sdédio/125 mM de NaCl, pH 6,5 foi
entdo aplicado a coluna para eluir oligossacarideos de DP
<6. A fragdo de oligossacarideo desejada foi entéo
recuperada por eluigdo com 5 mM de tampdo de acetato de
s6dio/125 mM de NaCl, pH 6,5. A remogdo com 5 cv de NaCl 2M
e sanitizac¢do com 1M de NaOH terminaram o procedimento.

A cromatografia de troca de &nion analitica foi usada
para medir a polidispersao de oligossacarideo antes e
depois do fracionamento. Momentaneamente, as polidispersdes
de oligossacarideo MenA foram analisadas por HPLC queusando
uma coluna Mono-Q HR 5/5. Apds equilibrio com agua, 1 ml de
amostra contendo aproximadamente 1 mg de sacarideo foi
carregado na coluna, que foi entao desenvolvida com uma
forma linear de 0 a 60% de NaCl 1 M na taxa de fluxo de 0,5
ml. O cromatograma foi monitorado em 214 nm. Uma preparagao
padrdo de um oligossacarideo MenA monodispersado tendo um
DP definido de 5 e 6 respectivamente como evidenciado pela
espectrometria de massa e 'H NMR, foi usado para
identificar a presenga ou remogdo de oligossacarideos tendo
um DP menor de 6 nas amostras de polidispersdo testadas. A
Figura 2 mostra os perfis analiticos do hidrolisado (painel
A) em comparag¢do ao oligossacarideo MenA dimensionado
(painel B).

Troca de contra-ion

o) eluatp de Q-Sefarose do procedimento de
fracionamento de tamanho de duas etapas foi ultrafiltrado
em uma membrana de 3 KDa a fim de trocar o contra-ion de
sbédio com tetrabutilaménio, que conferencia solubilidade ao
oligossacarideo em solventes ndo aquosos. Momentaneamente,

a solugdo de oligossacarideo MenA diafiltrada contra 4
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volumes de 10 mM de tetrabutilamdniobrometo seguido por 10
volumes de agua. O retido, contendo o produto desejado, foi
coletado e o permeado descartado. A agua foi removida do
retido por evaporag¢do rotatdria.

Modificagdo guimica de oligossacarideo MenA

O oligossacarideo MenA foi modificado usando ativagao
de 1,1’ -carbonildiimidazol (CDI) seguida pela reag¢do com 1-

amino-4,5-pentandiol (APD) sozinho ou APD e 2-aminoetanol

(ETA), a fim de obter duas estruturas alvo diferentes
(Figura 1) :

i) Oligossacarideo MenA  compreendendo um grupo
bloqueador de 4,5-dihidréxipentilcarbamato em

aproximadamente 10% das unidades de monossacarideo e um
grupo bloqueador de 2-hidrdéxietilcarbamato em
aproximadamente 90% das unidades de monossacarideo (MenA
10/90); e

ii) Oligossacarideo MenA compreendendo um grupo
bloqueador de 4,5-dihidréxipentilcarbamato em
aproximadamente 10% das unidades de monossacarideo (MenA
10/0) .

Momentaneamente, o oligossacarideo MenA derivado da
ultrafiltracdao de membrana de 3 KDa descrito acima foi
solubilizado em DMSO a uma concentragao final de
aproximadamente 10 mg/ml. A esta solugdo um excesso molar
de 20 vezes de CDI (relativo ao numero de mols de unidades
de monossacarideo MenA) foi adicionado e a solugdao foi
agitada em temperatura ambiente por 2 horas. A solugdo de
oligossacarideo ativada foi entdo adicionada a 9 volumes de
acetato de etila frio (-20°C) seguido por uma solugdo de 2

M de CaCl, a uma concentragdo final equimolar com as
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unidades de monossacarideo MenA. A mistura foi agitada por
30 minutos e, apds sedimenta¢do do oligossacarideo, a
maioria do sobrenadante foi removida por sucgdo e o pélete
recuperado por centrifugagdao, lavado 3 vezes com acetato de
etila e seco sob vacuo.

Para adigdo de grupos bloqueadores, o oligossacarideo
ativado foi solubilizado em DMSO a uma concentrac¢do final
de 10 mg/ml. Para obter o oligossacarideo “MenAlO/0”, um
excesso molar de 0,1 vez (relativo ao nimero de mols de
unidades de monossacarideo MenA) de APD foi adicionado, e a
reagdo foi agitada por 2 horas em temperatura ambiente.
Apds este tempo, dezenove volumes de tampdo de foéfato de
sbdio 0,25 M, pH 6.5 foram adicionados sob agitacdo.
Qualquer opalescéncia formada durante esta operagdo foi
removida por filtragem através de uma membrana de 0,2 pm.
Para obter o oligossacarideo “MenA 10/90”, um excesso molar
de 0,6 vez de trietilamina e um excesso de molar de 0,1 vez
de APD foi adicionado e a rea¢do foi agitada por 2 horas em
temperatura ambiente. Subsequentemente, um excesso molar de
50 vezes (relativo ao nimero de mols de unidades de
monossacarideo MenA) de ETA foi adicionado e a reacao
continuou sob agitag¢do por 2 horas adicionais. Mais uma vez,
apds este tempo dezenove volumes de tampao de fosfato de
sédio de 0,25 M, pH 6,5 foram adicionados sob agitacdo e
qualquer opalescéncia foi removida por filtragem através de
uma membrana de 0,2 um.

As solugdes cruas de oligossacarideo derivatizado
foram purificadas do excesso de reagentes de baixo peso
molecular por ultrafiltragdo em uma membrana de 3 KDa. As

solugdes foram primeiramente concentradas aproximadamente a
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20 vezes e entdao diafiltradas contra 10 volumes de tampdo
de fosfato de sédio de 0,1 M, pH 7,2, seguido por 10
volumes de &agua destilada. Os produtos purificados foram
recuperados dos retidos, com os permeados sendo descartados.

Confirmacdo de modificagdes quimicas por 'H NMR

Os oligossacarideos de MenA quimicamente modificados
foram caracterizados por NMR para confirmar gque as
modificag¢gdes quimicas desejadas tinham ocorrido.

O espectro de 'H NMR do oligossacarideo MenA nativo é
mostrado na figura 3, painel A. O espectro estd em
conformidade com a literatura publicada [262, 263]. 'H NMR
conduzido em APD e ETA puros deu oOs seguintes sinais:
sinais de APD: HOCH,CH®(OH) CH,°CH,’CH,°NH, (H* em 3,6 ppm, H®
em 3,7 ppm, H° em 1,5 ppm, H® em 1,6 ppm, H® em 2,7 ppm);
sinais ETA: HOCH,"CH,°NH, (H® em 4,4 ppm, H® em 3,6 ppm).
Estas atribuigdes foram wusadas como um guia para
identificar os sinais APD e ETA nos espectros dos
oligossacarideos derivatizados. Os espectros de 'H NMR do
oligossacarideo MenA 10/90 sdo relatados na figura 3,
painel B. O espectro de 1H NMR do oligossacarideo MenA 10/0
é relatado na figura 3, painel C. A ligag¢do covalente entre
ETA ou os grupos APD e o0s grupos carbonila introduzidos na
posigdo 4 e/ou 3 de N-acetil-mannosamina foi confirmada
pela correlacdo heteronuclear ('H, *C) detectada nos
espectros de HSQC. Os picos de correlagdo de faixa longa
entre os grupos carbonila e o H® de ETA ou H® de APD foram
detectados. Similarmente, os grupos carbonila deram
correlagdo de faixa longa com prdétons geminais em posigdo
3/4 de N-acetil-mannosamina. As porcentagens de grupos APD

introduzidos pelo tratamento gquimico foram estimadas por
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integragdo de sinais selecionados vindo de APD e MenA. Os
sinais de HP+H® sobrepostos em 1,5 ppm (grupos APD) foram
integrados versus o pico H, em 4,6 ppm (oligossacarideo
MenAZA). Em experimentos diferentes de 6% a 14% das unidades
de monossacarideo MenA foram substituidas com grupos APD.
Depois da mesma abordagem, os grupos ETA foram estimados
pela razdo com sinais H' sobrepostos em 3,6 ppm (grupos ETA)
versus o pico H, em 4,6 ppm (oligossacarideo MenA). Devido
a sobreposigdo parcial com os sinais APD (H® em 3,6 ppm e
H® em 3,7 ppm) a integral de H' foi subtraida por 3/4 do
valor de HP+H®. Em experimentos diferentes de 66% a 85% das
unidades de monossacarideo MenA foram substituidas com
grupos ETA. Como esperado, na figura 3, os sinais do painel
C relativos aos grupos ETA ndo estdo presentes, que
confirma a estrutura proposta e a conformidade de NMR como
uma ferramenta para a elucidag¢do de estrutura e avaliacdo
de identidade. Figura 3, painel A indica que a O-acetilacgdo
€ preservada apds a hidrdélise &cida de polissacarideo
meningocdcico de sorogrupo A e, embora os grupos de
carbamato mudem o campo magnético local e facam a
atribuigdo mais complicada, o status de O-acetilacdo parece
ser mantido apdés a modificagdo quimica (figura 3, painéis B
e C).

Estabilidade de oligossacarideo MenA

A degradacgao de oligossacarideos Mena, uma
consequéncia de hidrdlise em liga¢des fosfodiéster, resulta
em grupos de fosfomonoéster recentemente formados. A
estabilidade de oligossacarideos MenA 10/90 e MenA 10/0 foi
comparada com a estabilidade de um oligossacarideo nativo.

Momentaneamente, as solug¢des dos oligossacarideos MenaA,
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em uma faixa de concentragdo de 1,4 a 3 mg/ml, foram
incubadas em 37°C em tampdo de histidina de 10 mM, pH 7,2.
Em pontos diferentes de tempo durante 42 dias, os
oligossacarideos foram analisados para a quantidade de
fosfomonoéster gerada durante»o armazenamento.

A Figura 4 mostra o incremento de grupos

fosfomonoéster durante o armazenamento em 37°C para os trés

oligossacarideos mencionados acima. A porcentagem de
fosfomonoéster foi calculada como [Pm(t)-Pm(0)]x
100/ [(Pt(0)-Pm(0)], onde Pm(t) e Pt(t) sdo as concentracgdes

de grupos fosfomonoéster e fdésforo total no tempo t; e Pm
(0) e Pt(0) sdo as concentra¢des de grupos fosfomonoéster e
de fosforo total no tempo 0. A concentracido total de
fésforo (Pt) foi determinada de acordo com o método
descrito na referéncia 259 e o fosfato de monoéster
terminal (Pm) foi determinado medindo o fosfato inorgénico
liberado pela reagdo enzimatica com a fosfatase &acida de
batata ([260].

Os oligossacarideos MenA 10/90 e MenA 10/0 mostraram
estabilidade melhorada comparada ao oligossacarideo nativo,
como evidenciado pela tendéncia reduzida de liberar grupos
fosfomonoéster sobre o tempo. Estes resultados mostram que
a estabilidade do oligossacarideo MenA pode ser melhorada
blogqueando os grupos hidroxila em posigdo 4 e 3 de N-
acetilmannosamina com um grupo bloqueador de acordo com a
presente invengdo.

Similarmente, a anadlise *'P NMR [264] foi usada para
avaliar a estabilidade dos oligossacarideos MenA
modificados em comparagao com o oligossacarideo nativo em

37°C por 42 dias em pH 7,2 de tampdo de histidina 10 mM.
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Momentaneamente, o grau médio de despolimerizacdo (avDP)
foi determinado pela razdo molar entre o fosfodiéster nos
grupos em cadeia (Pip cadeia) € NOS grupos de extremidade nao
redutores de fosfomonoéster (Pextremidade nio rea) (£igura 5).

avDP = [Pen cadeia + 1]/ Pextremidade nio red

Mais uma vez, os oligossacarideos MenA 10/90 e MenA
10/0 mostraram a estabilidade melhorada comparada ao
oligossacarideo nativo, como evidenciado pelo grau de

polimerizacao maior em qualquer ponto de tempo (figura 6).

Tabela I
Amostra o
0d d 14d 21d 28d 35d 42d
Oligo MenA Nativo 19.2 17.5 17.1 14.7 13.8 12.8 11.5.
Oligo MenA10/0 424.9 238 226 20.5 19.1 18.2 16.8
Okigq MenA10/90 24.3 243 24.1 235 23.5 23.6 23.1

Tabelal

Conjugados de CRM;g7-MenA

Geragdo de grupos aldeidos reativos por oxidagdo de

periodato controlada

Os grupos hidroxila vicinais dos grupos bloqueadores
4,5-dihidréxipentilcarbamato derivados de APD nos
oligossacarideos MenAl0/90 e MenAl0/0 foram oxidados por
tratamento de periodato de sédio limitado para gerar grupos
aldeidicos reativos. Momentaneamente, as solucgdes de
oligossacarideos MenAlO/90 e MenAlO/0 em tampdo de fosfato
de sédio de 0,1 M, pH 7,2, foram reagidos com 0,1 mol de
NaIO, por mol de wunidades de monossacarideo MenA. As
reagdes foram realizadas no escuro com agitag¢do, e

monitoradas espectrofotometricamente em 225 nm. Apds
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aproximadamente 2 horas a absorvéncia de 225 nm alcang¢ou um
platé. A quantidade de grupos aldeidicos gerados pela
reagcao foi determinada analisando a quantidade equimolar de
formaldeido liberada durante a oxidag¢do [265]. As reacdes
foram paradas pela adigao de etileno glicol a uma
concentrag¢do final equimolar com o NaIQ,.

A geragao de grupos aldeidicos foi quase quantitativa
em comparagdo ao numero inicial de grupos bloqueadores 4,5-
dihidréxipentilcarbamato.

Purificagdo de oligossacarideos oxidados

Os oligossacarideos oxidados foram purificados por
ultrafiltragdo em uma membrana de 3 KDa. As solu¢des foram
concentrada 2 vezes e entdo diafiltrada contra 10 volumes
de NaCl de 0,5 M seguido por 10 volumes de Agua destilada.
O retido, contendo o produto desejado, foi coletado e o
permeado descartado. A agua foi removida do retido por
evaporag¢ao rotatdria.

Conjugacdo a CRM;ey

Os oligossacarideos de MenA oxidados foram conjugados
a CRM;y;, um mutante ndo téxico da toxina de difteria [266],
através de aminag¢do redutiva para obter CRM-MenA 10/90 e
CRM-MenAl0/0 respectivamente (figura 1).

Momentaneamente, os oligossacarideos de MenA oxidados
foram solubilizados em 50 mg/ml de solucdo de CRM;y; em uma
razao de 13 mols de grupos aldeidicos por mol de proteina.
O tampao de fosfato de sédio de 100 mM, pH 7,2, foi
adicionado para obter uma concentragdo de proteina final de
30 mg/ml. Uma solugdo de 2M de NaBH3;CN em tampdo de fosfato
de sédio de 10 mM, pH 7,2, foi entdo adicionado para obter

um excesso de molar de 70 vezes de NaBH3;CN com relagdo aos
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grupos aldeidicos. As reag¢des foram realizadas por 3 dias
em 37°C. Quatorze volumes de tampao de fosfato de sédio
10mM, pH 7,2, foram entdo adicionados, seguido por um
excesso molar de 25 vezes de NaBH; (relativo ao numero de
mols de grupos aldeidicos). O pH foi controlado em 8,5 e as
misturas foram agitadas por 2 horas em temperatura ambiente
a fim de resfriar quaisquer grupos aldeidicos residuais. No
fim da etapa de resfriamento, o pH foi corrigido outra vez
a 7,2, e as solugdes filtradas através de uma membrana de
poro de 0,2 um.

Purificag¢do de conjugado

Os conjugados foram ©purificados do excesso de
reagentes e oligossacarideos residuais, ndo reagidos pelo
ultrafiltracdo em uma membrana de 30 KDa. As misturas de
reagdao foram diafiltradas contra 100 volumes de tampdo de
fosfato de sédio de 0,01 M, pH 7,2, seguido por 50 volumes
de 10 mM de histidina, pH 7,2. As solu¢des contendo os
conjugados purificados foram entdo filtradas através de uma
membrana de poro de 0,2 pum e armazenadas em 2-8°C.

Confirmac¢do de conjugagdao a CRM;gy

A conjugagao dos oligossacarideos MenA a CRM;y; foi
demonstrada por SDS-Page (figura 7). A SDS-Page foi
realizada de acordo com a referéncia 267 wusando 7,5%
acrilamida para empilhar e 7,5% de acrilamida para a
separagdao de gel. Antes da eletroforese, as amostras foram
tratadas 1:4 com tampao de amostra e fervidas por 10 min. A
eletroforese foi realizada em 200 V de voltagem constante
por aproximadamente 40 min. Os géis foram desenvolvidos com
uma solugdo de tinta de Coomassie por aproximadamente 20

min e descolorida no acido acético/solugdo de EtOH (7/40%)



10

15

20

25

30

94/112

por aproximadamente 4 horas.

O perfil dos conjugado na figura 7 é deslocado para
pesos moleculares mais elevados comparados a CRM;y;, € &
marcadamente diferente de CRM;y;. A andlise de SDS-Page
também demonstra a presenga de material de alto peso
molecular. Este material pode ser formado durante a reacao
de conjugagdo, que permite pontos de unido miltiplos da
CRM;57; por molécula de oligossacarideo.

Os conjugado foram também analisados para teor de
sacarideo e proteina. As razdes de sacarideo/proteina
variando de 0,20 a 0,32 (peso/peso) foram observadas.

Estabilidade de conjugados de CRM;y;,-MenA

A estabilidade dos conjugado de CRM,;97-MenA foi
determinada medindo a liberagdo de sacarideo ndo conjugado
sobre o tempo, que os resultados da hidrdélise das ligac¢des
de fosfodiéster.

Centricon 30 dispositivos (2 ml de capacidade) foi
condicionado enxaguando com 1 ml de A&gua destilada e
girando duas vezes. 60 pl de solugdo salina foi adicionado
a amostra de 940 pl (CRM-MenA 10/90 ou CRM-MenAl0/0)
contendo aproximadamente 0,3 mg/ml de sacarideo. O teor de
fésforo total foi medido como descrito acima antes de
adicionar as misturas aos dispositivos. Os dispositivos
foram girados em 1942 g até que 100-200pl de solugdo foi
deixado na cdmara de retido, e entdo lavado com 2x 1 ml de
solug¢do salina e girados outra vez. A solugdo na cémara de
permeado foi recuperada e o volume de amostra foi ajustado
com a solug¢do salina para 3 ml. O permeado derivado de cada
amostra foi analisado para o teor total de fésforo como

descrito acima.
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O valor (P2/P1l) x 100, onde o Pl é o fésforo total
antes de tratamento de centricon e P2 é o fésforo total
apbds o tratamento de centricon, representa a porcentagem do
sacarideo livre. Os experimentos de pico para demonstrar a
recuperag¢dao do oligossacarideo 1livre através da membrana
foram conduzidos adicionando 60 pl de aproximadamente 2
mg/ml de oligossacarideo a 940 pl de amostra ou solucdo
salina e entdo aplicando o procedimento de separagio
descrito acima. A recuperacdo foli consistentemente acima de
80%.

A Figura 8 mostra gque o conjugado CRM-MenA 10/90
mostrou uma tendéncia reduzida para liberar sacarideo livre
comparado a CRM-MenAlO/0. FS (sacarideo livre) é calculado
como FS%(t)-FS%(0) onde FS%(t) e FS%(0) sdo as porcentagens
livres de sacarideo no tempo t e 0 respectivamente.

A estabilidade dos conjugado de CRM;q;-MenA foi
determinada também medindo a geragdo de fosfomonoéster
durante o armazenamento. Momentaneamente, as solu¢des dos
conjugado, em uma faixa de concentragdo de 157 a 253 pg/ml,
foram incubadas em 37°C no tampdo de histidina de 10 mM, pH
7,2. Em pontos de tempo diferentes durante 42 dias, os
conjugados foram analisados para a quantidade de
fosfomonoéster gerada durante o armazenamento.

A Figura 9 mostra o incremento de grupos
fosfomonoéster durante o armazenamento em 37°C para os dois
conjugados mencionados acima. A porcentagem de
fosfomonoéster foi calculada como descrito acima: O
conjugado CRM-MenA 10/90 mostrou uma tendéncia reduzida
para gerar fosfomonoéster comparado a CRM-MenAl0/0.

Imunogenicidade de conjugados de CRM-MenA
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A fim de avaliar a habilidade dos conjugados MenA para
provocar os anticorpos que reconhecem o polissacarideo
capsular nativo de MenA, os experimentos de imunogenicidade
foram conduzidos em camundongos.

Formulagdo de vacina

Os conjugados de CRM-MenA 10/90 e CRM MenA 10/0 foram
misturados com o tampdo de fosfato de sddio e uma suspensao
AlPO, para obter concentrac¢des finais de sacarideo de 20
pg/ml e 0,6 mg/ml de AL’ em 10 mM de tampdo de fosfato de
sédio, pH 7,2. Para formulagdes sem adjuvantes, a suspensdo
de AlPO, foi substituida com o tampdo de fosfato de sédio.
Antes da imunizac¢do, as vacinas resultantes foram diluidas
1:5 com solugdo salina.

Imunizag¢do de camundongos

Os grupos de 8 camundongos Balb/c, fémeas de 6-8
semanas, foram imunizados duas ou trés vezes s.c. com 0,5
ml de vacinas conjugadas contendo 2 pg de sacarideo. No
caso da programagdo de duas-injec¢des, o intervalo entre a
primeira e a segunda dose foi de quatro semanas. Os
sangramentos foram executados antes da imunizagdo e duas
semanas apds a segunda dose. No caso da programagdo de trés
doses, as vacinas foram dadas em 0, 14 e 28 dias e os
sangramentos foram executados no tempo zero, um dia antes
(pbs 2 doses de soro) e 14 dias apds (pds 3 doses de soro)
a terceira imunizagao.

Imunogenicidade

Os soros dos camundongos imunizados foram analisados
para anticorpos IgG totais de polissacarideo capsulares
anti-MenA especificos e para atividade bactericida de soro

mediada por complemento (SBA) contra sorogrupo A de
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Neisseria meningitidis.

Os anticorpos IgG totais de polissacarideo capsulares
anti-MenA especificos foram determinados essencialmente de
acordo com o método de referéncia 268, adaptado para
analise de soros animais. Cada soro individual de
camundongo foi analisado em duplicata por uma curva de
titulagdo. Os tiitulos de polissacarideo Anti-MenA foram
calculados como unidade de Elisa de camundongo (MEU)/ml
usando o software baseado no método de ensaio de linha de
referéncia. Os titulos de média geométrica (GMT) foram
calculados para grupos de cada imunizagdo.

SBA foi medido em associagdes de soros pds II e pbs
ITI (onde apropriado) para cada grupo de imunizagao. O
protocolo padrdao de SBA foi baseado na inoculagdo da cepa
bacteriana de teste (MenA F8238) no caldo de Mueller Hinton
com a adigao de 0,25% glicose. A cultura bacteriana foi
incubada em 37°C na presenga de CO, 5% e o crescimento
parado quando as bactérias alcangaram a fase exponencial
adiantada de crescimento, ao redor de 0,220-0,240 ODggo. AS
bactérias foram entd3o diluidas a 10™* com 1% BSA em tampdo
de GBBS e incubadas por 1 hora em 37°C com CO, 5% na
presenga de associag¢des de soros inativados por calor (30
minutos em 56°C) e 25% de soro de coelho bebé como uma
fonte de complemento. As misturas de reag¢do foram entado
plaqueadas em agar de Mueller Hinton e incubadas durante a
noite em 37°C. Os titulos bactericidas foram expressos como
a diluigdo de soro reciproca rendendo a morte de 50% das
bactérias.

A tabela II mostra os titulos de IgG totais de

polissacarideo anti-MenA capsulares expressos como GMT (+/-
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95 1limites de confianga) como medidos por ELISA e os
titulos de SBA induzidos por CRM-MenA 10/90, e CRM-MenAl0/0.
Ambos os conjugado foram capazes de indug¢do em anticorpos
de polissacarideo anti-MenA especificos de camundongos com

atividade funcional bactericida.

Titulo pés 2 ELISA Titulo pos 2 SBA
Vacina
, GMT (+-95 % CI )
CRM-MenA 10/0 lot 5/ AIPO4 346 ( 230; 520) >4096<8192
CRM-MenA 10/90 lot 5 /AIPO4 270 (217;336) 4096
Tabelall
Em um segundo experimento, a imunogenicidade em

camundongos de CRM-MenA 10/90 foi testada com e sem AlPO,.
A imunogenicidade do CRM-MenA 10/90 é confirmada na tabela
IITI, que mostra os titulos de anticorpo de IgG anti-MenA
especificos induzidos apds duas e trés imunizagdes e a
atividade Dbactericida mediada por complemento destes
anticorpos. Os titulos de pré-imunizag¢do foram descobertos
sendo negativos (SBA <4). Estes dados sugerem dque a
presenga do adjuvante melhora a resposta do anticorpo. A
imunogenicidade observada no conjugado é claramente uma
consequéncia da conjuga¢do quimica do oligossacarideo a
proteina carreadora, como uma mistura fisica de

oligossacarideo MenA, CRM;y7; € AlPO, ndo foi imunogénico.

Titulo pos 2 Titulo pos 3 ELISA . |Titulo pos| Titulo pos
ELISA 2 SBA 3 SBA
Vacina GMT (+/-95 % CI)
GMT (+/-95%

c1) '

CRM-MenA10/90 lotl ] 8§7 (585; 1285) 1299 (1008; 1675) 2048 4096
AlPO, _
CRM-MenA 10/90 lot 11 388 (249; 604) 426 (241, 751) 1024 2048
OligoMenA10/90 lot 11+
4
CRM;p AlPO.;V 5 2 <4 : <4
{mistura fisica de antigenos
nao conjugados) _
Tabelalll
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EXEMPLO 2
Modificagcdo de polissacarideo Men A

Modificagdo quimica de polissacarideo MenA

20 mg de polissacarideo capsular nativo MenA (0,072
mmol) foi adicionada a 170 mg (mmol 2,5) de imidazol e 1 mL
de CH3;CN. Agitando com uma barra magnética, 163 pL (1,59
mmol) de anidrido acético foi adicionado e a reagdo foi
incubada em 55°C por 21 h. A razdo de molar de
imidazol:anidrido acética foi 2:4. Uma etapa de
diafiltracdo usando uma membrana de celulose de Centricon
(limite de peso molecular 1 kDa) contra agua de Milli-Q
(1:7 vol/vol) foi usada para purificar o produto de reacgdo.
O material foi finalmente seco sob o vacuo (Speedvac).

Confirmacdo de modifica¢des quimicas por 'H e '’C NMR

Para estabelecer o grau de acetilacgao, uma
caracterizacgao estrutural completa do polissacarideo
capsular MenA modificado foi realizada por espectroscopia
'H e ’C NMR.

A analise de NMR quantitativa foi usada para
quantificar o nivel de O-acetilagdo das cadeias de
sacarideo. A porcentagem de O-acetilag¢do foi estimada por

integracdo de pico de H*%*

(prétons em posigdo C-2 dos
residuos de N-acetil-mannosamina O-acetilados em C-3), pico
de H,*%*® (préton na posicdo C-2 dos residuos de N-acetil-

mannosamina O-acetilados em C-4) e pico de H,%*¢

(préton na
posigdo C-2 dos residuos de N-acetil-mannosamina sem O-
acetilagdo), em comparag¢dao com H; (prdédton na posigdo C-1

dos residuos de N-acetil-mannosamina). O nivel total de O-

acetilagao foi obtido pela soma de integra¢des de pica

40A
H23OA<: e H2 0. c.
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$0-Acetilacdo = [H*%¢ + H,*O"¢/ [H,%P°+ H,%°0%¢] .
Além disso, a porcentagem de O-acetilag¢do foi estimada

40Ac¢ (préton na posicdo C-3

por integracdo de pico de H***"/H,
dos residuos de N-acetil-mannosamina O-acetilados em C-3 e
préton na posigdo C-4 dos residuos de N-acetil-mannosamina
O-acetilados em C-4), em comparagao com Hl (prdéton na
posigdo Cl dos residuos de N-acetil-mannosamina) .

50-Acetilacdo = [H23OAC/H240AC/ [HlOAc + HldeOAc]

Estabilidade de polissacarideos Mena

A analise P NMR foi wusada para avaliar a
estabilidade do polissacarideo capsular MenA modificado
inteiramente acetilado em comparagdo com o polissacarideo
nativo e o oligossacarideo correspondente em 37°C por 42
dias em 10 mM de tampdo de histidina pH 7,2, como descrito
acima.

O polissacarideo MenA modificado inteiramente O-

acetilado foi muito mais estdvel do que o polissacarideo

capsular nativo e o oligossacarideo correspondente.

avDP
Amostra
0d 74 14d 21d 28d 3sd 42d
Poli MenA Nativo_. _{ >50..] >50. | 44.6-1- 29.6- |- 26.9~ 20.8- 18:3
Oligo MenA Nativo 17.3 155 13.0 12.0 11.0 10.4 '9.6
Poli MenA >50 >50 >5 >
completamente Ac 0 50 >30 >30 >30

Tabelatv
Estes resultados confirmam que a estabilidade do
oligossacarideo MenA pode ser melhorada Dbloqueando os
grupos hidroxila em posigdo 4 e 3 de N-acetilmannosamina
com um grupo bloqueador de acordo com a presente invencdo.
Sera compreendido que a invengdo foi descrita como

exemplo somente e as modificagdes podem ser feitas enquanto
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permanecendo dentro do escopo e conceito inventivo da
invengao.
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REIVINDICAGOES

1. Sacarideo capsular modificado caracterizado pelo

fato de que compreende um grupo bloqueador em uma posigdo
do grupo hidroxila em pelo menos uma das unidades de
monossacarideo do sacarideo capsular nativo correspondente,
em que o grupo bloqueador tem a fdérmula (Ia) ou (Ib):

-0-X-Y (Ia) - 0-R' (Ib)

em que

X & C¢(0), S (0) ou S80,; -

Y & NR'R® ou R?;

Rl & Ci.¢ alquila substituida com 1, 2 ou 3 grupos
independentemente selecionados de hidroxila, sulfidrila e
amina;
cfi' R’ é H ou C;.¢ alquila;

R3 é C;.¢ alquila.

2. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o grupo

bloqueador tem a fdérmula (Ia).
3. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que X é C(0O).

4. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

m

reivindicagdo 2 ou 3, caracterizado pelo fato de que Y

NR'R®.
5. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 4, caracterizado pelo fato de que R? & H.

6. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

(0]

reivindicagdo 4 ou 5, caracterizado pelo fato de que R!

substituido com 1, 2 ou 3 grupos hidroxila.
7. Sacarideo capsular modificado, de acordo com

qualquer uma das reivindicacg¢des 4, 5 ou 6, caracterizado
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pelo fato de que R' & substituido com um Gnico grupo, esta
substituigdo sendo na extremidade distal da cadeia C;.¢
alquila.

8. Sacarideo capsular modificado, de acordo com

qualquer uma das reivindica¢des 4, 5 ou 6, caracterizado

-

pelo fato de que Rl & substituido com dois grupos vicinais.
9. Sacarideo capsular modificado, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 4, 5, 6, 7 ou 8,

caracterizado pelo fato de que o sacarideo compreende a)

Pl

pelo menos um grupo bloqueador em que R' & substituido com
um dnico grupo, esta substituig¢do sendo na extremidade
distal da cadeia C;.¢ alquila e b) pelo menos um grupo
bloqueador em que R!' & substituido com dois grupos
vicinais.

10. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato de que a razdo de

grupos bloqueadores em que R' & substituido com um dnico
grupo para grupos bloqueadores em que R!' & substituido com
dois grupos vicinais é 90:10.

11. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

M

reivindicagdo 2 ou 3, caracterizado pelo fato de que Y

R3
12. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que R® & CH,.

13. Sacarideo capsular modificado, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11 ou 12, caracterizado pelo fato de que pelo menos 10%

das unidades de monossacarideo do sacarideo tém grupos
bloqueadores.

14. Sacarideo capsular modificado, de acordo com
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qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12 ou 13, caracterizado pelo fato de que todas as

unidades de monossacarideo do sacarideo tém grupos
bloqueadores.

15. Sacarideo capsular modificado, de acordo com
gqualquer uma das reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13 ou 14, caracterizado pelo fato de que o

sacarideo capsular nativo correspondente compreende
unidades de monossacarideo ligadas por liga¢des de
fosfodiéster.

16. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 15, <caracterizado pelo fato de que o

sacarideo capsular nativo correspondente & um sacarideo de
Neisseria meningitidis do sorogrupo A.
17. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 16, caracterizado pelo fato de que o grupo

bloqueador estd em quaisquer das 3 e/ou 4 posig¢des do
sacarideo de Neisseria meningitidis do sorogrupo A
correspondente.

18. Sacarideo capsular modificado, de acordo com a

reivindicagdo 17, caracterizado pelo fato de que o grupo

bloqueador estd em quaisquer das 4 posi¢des do sacarideo de
Neisseria meningitidis do sorogrupo A correspondente.

19. Sacarideo capsular modificado, de acordo com
qualquer uma das reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

i0, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18, caracterizado pelo

fato de que o sacarideo capsular modificado é um
oligossacarideo.
20. Sacarideo capsular modificado, de acordo com

qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,



10

15

20

25

30

4/13

i0, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ou 19, caracterizado

pelo fato de que o sacarideo modificado compreende um grupo
hidroxila anomérico terminal ou um grupo amino derivado de
um grupo hidroxila anomérico terminal.

21. Sacarideo capsular modificado, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ou 19, caracterizado

pelo fato de que ha pelo menos uma unidade de
monossacarideo do sacarideo capsular modificado onde dois
grupos hidroxila vicinais do sacarideo capsular nativo
correspondente ndo compreende grupos bloqueadores.

22. Sacarideo capsular modificado, de acordo com

- qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ou 19, caracterizado

pelo fato de que pelo menos uma das unidades de
monossacarideo do sacarideo compreende grupos bloqueadores
em que R' é substituido com dois grupos hidroxila vicinais.

23. Sacarideo caracterizado pelo fato de possuir a

férmula:

’ °O—b=0 n

b

onde que T tem a férmula (A) ou (B):
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(A)
n &€ um inteiro de 1 a 100;

cada grupo Z é independentemente selecionado de OH,
OAc ou um grupo bloqueador como definido nas reivindicag¢des
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11 ou 12; e

cada grupo Q é independentemente selecionado de OH,
OAc ou um grupo bloqueador como definido nas reivindicag¢des
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11 ou 12;

V é selecionado de -NH,, -NHE, -NEE?, W?, ou -0-D,
onde: E, E' e E’ s3o grupos protetores de nitrogénio, que
podem ser os mesmos ou diferentes, e D & um grupo protetor
de oxigénio;

W & selecionado de -OH ou um grupo bloqueador como
definido nas reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11
ou 12;

W' & selecionado de -OH ou um grupo bloqueador como
definido nas reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11
ou 12;

W? & selecionado de -OH ou um grupo bloqueador como
definido nas reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11
ou 12;

e em que pelo menos um dos grupos Z e/ou pelo menos um
dos grupos Q sdo grupos bloqueadores como definido nas
reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11 ou 12.

24. Sacarideo, de acordo com a reivindicac¢do 23,

caracterizado pelo fato de que pelo menos 10% dos grupos Z

sdo grupos bloqueadores.
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25. Sacarideo, de acordo com a reivindicacgdo 23 ou 24,

caracterizado pelo fato de que n é um inteiro de 15 a 25.

26. Sacarideo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 23, 24 ou 25, caracterizado pelo fato de que

pelo menos 1% dos grupos Q sdo grupos bloqueadores.
27. Processo para modificar um sacarideo capsular

caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) fornecer um sacarideo capsular tendo pelo menos um
grupo hidroxila em uma unidade de monossacarideo; e

(b) converter pelo menos um grupo hidroxila em um
grupo bloqueador como definido nas reivindicag¢des 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11 ou 12.

28. Processo, -de acordo com a reivindicag¢iao 27,

caracterizado pelo fato de que o grupo bloqueador & -

OC(O)NR'R? e etapa (b) compreende as etapas de:

(bl) reagir o sacarideo capsular com um reagente
bifuncional em um solvente orgénico; e

(b2) reagir o produto de etapa (bl) com um composto
amino de férmula (I):

HNR'R® (I)

em que R' e R? s3o como definidos nas reivindicacdes 1

29. Processo, de acordo com a reivindicagdo 27,

caracterizado pelo fato de que o grupo blogqueador é -

OC(O)R?® e etapa (b) compreende a etapa de:

(bl) reagir o sacarideo capsular com [(R}C(0)],0 na
presenga de um catalisador de imidazol.

30. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 28 ou 29,

caracterizado pelo fato de que o sacarideo capsular na

etapa (a) & um oligossacarideo capsular.
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31. Processo, de acordo com a reivindicacdo 30,

caracterizado pelo fato de que o oligossacarideo capsular é

obtido por despolimerizagao e dimensionamento do
polissacarideo capsular nativo correspondente.
32. Processo, de acordo com a reivindicag¢do 30,

caracterizado pelo fato de gque o sacarideo capsular na

etapa (a) & um polissacarideo capsular nativo e o processo
ainda compreende uma etapa (c) em que o produto da etapa
(b) é dimensionado, desse modo fornecendo um
oligossacarideo capsular modificado.

33. Processo para modificar um polissacarideo de

Neisseria meningitidis do sorogrupo A caracterizado pelo

fato de que compreende as etapas de:

(a) fornecer um polissacarideo de Neisseria
meningitidis do sorogrupo A nativo;

(b) despolimerizagdo e dimensionamento do referido
polissacarideo para fornecer um oligossacarideo; e

(c) converter pelo menos um grupo hidroxila do
oligossacarideo em um grupo bloqueador, das reivindicacgdes
27, 28 ou 29.

34. Processo para modificar um polissacarideo de

Neisseria meningitidis do sorogrupo A caracterizado pelo

fato de que compreende as etapas de:

(a) fornecer um polissacarideo de Neisseria
meningitidis do sorogrupo A nativo;

(b) converter pelo menos um grupo hidroxila do
polissacarideo em um grupo bloqueador das reivindicagdes 27
a 29; e

(c) despolimerizar e dimensionar o polissacarideo

resultante.
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35. Processo caracterizado pelo fato de que é para

preparar o sacarideo capsular modificado das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26 que é& um processo de
sintese total compreendendo formar liga¢des glicosidicas
entre duas ou mais unidades de monossacarideo.

36. Sacarideo capsular modificado caracterizado pelo

fato de que é obtido pelo processo das reivindicag¢des 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 ou 35.

37. Conjugado de proteina sacaridea caracterizado pelo

fato de ser de um sacarideo modificado das reivindicag¢des
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12; 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26 ou 36.

38. Conjugado, de acordo com a reivindicagcdo 37,

caracterizado pelo fato de que a proteina & uma toxina ou

toxdéide bacteriano.
39. Conjugado, de acordo com a reivindicacido 38,

caracterizado pelo fato de que a toxina ou toxdéide

P

bacteriano é toxina ou toxdéide da difteria.
40. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 39,

caracterizado pelo fato de que a toxina ou toxdide

bacteriano & CRM;gq7.
41. Processo para fazer um conjugado de proteina

sacaridea caracterizado pelo fato de que compreende as

etapas de:

(c) fornecer um sacarideo capsular modificado da
reivindicagdo 20; e

(d) conjugar o sacarideo capsular modificado a uma
proteina através do grupo hidroxila anomérico terminal ou

do grupo amino derivado de um grupo hidroxila anomérico
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terminal.
42. Processo para fazer um conjugado de proteina

sacaridea caracterizado pelo fato de que compreende as

etapas de:

(a) fornecer um sacarideo capsular modificado da
reivindicagdo 21;

(b) converter pelo menos um dos pares de grupos
hidroxila vicinais em grupos aldeido por clivagem
oxidativa; e

(c) 1ligar o sacarideo capsular modificado a uma
proteina por aminagdo redutiva.

43. Processo para fazer um conjugado de proteina

sacaridea caracterizado pelo fato de gque compreende as

etapas de:

(a) fornecer um sacarideo capsular modificado da
reivindicac¢ao 22;

(b) converter pelo menos um dos pares de grupos
hidroxila vicinais em grupos aldeido por <clivagem
oxidativa; e

(c) 1ligar o sacarideo capsular modificado a uma
proteina por aminagdo redutiva.

44. Processo, de acordo com a reivindicagdo 43,

caracterizado pelo fato de que todos os grupos hidroxila

vicinais presentes nos grupos bloqueadores sdo convertidos
em grupos aldeido na etapa (b).
45. Processo, de acordo com a reivindicagdo 43,

caracterizado pelo fato de que as condi¢des para a clivagem

oxidativa sdo selecionadas, tais que somente uma pProporg¢ao
dos grupos hidroxila vicinais presentes nos grupos

blogqueadores é convertida em grupos de aldeido na etapa
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(b) .
46. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 41, 42, 43, 44 ou 45, caracterizado pelo

fato de que a proteina & como definida em quaisquer das
reivindicag¢des 38, 39 ou 40.
47. Conjugado de proteina sacaridea de um sacarideo

modificado caracterizado pelo fato de ser obtido pelo

processo das reivindicagdes 41, 42, 43, 44, 45 ou 46.

48. Molécula caracterizada pelo fato de gque compreende

uma porg¢ado sacaridea de férmula:
OH
‘0—P=0

n &€ um inteiro de 1 a 100;

Pe

cada grupo Z é independentemente selecionado de OH ou
um grupo bloqueador como definido nas reivindicagdes 1, 2,

3, 4, 5, 6, 7 0u 8 oull ou 12; e
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cada grupo Q é independentemente selecionado de OH ou
um grupo bloqueador como definido nas reivindicag¢des 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11 ou 12;

W €& selecionado de OH ou um grupo bloqueador como
definido nas reivindicag¢desl, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11
ou 12; |

L € O, NH, NE, S ou Se;

em que a ligag¢do covalente livre de L é unida a um
carreador de proteina; e

em que o carreador de proteina & como definido nas
reivindicag¢des 38, 39 ou 40; e

em que pelo menos um dos grupos Z e/ou pelo menos um
dos grupos Q sao grupos bloqueadores como definidos nas
reivindicag¢desl, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou 11 ou 12.

49. Molécula caracterizada pelo fato de que compreende

um sacarideo de férmula:
OH
‘O—-J’:O
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n, z, Q, W, W' e V sdo como definidos na reivindicacgao
23, e pelo menos um dos grupos Z e/ou pelo menos um dos
grupos Q tem a férmula (IIa) ou (IIb):

-0-X-Y’ (Ha) -0-R* (IIb)

em que X & C(0), S(O) ou SO;;

Y’ & NR’R*;

P

R’ é H ou C;.¢ alquil; e

s
w»
(]

Ci-4 alquileno-CH(O) ou -C;.5 alquileno-NH-, em que
o grupo -NH- & parte de um carreador de proteina; e

em que o carreador de proteina € uma proteina definida
nas reivindicag¢des 38, 39 ou 40.

50. Composigdo farmacéutica caracterizada pelo fato de

que compreende (a) um sacarideo modificado das
reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26 ou 36
e/ou um conjugado de proteina sacaridea das reivindicacdes
37, 38, 39 ou 40 ou 47 e/ou uma molécula da reivindicacdo
48 ou 49, e (b) um carreador farmaceuticamente aceitdvel.
51. Composig¢do, de acordo com a reivindicag¢do 50,

caracterizada pelo fato de que ainda compreendende um

antigeno de sacarideo de um ou mais dos sorogrupos de
N.meningitidis C, W135 e Y, o sacarideo opcionalmente sendo
um oligossacarideo e opcionalmente sendo conjugado a uma
proteina carreadora.

52. Composig¢do, de acordo com a reivindicacdo 50 ou

51, caracterizada pelo fato de que ainda compreende um

adjuvante de vacina.
53. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 652,

caracterizada pelo fato de que o adjuvante & um fosfato de

aluminio.
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54. Composigdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 50, 51, 52 ou 53, caracterizada pelo fato de

que é uma vacina contra uma doenga causada por N.
meningitidis.
S5. Método para gerar uma resposta de anticorpo em um

mamifero caracterizado pelo fato de que compreende

administrar a composigdo farmacéutica das reivindicag¢des 50
a 54 ao mamifero.

56. Sacarideo modificado, de acordo com qualquer uma
das reivindica¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26 ou
36; conjugado, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 37, 38, 39 ou 40 ou 47; ou molécula, de

acordo com a reivindicagdo 48 ou 49, caracterizado pelo

fato de ser para uso como um medicamento.

57. Uso do polissacarideo modificado das
reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26 ou 36,
ou conjugado das reivindicag¢des 37, 38, 39 ou 40 ou 47, ou

molécula, da reivindicagdo 48 ou 49, caracterizado pelo

fato de que é na fabricacdo de um medicamento para prevenir
ou tratar uma doenca causada por uma ou mais bactérias
encapsuladas.

58. Uso, de acoxrdo com a reivindicac¢ao 57,

P3

caracterizado pelo fato de que a doenga € meningite

bacteriana.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6

3

|
f

N
1
X

0 5 10 15 20 25 0 35 0
Tempo (d)

l:-O—l\/bnANaiNT—a—?vbnANbdme—x-—lVenAwaom




A a2

7/9
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Figura 8
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SACARIDEOS MODIFICADOS

Sacarideos capsulares modificados compreendendo um
grupo bloqueador em uma pPosicdo de grupo hidroxila em pelo
menos uma das unidades de monossacarideo do sacarideo
capsular nativo Correspondente, em que o grupo bloqueador
tem a férmula (Ia) ou (Ib): -OX-Y (Ia) ou -0-R! (Ib) em que
X & C(0), S(0) ou SO,; Y & NR'®R? ou R); R! & ., alquila
substituida com 1, 2 ou 3 grupos independentemente
selecionados de hidroxila, sulfidrila e amina; R? é H ou C,.
¢ alquila; e R® & Cbs‘alquila; brocessos para modificar um
sacarideo capsular com os grupos bloqﬁea&ores; conjugados
de proteina sacaridea compreendendo: o Sacarideo. capsular
modificado; processos para fazer os conjugados de proteina
sacaridea, composigdes farmacéuticas compreendendo os
sacarideos capsulares modifiqados e/ou conjugados de

proteina sacaridea; e métodos e usos dos mesmos.
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