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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para “VACINAS
DE PROTEINA DE FUSAO PNEUMOCOCICA”.
Referéncia Cruzada a Pedidos Relacionados
[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisorio U.S.
62/730.199 depositado em 12 de setembro de 2018, cujo conteudo &
aqui incorporado em sua totalidade.
Antecedentes
[002] Streptococcus pneumoniae continua sendo uma das
principais causas de doencas graves, incluindo bacteremia, sepse,
meningite e pneumonia, entre criangas e adultos em todo o mundo. A
morbidade e mortalidade entre bebés, criancas pequenas, idosos e
sujeitos com certas condicdes médicas subjacentes € alta.
[003] S. pneumoniae € um coco Gram-positivo encapsulado que
coloniza a nasofaringe em cerca de 5-10% dos adultos saudaveis e 20-
40% das criangas saudaveis. A colonizagdo normal torna-se infecciosa
quando o S. pneumoniae € transportado para as trompas de Eustaquio,
seios nasais, pulmdes, corrente sanguinea, meninges, espacos
articulares, ossos e cavidade peritoneal. A infeccdo por S. pneumoniae
€ a causa mais frequente de bacteremia, pneumonia, meningite, sinusite
e otite média aguda [CDC, 2010].
[004] A doenca pneumococica pode ser invasiva ou nao invasiva.
A forma mais comum de doenca nao invasiva, a pneumonia
pneumocaocica ndo bacterémica, continua sendo uma das causas mais
frequentes de hospitalizacdes por pneumonia. A doenga pneumococica
invasiva (IPD) é definida como S. pneumoniae isolado de um sitio
normalmente estéril (por exemplo, liquido cefalorraquidiano, sangue,
liquido articular, liquido pleural ou liquido peritoneal). A maior incidéncia
de IPD é encontrada nos extremos da idade - em adultos idosos e em
criangas menores de 2 anos de idade. Nos Estados Unidos, antes do

advento da primeira vacina pneumocdcica, 0 S. pneumoniae causou
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aproximadamente 17.000 casos de doencga invasiva a cada ano entre
criangas menores de 5 anos de idade, incluindo 700 casos de meningite
e 200 mortes [CDC, 2000]. As taxas de morbidade e mortalidade mais
altas foram relatadas nos paises em desenvolvimento, mas a carga da
doenca também é consideravel nos paises industrializados.

[005] S. pneumoniae possui varios fatores de viruléncia que
permitem ao organismo escapar do sistema imunolégico. Os exemplos
incluem uma capsula de polissacarideo que evita a fagocitose pelas
células imunes do hospedeiro, proteases que inibem a opsonizacdo
mediada pelo complemento e proteinas que causam a lise das células
hospedeiras. Na capsula de polissacarideo, a presenga de
polissacarideos complexos forma a base para a divisdo dos
pneumococos em diferentes sorotipos. Até a data, foram identificados
cerca de 100 sorotipos de S. pneumoniae.

[006] Duas vacinas para S. pneumoniae estdo atualmente
disponiveis nos EUA: Vacina Conjugada Pneumocécica (PCV13 ou
Prevnar 13®) e Vacina Polissacaridica Pneumocdcica (PPSV23 ou
Pneumovax®). A PCV13 nao pode conferir protecdo contra a maioria
dos sorotipos conhecidos de S. pneumoniae. Embora a PPSV23 inclua
componentes polissacaridicos de mais sorotipos de S. pneumoniae do
que a PCV13, ela induz uma resposta imune que néo é duradoura nem
anamneéstica apos o desafio subsequente. A PPSV23 protege adultos e
idosos contra doencas pneumococicas invasivas; no entanto, nenhum
efeito consistente foi observado na prevencéo da pneumonia [Gruber et
al, 2008].

[007] Assim, existe uma necessidade médica de uma vacina que
forneca imunidade dependente de células T contra uma ampla faixa de
sorotipos de S. pneumoniae.

Sumario

[008] A presente divulgacdo aborda a falta de tecnologias
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adequadas para a prevencdo e/ou tratamento da infeccao
pneumocécica. Entre outras coisas, a presente divulgacdo aborda
desafios no fornecimento de vacinas com imunogenicidade suficiente
para proteger contra a doenga pneumocadcica invasiva e pneumonia. As
tecnologias aqui descritas podem induzir uma resposta de células T e B
e/ou fornecer imunidade contra uma ampla faixa de sorotipos de S.
pneumoniae, incluindo um ou mais sorotipos nao incluidos em vacinas
disponiveis comercialmente, por exemplo, PCV13 ou PPSV23.

[009] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita, quando administrada a um sujeito, pode induzir uma resposta
Th17 superior em pelo menos 25% ou mais incluindo, por exemplo, pelo
menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo
menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98% ou mais, em comparagado com a induzida por componentes
antigénicos individuais da proteina de fusdo. Em algumas modalidades,
uma proteina de fusdo aqui descrita, quando administrada a um sujeito,
pode induzir uma resposta Th17 superior em pelo menos 1,1 vezes ou
mais, incluindo, por exemplo, pelo menos 1,2 vezes, pelo menos 1,3
vezes, pelo menos 1,4 vezes, pelo menos 1,5 vezes, pelo menos 2
vezes, pelo menos 3 vezes, pelo menos 4 vezes, pelo menos 5 vezes,
pelo menos 10 vezes ou mais, em comparacdo com aquela induzida por
componentes antigénicos individuais da proteina de fuséo.

[010] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita, quando administrada a um sujeito, pode induzir uma resposta
imune a um ou mais sorotipos pneumococicos nao vacinais
representativos que nao estao incluidos em uma vacina comercialmente
disponivel, por exemplo, PCV13 ou PPSV23. Em algumas modalidades,
uma proteina de fusdo aqui descrita, quando administrada a um sujeito,
pode induzir uma resposta imune a um ou mais sorotipos

pneumocdcicos nao vacinais selecionados do grupo que consiste em

Peticdo 870210032450, de 09/04/2021, pag. 8/207



4/181

6B, 16F, 15A e 35B.

Breve Descricao dos Desenhos

[011] Os presentes ensinamentos descritos neste documento
serdo mais completamente compreendidos a partir da seguinte
descricdo de varias modalidades ilustrativas, quando lidos em conjunto
com os desenhos anexos. Deve ser entendido que os desenhos
descritos abaixo sdo apenas para fins ilustrativos e ndo se destinam a
limitar o escopo dos presentes ensinamentos de forma alguma.

[012] A Figura 1 € um esquema de uma proteina de fusdo CP1
exemplificativa. Tal proteina de fusdo CP1 exemplificativa compreende
uma proteina de ligacéo a biotina, tal comopor exemplo, uma proteina
rizavidina truncada (por exemplo, aminoacidos 45-179 de uma proteina
rizavidina de tipo selvagem (denotado Rhavi)), um primeiro ligante (por
exemplo, um ligante GGGGSSS), um polipeptideo SP1500 (por
exemplo, aminoacidos 27-278 da proteina S. pneumoniae SP1500), um
segundo ligante (por exemplo, a sequéncia de aminoacidos ou ligante
AAA) e um polipeptideo SP0785 (por exemplo, aminoacidos 33-399 da
proteina de S. pneumoniae SP0785). Em algumas modalidades, uma
proteina de fusdo CP1 pode compreender ainda uma etiqueta His. Para
um ligante GGGGSSS, a sequéncia de aminoacidos SSS pode ser do
sitio Sac | em um plasmideo PET21 / 24b, com a sequéncia de
aminoacidos GGGG adicionada para criar um ligante flexivel com
impedimento estérico minimo. Alternativamente, o ligante GGGGSSS
pode ser sintetizado. A sequéncia de aminoacidos AAA pode ser do sitio
Not | em um plasmideo PET21 / 24b ou sintetizada.

[013] A Figura 2 ilustra as respostas imunes aos componentes do
polipeptideo SP1500 e SP0785 de uma proteina de fusdo CP1
exemplificativa. O painel esquerdo mostra a resposta Th17 a um
polipeptideo SP1500 e um polipeptideo SP0785 de uma proteina de

fusdo CP1 exemplificativa. As respostas Th17 sdo mostradas como
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concentracdo media geométrica de IL-17A secretada no meio apds
estimulacdo de amostras de sangue periférico de camundongos
imunizados com toxina da cdlera sozinha, ou com um polipeptideo
SP1500 ou SP0785 adjuvado com toxina da colera. Cada ponto no
grafico representa IL-17A secretado para um camundongo. O painel
direito mostra protecdo contra colonizacdo por S. pneumoniae apoés
imunizagcdo com toxina da cdlera sozinha, ou com um polipeptideo
SP1500 ou SP0785 adjuvado com toxina da célera e desafio intranasal
com S. pneumoniae. Cada ponto no grafico representa S. pneumoniae
CFU por lavagem nasal para um camundongo. As barras horizontais em
ambos os painéis representam a média geométrica de IL-17A secretado
(painel esquerdo) e a média geométrica de CFU por lavagem nasal para
cada grupo (painel direito), respectivamente. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo teste U de Mann-Whitney. CT: toxina
da colera; CFU: unidade formadora de colbnias; ELISA: ensaio
imunossorvente ligado a enzima; IL-17A: interleucina 17A. **p <0,01; ***
p<0,001.

[014] A Figura 3 ilustra respostas imunes a uma proteina de fusdo
CP1 exemplificativa. O painel esquerdo mostra a resposta Th17 a uma
proteina de fusdo CP1 exemplificativa. As respostas Th17 s&o
mostradas como concentracdo média geométrica de IL-17 secretada no
meio apds estimulacdo de amostras de sangue periféerico de
camundongos imunizados com uma proteina rizavidina truncada
(Rhavi) ou com CP1, ambos adjuvados com toxina da colera. Cada
ponto no grafico representa IL-17A secretado para um camundongo. O
painel direito mostra a protecéo contra a colonizac&o por S. pneumoniae
apds imunizagdo com uma proteina rizavidina truncada (Rhavi), CP1 ou
células inteiras pneumococicas mortas (inativadas) (WCC), adjuvadas
com toxina da codlera e desafio intranasal com S. pneumoniae. Cada

ponto no grafico representa S. pneumoniae CFU por lavagem nasal para
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um camundongo. As barras horizontais em ambos o0s painéis
representam a meédia geométrica de IL-17A secretado (painel esquerdo)
e a média geométrica de CFU por lavagem nasal para cada grupo
(painel direito), respectivamente. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste U de Mann-Whitney. CT: toxina da cdlera;
CFU: unidade formadora de colbnias; IL-17A: interleucina 17A; rhavi:
proteina de rizavidina truncada; (aminoacidos 45-179 de uma proteina
de rizavidina de comprimento completo). *** p <0,001.

[015] A Figura 4 ilustra a presenga de anticorpos funcionais contra
um sorotipo representativo de S. pneumoniae (por exemplo, sorotipo
6B) em soros imunes CP1. O sorotipo 6B de S. pneumoniae foi incubado
em um ensaio opsonofagocitico concentrado modificado (COPA) com
soro pré-imune (P0O) e imune (P3) inativado por calor, em varias
diluicdes, de cada um dos dois coelhos (87 e 88) imunizados com CP1
adjuvado com fosfato de aluminio. As unidades formadoras de colbnias
(CFU) para cada diluicdo e combinacgao de soros foram enumeradas em
placas de agar de sangue apods incubagao durante a noite. A presenca
de anticorpos funcionais é demonstrada pela morte de S. pneumoniae,
isto é, a reducido de CFUs apos incubacao com soro imune. Cada barra
vertical no grafico representa CFU/ml para cada amostra do soro CP1
indicado e diluicdo, no ponto de tempo indicado (parte inferior do
grafico).

[016] A Figura 5 ilustra a presencga de anticorpos funcionais contra
um sorotipo representativo de S. pneumoniae (por exemplo, sorotipo
15A) em soros imunes CP1. O sorotipo 15A deS. pneumoniae foi
incubado em um ensaio opsonofagocitico concentrado modificado
(COPA) com soro pré-imune (P0O) e imune (P3) inativado por calor, em
diluicdo 1/2, de cada um dos dois coelhos (87 e 88) imunizados com
CP1 adjuvado com fosfato de aluminio. As unidades formadoras de

colénias (CFU) para cada soro foram enumeradas em placas de agar
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de sangue apds incubacdo durante a noite. A presenca de anticorpos
funcionais € demonstrada pela morte de S. pneumoniae, isto é, a
reducao de CFUs apds incubacdo com soro imune. Cada barra vertical
no grafico representa CFU / ml para cada amostra do soro CP1 indicado,
no ponto de tempo indicado (parte inferior do grafico).

[017] A Figura 6 ilustra a presenga de anticorpos funcionais contra
um sorotipo representativo de S. pneumoniae (por exemplo, sorotipo
35B) em soros imunes CP1. O sorotipo 35B de S. pneumoniae foi
incubado em um ensaio opsonofagocitico concentrado modificado
(COPA) com soro pré-imune (P0O) e imune (P3) inativado por calor, em
diluicdo 1/2, de cada um dos dois coelhos (87 e 88) imunizados com
CP1 adjuvado com fosfato de aluminio. As unidades formadoras de
colénias (CFU) para cada soro foram enumeradas em placas de agar
de sangue apds incubacdo durante a noite. A presenca de anticorpos
funcionais € demonstrada pela morte de S. pneumoniae, isto é, a
reducao de CFUs apds incubacdo com soro imune. Cada barra vertical
no grafico representa CFU / ml para cada amostra do soro CP1 indicado,
no ponto de tempo indicado (parte inferior do grafico).

[018] A Figura 7 ilustra a presencga de anticorpos funcionais contra
sorotipos representativos de S. pneumoniae. Os sorotipos 6B de S.
pneumoniae (Painel A), 16F (Painel D), 15A (Painel B) e 35B (Painel C)
foram incubados separadamente em um ensaio opsonofagocitico
concentrado modificado (COPA) com soros pré-imunes (P0) e imunes
(P3) ativados por calor, em varias diluicdes, de coelhos (87, 88 e 1762)
imunizados com CP1 como adjuvante de fosfato de aluminio. A
presenca de anticorpos funcionais € demonstrada pela morte de S.
pneumoniae. Os resultados sdo expressos como atividade de morte
percentual, isto €, a redugao percentual em unidades formadoras de
colénias de S. pneumoniae (CFU), apds incubagcdo com soros imunes

(P3), em relagao a incubagdo com soros pré-imunes correspondentes
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(PO). Cada barra vertical dos Painéis A-D representa a porcentagem de
atividade de morte observada com a diluigdo indicada do soro CP1
indicado (parte inferior de cada grafico), contra o sorotipo S.
pneumoniae indicado (parte superior de cada grafico),

[019] A Figura 8 ilustra as respostas imunes (por exemplo,
respostas Th17) a uma proteina de fusdo CP1 exemplificativa em
comparagao com um polipeptideo SP1500 ou SP0785. Os
camundongos foram imunizados com polipeptideos CP1, SP1500 ou
SP0785, adjuvados com toxina da cdlera ou foram imunizados com
proteina Rhavi adjuvada com toxina da codlera (controle). As respostas
Th17 sdo mostradas como concentracdo média geométrica de IL-17A
secretada no meio apds estimulacdo de amostras de sangue periférico
de camundongos imunizados com polipeptideo SP0785 purificado
(Painel A), polipeptideo SP1500 purificado (Painel B) ou células inteiras
pneumocécicas mortas (inativadas) (WCV; Painel C). Cada ponto no
grafico representa IL-17A secretado para um camundongo. As barras
horizontais representam a média geométrica de IL-17A segregada para
cada grupo. CT: toxina da célera.

[020] A Figura 9 ilustra as respostas imunes (por exemplo,
respostas Th17) a uma proteina de fusdo CP1 exemplificativa em
comparagcao com uma proteina de fusdo SP0785-ligante (SSSGG)-
SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT. Os camundongos foram imunizados
com CP1 ou SP0785-ligante (SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT,
adjuvada com toxina da colera, ou foram imunizados com proteina
Rhavi adjuvada com toxina da cdlera (controle). As respostas Th17 s&o
mostradas como concentracdo media geométrica de IL-17A secretada
no meio apods estimulacdo de amostras de sangue periférico de
camundongos imunizados com polipeptideo SP0785 purificado (Painel
A) ou polipeptideo SP1500 purificado (Painel B). Cada ponto no grafico

representa IL-17A secretado para um camundongo. As barras
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horizontais representam a média geométrica de IL-17A segregada para
cada grupo. CT: toxina da célera.

[021] A Figura 10 ilustra as respostas imunes (por exemplo,
respostas Th17) a uma proteina de fusdo CP1 exemplificativa em
comparagdo com uma mistura (ndo conjugada) de polipeptideos
SP0785, SP1500 e Rhavi. Os camundongos foram imunizados com
CP1 ou uma mistura (ndo conjugada) de polipeptideos SP0785, SP1500
e Rhavi, adjuvada com toxina da codlera, ou foram imunizados com
proteina Rhavi adjuvada com toxina da codlera (controle). As respostas
Th17 s&o mostradas como concentracdo média geométrica de IL-17A
secretada no meio apds estimulacdo de amostras de sangue periférico
de camundongos imunizados com polipeptideo SP0785 purificado
(Painel A), polipeptideo SP1500 purificado (Painel B) ou células inteiras
pneumocécicas mortas (inativadas) (WCV; Painel C). Cada ponto no
grafico representa IL-17A secretado para um camundongo. As barras
horizontais representam a média geométrica de IL-17A segregada para
cada grupo. CT: toxina da célera; mistura: mistura (ndo conjugada) de
polipeptideos SP0785, SP1500 e Rhavi.

[022] A Figura 11 ilustra a atividade hemolitica de uma proteina de
fusdo CP1 exemplificativa e proteina de fusdo de SPQ0785-ligante
(SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT (fusdo PdT) contra globulos
vermelhos de ovelha. Os glébulos vermelhos de ovelha foram incubados
com proteina de controle positivo pneumolisina (Ply), pneumolisoide
PdT, CP1 ou proteina de fusdo SP0785-ligante (SSSGG)-SP1500-
ligante (SSVDKL)-PdT nas concentracbes indicadas no eixo x. A
atividade hemolitica medida por ODas dos sobrenadantes é
representada graficamente no eixo y.

Certas Definicoes

[023] No presente pedido, a menos que de outra forma claro no

contexto, (i) o termo "um" pode ser entendido como significando "pelo
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menos um"; (ii) o termo “ou” pode ser entendido como significando
‘e/lou”; (iii) os termos "compreendendo" e "incluindo" podem ser
entendidos como abrangendo componentes ou etapas discriminados,
apresentados por si préprios ou em conjunto com um ou mais
componentes ou etapas adicionais; e (iv) os termos “cerca de” e
“‘aproximadamente” podem ser entendidos para permitir variagao
padrao como seria entendido por aqueles versados na técnica; e (v)
onde as faixas s&o fornecidas, os desfechos s&o incluidos.

[024] Cerca de: o termo "cerca de", quando usado aqui em
referéncia a um valor, refere-se a um valor semelhante, no contexto do
valor referenciado. Em geral, aqueles versados na técnica,
familiarizados com o contexto, apreciarao o grau de variagao relevante
englobado por "cerca de" nesse contexto. Por exemplo, em algumas
modalidades, o termo "cerca de" pode abranger uma faixa de valores
dentro de 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%,
10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% ou menos do valor referido.
[025] Administragao: Como utilizado neste documento, o termo
"administracdo" normalmente refere-se a administragdo de uma
composicdo a um sujeito ou sistema para conseguir a distribuicido de
um agente que € ou esta incluido na composicao. Aqueles versados na
técnica estardo cientes de uma variedade de vias que podem, em
circunstancias apropriadas, ser utilizadas para administracdo a um
sujeito, por exemplo, um humano. Por exemplo, em algumas
modalidades, a administracdo pode ser ocular, oral, parenteral, topica,
etc. Em algumas modalidades particulares, a administracdo pode ser
brénquica (por exemplo, por instilagdo bronquica), bucal, dérmica (que
pode ser ou compreender, por exemplo, um ou mais tépicos na derme,
intradérmica, interdérmica, transdérmica, etc.), enteral intra-arterial,
intradérmica, intragastrica, intramedular, intramuscular, intranasal,

intraperitoneal, intratecal, intravenosa, intraventricular, dentro de um
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orgao especifico (por exemplo, intra-hepatica), mucosa, nasal, oral,
retal, subcutdnea, sublingual, topica, traqueal (por exemplo, por
instilag&o intratraqueal), vaginal, vitrea, etc. Em algumas modalidades,
a administragdo pode envolver apenas uma dose unica. Em algumas
modalidades, a administracdo pode envolver aplicar um numero fixo de
doses. Em algumas modalidades, a administracdo pode envolver a
dosagem que é intermitente (por exemplo, uma pluralidade de doses
separadas no tempo) e/ou periodica (por exemplo, doses individuais
separadas por um periodo de tempo comum). Em algumas
modalidades, a administragdo pode envolver dosagem continua (por
exemplo, perfusao) por pelo menos um periodo de tempo selecionado.
[026] Agente: em geral, o termo "agente", como utilizado neste
documento, pode ser usado para se referir a um composto ou entidade
de qualquer classe quimica incluindo, por exemplo, um polipeptideo,
acido nucleico, sacarideo, lipideo, molécula pequena, metal ou
combinagao ou complexo dos mesmos. Em circunstancias apropriadas,
como ficara claro a partir do contexto para aqueles versados na técnica,
o termo pode ser utilizado para se referir a uma entidade que € ou
compreende uma célula ou organismo, ou uma fragdo, extrato ou
componente do mesmo. Alternativamente ou adicionalmente, conforme
o contexto deixara claro, o termo pode ser usado para se referir a um
produto natural em que ele € encontrado e/ou obtido da natureza. Em
alguns casos, novamente como ficara claro a partir do contexto, o termo
pode ser usado para se referir a uma ou mais entidades que sao feitas
pelo homem no sentido de que s&o projetadas, engenheiradas e/ou
produzidas por meio da acdo da mao do homem e/ou ndo séo
encontradas na natureza. Em algumas modalidades, um agente pode
ser utilizado na forma isolada ou pura; em algumas modalidades, um
agente pode ser utilizado na forma bruta. Em algumas modalidades, os

agentes potenciais podem ser fornecidos como colec¢des ou bibliotecas,
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por exemplo, que podem ser rastreados para identificar ou caracterizar
0s agentes ativos dentro deles. Em alguns casos, o termo "agente" pode
se referir a um composto ou entidade que € ou compreende um
polimero; em alguns casos, o termo pode se referir a um composto ou
entidade que compreende uma ou mais fragdes poliméricas. Em
algumas modalidades, o termo "agente" pode se referir a um composto
ou entidade que n&o € um polimero e/ou esta substancialmente livre de
qualquer polimero e/ou de uma ou mais fragdes poliméricas especificas.
Em algumas modalidades, o termo pode se referir a um composto ou
entidade que ndo possui ou esta substancialmente livre de qualquer
fracao polimérica.

[027] Amino acido: em seu sentido mais amplo, o termo "amino
acido", como utilizado neste documento, refere-se a qualquer composto
e/ou substancia que pode ser incorporado(a) em uma cadeia
polipeptidica, por exemplo, através da formacdo de uma ou mais
ligagbes peptidicas. Em algumas modalidades, um aminoacido possui a
estrutura geral HoN-C(H)(R)-COOH. Em algumas modalidades, um
aminoacido € um aminoacido de ocorréncia natural. Em algumas
modalidades, um aminoacido € um aminoacido nao natural; em algumas
modalidades, um aminoacido € um D-aminoacido; em algumas
modalidades, um aminoacido € um L-aminoacido. "Aminoacido padrao"
refere-se a qualquer um dos vinte L-aminoacidos padrdo comumente
encontrados em peptideos de ocorréncia natural. "Aminoacido nao
padrao" refere-se a qualquer aminoacido, diferente dos aminoacidos
padrao, independentemente de ser preparado sinteticamente ou obtido
de uma fonte natural. Em algumas modalidades, um aminoacido,
incluindo um aminoacido carboxi e/ou amino-terminal em um
polipeptideo, pode conter uma modificagdo estrutural em comparagao
com a estrutura geral acima. Por exemplo, em algumas modalidades,

um aminoacido pode ser modificado por metilacdo, amidacao,
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acetilacao, peguilacao, glicosilacio, fosforilacdo e/ou substituicao (por
exemplo, do grupo amino, o grupo de acido carboxilico, um ou mais
prétons, e/ou o grupo hidroxil) em comparacdo com a estrutura geral.
Em algumas modalidades, tal modificacdo pode, por exemplo, alterar a
meia-vida de circulagdo de um polipeptideo contendo o aminoacido
modificado em comparagdo com um contendo um aminoacido n&o
modificado idéntico. Em algumas modalidades, tal modificacdo nao
altera significativamente uma atividade relevante de um polipeptideo
contendo o aminoacido modificado, em comparagdo com um contendo
um aminoacido ndo modificado idéntico. Como ficara claro a partir do
contexto, em algumas modalidades, o termo "aminoacido" pode ser
usado para se referir a um aminoacido livre; em algumas modalidades,
pode ser usado para se referir a um residuo de aminoacido de um
polipeptideo.

[028] Anticorpo: como utilizado neste documento, o termo
"anticorpo" refere-se a um polipeptideo que inclui elementos de
sequéncia de imunoglobulina candnica suficientes para conferir ligacao
especifica a um antigeno alvo particular. Como é conhecido na técnica,
os anticorpos intactos produzidos na natureza sao agentes tetrameéricos
de aproximadamente 150 kDa compostos por dois polipeptideos de
cadeia pesada idénticos (cerca de 50 kDa cada) e dois polipeptideos de
cadeia leve idénticos (cerca de 25 kDa cada) que se associam entre si
em o que € comumente referido como uma estrutura em "forma de Y".
Cada cadeia pesada € composta por pelo menos quatro dominios (cada
um com cerca de 110 aminoacidos de comprimento) - um dominio
variavel do terminal amino (VH) (localizado nas pontas da estrutura Y),
seguido por trés dominios constantes: CH1, CH2 e o CH3 carboxi-
terminal (localizado na base da haste do Y). Uma regido curta,
conhecida como “desvio”, conecta as regides variaveis e constantes da

cadeia pesada. A "dobradi¢a" conecta os dominios CH2 e CH3 ao resto

Peticdo 870210032450, de 09/04/2021, pag. 18/207



14/181

do anticorpo. Duas ligacdes dissulfeto nesta regido de dobradica
conectam os dois polipeptideos da cadeia pesada um ao outro em um
anticorpo intacto. Cada cadeia leve é composta por dois dominios - um
dominio variavel do terminal amino (VL), seguido por um dominio
constante do carboxi-terminal (CL), separado um do outro por outro
"desvio". Os tetrameros de anticorpos intactos s&o compostos por dois
dimeros de cadeia pesada-cadeia leve, nos quais as cadeias pesada e
leve estdo ligadas uma a outra por uma unica ligacao dissulfeto; duas
outras ligagdes dissulfeto conectam as regides de dobradi¢a da cadeia
pesada uma a outra, de modo que os dimeros sejam conectados uns
aos outros e o tetramero seja formado. Os anticorpos produzidos
naturalmente também séo glicosilados, tipicamente no dominio CH2.
Cada dominio em um anticorpo natural possui uma estrutura
caracterizada por uma "dobra de imunoglobulina" formada a partir de
duas folhas beta (por exemplo, folhas de 3, 4 ou 5 fitas) empacotadas
uma contra a outra em um barril beta antiparalelo comprimido. Cada
dominio variavel contém trés alcas hipervariaveis conhecidas como
"regides determinantes do complemento" (CDR1, CDR2 e CDR3) e
quatro regides de "estrutura" um tanto invariaveis (FR1, FR2, FR3 e
FR4). Quando os anticorpos naturais se dobram, as regides FR formam
as folhas beta que fornecem a estrutura estrutural para os dominios, e
as regides doe alcas CDR de ambas as cadeias pesada e leve sao
reunidas no espaco tridimensional de modo que criam um unico sitio de
ligagdo de antigeno hipervariavel localizado na ponta da estrutura em
Y. A regidao Fc de anticorpos de ocorréncia natural liga-se a elementos
do sistema complemento e também a receptores em células efetoras,
incluindo, por exemplo, células efetoras que medeiam a citotoxicidade.
Como é conhecido na técnica, a afinidade e/ou outros atributos de
ligacdo das regides Fc para os receptores Fc podem ser modulados

através da glicosilagédo ou outra modificagdo. Em algumas modalidades,

Peticdo 870210032450, de 09/04/2021, pag. 19/207



15/181

os anticorpos produzidos e/ou utilizados de acordo com a presente
invenc&o incluem dominios Fc glicosilados, incluindo dominios Fc com
tal glicosilagdo modificada ou engenheirada. Para os fins da presente
invengao, em algumas modalidades, qualquer polipeptideo ou complexo
de polipeptideos que inclua sequéncias de dominio de imunoglobulina
suficientes, conforme encontrado em anticorpos naturais, pode ser
referido e/ou usado como um "anticorpo", se tal polipeptideo for
produzido naturalmente (por exemplo, gerado por um organismo
reagindo a um antigeno), ou produzido por engenharia recombinante,
sintese quimica ou outro sistema ou metodologia artificial. Em algumas
modalidades, um anticorpo € policlonal; em algumas modalidades, um
anticorpo € monoclonal. Em algumas modalidades, um anticorpo possui
sequéncias de regiao constante que sao caracteristicas de anticorpos
de camundongo, coelho, primata ou humanos. Em algumas
modalidades, os elementos da sequéncia do anticorpo sé&o
humanizados, primatizados, quiméricos, etc., como € conhecido na
técnica. Além disso, o termo "anticorpo", como utilizado neste
documento, pode referir-se em modalidades apropriadas (a menos que
indicado de outra forma ou claro do contexto) a qualquer um dos
construtos ou formatos conhecidos ou desenvolvidos para a utilizagao
de caracteristicas estruturais e funcionais do anticorpo em
apresentacao alternativa. Por exemplo, em algumas modalidades, um
anticorpo utilizado de acordo com a presente invencdo esta em um
formato selecionado de, mas nao limitado a, anticorpos IgA, IgG, IgE ou
IgM intactos; anticorpos bi ou multiespecificos (por exemplo, Zybodies®,
etc.); fragmentos de anticorpo, tais como fragmentos Fab, fragmentos
Fab', fragmentos F(ab')2, fragmentos Fd', fragmentos Fd e CDRs
isoladas ou conjuntos dos mesmos; Fvs de cadeia unica; fusdes
polipeptideo-Fc; anticorpos de dominio unico (por exemplo, anticorpos

de dominio unico de tubardo, como IgNAR ou fragmentos dos mesmos);
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anticorpos cameloides; anticorpos mascarados (por exemplo,
Probodies®); Small Modular |ImmunoPharmaceuticals (“SMIPs™);
diacorpos de cadeia simples ou tandem (TandAb®); VHHSs; Anticalins®;
minocorpos Nanobodies® ; BiTE®s; proteinas de repeticdo de anquirina
ou DARPINs®; Avimers®; DARTSs; anticorpos semelhantes a TCR;
Adnectins®;  Affilins®;  Trans-bodies®;  Affibodies®;  TrimerX®;
MicroProteinas; Fynomers®, Centyrins®; e KALBITOR®s. Em algumas
modalidades, um anticorpo pode nao ter uma modificagdo covalente
(por exemplo, ligagdo de um glicano) que teria se fosse produzido
naturalmente. Em algumas modalidades, um anticorpo pode conter uma
modificagdo covalente (por exemplo, ligagcao de um glicano, uma carga
util [por exemplo, uma fragdo detectavel, uma fragao terapéutica, uma
fracao catalitica, etc.] ou outro grupo pendente [por exemplo, polietileno
glicol, etc.]).

[029] Antigeno: o termo "antigeno", conforme usado neste
documento, refere-se a (i) um agente que induz uma resposta imune;
e/ou (ii) um agente que se liga a um receptor de células T (por exemplo,
quando apresentado por uma molécula de MHC) ou a um anticorpo. Em
algumas modalidades, um antigeno induz uma resposta humoral (por
exemplo, incluindo a producdo de anticorpos especificos para o
antigeno); em algumas modalidades, um antigeno induz uma resposta
celular (por exemplo, envolvendo células T cujos receptores interagem
especificamente com o antigeno). Em algumas modalidades, um
antigeno induz uma resposta humoral e uma resposta celular. Em
algumas modalidades, um antigeno se liga a um anticorpo e pode ou
nao induzir uma resposta fisiologica especifica em um organismo. Em
geral, um antigeno pode ser ou incluir qualquer entidade quimica, como,
por exemplo, uma pequena molécula, um acido nucleico, um
polipeptideo, um carboidrato, um lipideo, um polimero (em algumas
modalidades que ndo um polimero biolégico (por exemplo, outro do que
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um acido nucleico ou polimero de aminoacido)), etc. Em algumas
modalidades, um antigeno € ou compreende um polipeptideo. Em
algumas modalidades, um antigeno € ou compreende um
polissacarideo. Aqueles versados na técnica apreciarao que, em geral,
um antigeno pode ser fornecido na forma isolada ou pura ou,
alternativamente, pode ser fornecido na forma bruta (por exemplo,
juntamente com outros materiais, por exemplo, em um extrato, como um
extrato ou outra preparacéo relativamente bruta de uma fonte contendo
antigeno). Em algumas modalidades, os antigenos utilizados de acordo
com a presente invencdo sao fornecidos em uma forma bruta. Em
algumas modalidades, um antigeno € um antigeno recombinante. Em
algumas modalidades, um antigeno € um polipeptideo ou
polissacarideo que, apos administragdo a um sujeito, induz uma
resposta imune especifica e/ou clinicamente relevante a tal polipeptideo
ou polissacarideo. Em algumas modalidades, um antigeno é
selecionado para induzir uma resposta imune especifica e/ou
clinicamente relevante a tal polipeptideo ou polissacarideo.

[030] Associado a: duas entidades estdo "associadas" umas as
outras, conforme esse termo é usado neste documento, se a presenca,
o nivel e/ou a forma de um estiver correlacionado com o do outro. Em
algumas modalidades, duas ou mais entidades estdo fisicamente
"associadas" umas as outras se interagirem, direta ou indiretamente, de
modo que estejam e/ou permanecam em proximidade fisica uma da
outra. Em algumas modalidades, duas ou mais entidades que estao
fisicamente associadas umas as outras estdo covalentemente ligadas
umas as outras. Em algumas modalidades, duas ou mais entidades que
estdo fisicamente associadas umas as outras ndo estdo
covalentemente ligadas umas as outras, mas estdo associadas de
forma nao covalente, por exemplo, por meio de interagdes de afinidade,

interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, interagdo de van der

Peticdo 870210032450, de 09/04/2021, pag. 22/207



18/181

Waals, interagcdes hidrofobicas, magnetismo e combinacbes dos
mesmos.

[031] Ligacao: sera entendido que o termo "ligacdo", como
utilizado neste documento, normalmente refere-se a uma associagao
nao covalente entre ou entre duas ou mais entidades. A ligagao “direta”
envolve o contato fisico entre entidades ou metades; ligacao indireta
envolve interagdo fisica por meio de contato fisico com uma ou mais
entidades intermediarias. A ligacao entre duas ou mais entidades pode
ser tipicamente avaliada em qualquer um de uma variedade de
contextos - incluindo onde entidades ou metades que interagem sao
estudadas isoladamente ou no contexto de sistemas mais complexos
(por exemplo, enquanto covalentemente ou de outra forma associada a
uma entidade portadora e/ou em um sistema bioloégico ou célula).

[032] Proteina transportadora: conforme utilizado neste
documento, o termo "proteina transportadora" refere-se a uma proteina
ou peptideo que € acoplado, complexado ou de outra forma associado
a um hapteno (por exemplo, um pequeno peptideo ou lipideo) ou
antigeno menos imunogénico (por exemplo, um polissacarideo) e que
induz ou melhora uma resposta imune a tal hapteno acoplado, ou
complexado, ou de outra forma associado (por exemplo, um pequeno
peptideo ou lipideo) ou antigeno menos imunogénico (por exemplo, um
polissacarideo). Em algumas modalidades, tal resposta imune é ou
compreende uma resposta a um hapteno ou antigeno menos
imunogénico que € acoplado, complexado ou de outra forma associado
a tal proteina transportadora. Em algumas modalidades, tal resposta
imune € ou compreende uma resposta a uma proteina transportadora e
um hapteno ou antigeno menos imunogénico que € acoplado,
complexado ou de outra forma associado a tal proteina transportadora.
Em algumas modalidades, nenhuma resposta imune significativa a uma

proteina transportadora ocorre. Em algumas modalidades, a resposta
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imune a uma proteina transportadora pode ser detectada; em algumas
dessas modalidades, a resposta imune a essa proteina transportadora
é forte. Em algumas modalidades, uma proteina transportadora é
acoplada, complexada ou de outra forma associada a uma ou mais
outras moléculas.

[033] Colonizagao: Conforme utilizado neste documento, o termo
"colonizacdo" geralmente refere-se a capacidade de um microbio de
crescer em um local ou superficie alvo. Por exemplo, o termo
"colonizacao" refere-se a capacidade de um microbio (por exemplo, uma
bactéria) de crescer em um sitio anatébmico (por exemplo, uma
membrana mucosa, trato gastrointestinal, local de lesao, 6rgéo, efc.) de
um hospedeiro.

[034] Terapia de combinacgao: como utilizado neste documento,
o termo "terapia de combinacido" refere-se as situagdes em que um
sujeito € exposto a dois ou mais regimes terapéuticos (por exemplo, dois
ou mais agentes terapéuticos). Em algumas modalidades, os dois ou
mais regimes podem ser administrados simultaneamente; em algumas
modalidades, tais regimes podem ser administrados sequencialmente
(por exemplo, todas as "doses" de um primeiro regime sao
administradas antes da administracdo de quaisquer doses de um
segundo regime); em algumas modalidades, tais agentes sao
administrados em regimes de dosagem sobrepostos. Em algumas
modalidades, a "administragdo" da terapia de combinacdo pode
envolver administrar um ou mais agente(s) ou modalidade(s) a um
sujeito que recebe o(s) outro(s) agente(s) ou modalidade(s) na
combinagao. Para maior clareza, a terapia de combinacdo néo requer
que os agentes individuais sejam administrados juntos em uma unica
composigao (ou mesmo necessariamente ao mesmo tempo), embora
em algumas modalidades, dois ou mais agentes, ou por¢cdes ativas dos

mesmos, possam ser administrados juntos em uma composicdo de
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combinagao, ou mesmo em um composto de combinagéo (por exemplo,
como parte de um unico complexo quimico ou entidade covalente).

[035] Derivado: como utilizado neste documento, o termo
"derivado" ou equivalentes gramaticais dos mesmos, referem-se a um
analogo estrutural de uma substéncia de referéncia. Ou seja, um
“‘derivado” é uma substancia que mostra uma similaridade estrutural
significativa com a substancia de referéncia, por exemplo,
compartilhando uma estrutura principal ou de consenso, mas também
difere de certas maneiras distintas. Tal substéncia seria considerada
"derivada" da referida substdncia de referéncia. Em algumas
modalidades, um derivado € uma substancia que pode ser gerada a
partir da substéncia de referéncia por manipulagcdo quimica. Em
algumas modalidades, um derivado € uma substancia que pode ser
gerada através da realizacdo de um processo sintético
substancialmente semelhante a (por exemplo, compartilhar uma
pluralidade de etapas com) um que gera a substancia de referéncia.

[036] Dominio: O termo "dominio", conforme utilizado neste
documento, refere-se a uma sec¢ado ou por¢cao de uma entidade. Em
algumas modalidades, um "dominio" esta associado a uma
caracteristica estrutural e/ou funcional particular da entidade de modo
que, quando o dominio é fisicamente separado do resto de sua entidade
parental, ele substancialmente ou inteiramente retém a estrutura
particular e/ou recurso funcional. Alternativamente ou adicionalmente,
um dominio pode ser ou incluir uma porcdo de uma entidade que,
quando separada dessa entidade (parental) e ligada a uma entidade
diferente (receptora), substancialmente retém e/ou transmite a entidade
receptora um ou mais recursos estruturais e/ou funcionais que o
caracterizaram na entidade parental. Em algumas modalidades, um
dominio € uma se¢do ou porgcao de uma molécula (por exemplo, uma

pequena molécula, carboidrato, lipideo, acido nucleico ou polipeptideo).
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Em algumas modalidades, um dominio é uma seg¢do de um
polipeptideo; em algumas de tais modalidades, um dominio é
caracterizado por um elemento estrutural particular (por exemplo, uma
sequéncia de aminoacidos particular ou motivo de sequéncia, carater
de hélice a, carater de folha 3, carater de bobina espiral, carater de
bobina aleatéria, etc.) e/ou por uma caracteristica funcional particular
(por exemplo, atividade de ligagao, atividade enzimatica, atividade de
dobra, atividade de sinalizagao, etc.).

[037] Forma de dosagem ou forma de dosagem unitaria: Os
versados na técnica apreciardo que o termo "forma de dosagem" pode
ser usado para se referir a uma unidade fisicamente distinta de um
agente ativo (por exemplo, um agente terapéutico ou de diagnostico)
para administracdo a um sujeito. Normalmente, cada uma dessas
unidades contém uma quantidade predeterminada de agente ativo. Em
algumas modalidades, tal quantidade € uma quantidade de dosagem
unitaria (ou uma fracdo inteira da mesma) apropriada para
administracdo de acordo com um regime de dosagem que foi
determinado para se correlacionar com um resultado desejado ou
benéfico quando administrado a uma populagao relevante (isto €, com
um regime de dosagem terapéutica). Aqueles ordinariamente versados
na técnica apreciam que a quantidade total de uma composicéo
terapéutica ou agente administrado a um sujeito particular é
determinada por um ou mais médicos assistentes e pode envolver
administrar formas de dosagem multiplas.

[038] Regime de dosagem: Os versados na técnica apreciarao
que o termo "regime de dosagem" pode ser usado para se referir a um
conjunto de doses unitarias (tipicamente mais de uma) que sao
administradas individualmente a um sujeito, normalmente separadas
por periodos de tempo. Em algumas modalidades, um determinado

agente terapéutico possui um regime de dosagem recomendado, que
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pode envolver uma ou mais doses. Em algumas modalidades, um
regime de dosagem compreende uma pluralidade de doses, cada uma
das quais €& separada no tempo de outras doses. Em algumas
modalidades, as doses individuais sdo separadas umas das outras por
um periodo de tempo da mesma duragcdo; em algumas modalidades,
um regime de dosagem compreende uma pluralidade de doses e pelo
menos dois periodos de tempo diferentes separando doses individuais.
Em algumas modalidades, todas as doses dentro de um regime de
dosagem sao da mesma quantidade de dose unitaria. Em algumas
modalidades, diferentes doses dentro de um regime de dosagem sé&o
de diferentes quantidades. Em algumas modalidades, um regime de
dosagem compreende uma primeira dose em uma primeira quantidade
de dose, seguida por uma ou mais doses adicionais em uma segunda
quantidade de dose diferente da primeira quantidade de dose. Em
algumas modalidades, um regime de dosagem compreende uma
primeira dose em uma primeira quantidade de dose, seguida por uma
ou mais doses adicionais em uma segunda quantidade de dose igual a
primeira quantidade de dose. Em algumas modalidades, um regime de
dosagem é correlacionado com um resultado desejado ou benéfico
quando administrado em uma populacao relevante (isto €, € um regime
de dosagem terapéutica).

[039] Fragmento: um "fragmento" de um material ou entidade,
conforme descrito neste documento, possui uma estrutura que inclui
uma porgao distinta do todo, mas carece de uma ou mais fragdes
encontradas no todo. Em algumas modalidades, um fragmento consiste
em tal porcdo distinta. Em algumas modalidades, um fragmento inclui
uma porc¢ao distinta do todo, cuja porgao distinta do todo compartilha
uma ou mais caracteristicas funcionais encontradas no todo. Em
algumas modalidades, um fragmento consiste em tal porgao distinta. Em

algumas modalidades, um fragmento consiste em ou compreende um
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elemento ou fragdo estrutural caracteristico ou fragdo encontrada no
todo. Em algumas modalidades, um fragmento de um polimero, por
exemplo, um polipeptideo ou polissacarideo, compreende ou consiste
em pelo menos 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250,
275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 ou mais unidades
monomericas (por exemplo, residuos) como encontrado em todo o
polimero. Em algumas modalidades, um fragmento de polimero
compreende ou consiste em pelo menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 25%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% das unidades monoméricas
(por exemplo, residuos) encontradas em todo o polimero. Todo o
material ou entidade pode, em algumas modalidades, ser referido como
o "parental" do todo.

[040] Homologia: Como utilizado neste documento, o termo
"homologia" refere-se a relacdo geral entre moléculas poliméricas, por
exemplo, entre moléculas de acido nucleico (por exemplo, moléculas de
DNA e/ou moléculas de RNA) e/ou entre moléculas de polipeptideo. Em
algumas modalidades, as moléculas poliméricas sdo consideradas
"homologas" umas as outras se suas sequéncias forem pelo menos
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas. Em algumas
modalidades, as moléculas poliméricas sdo consideradas "homédlogas"
umas as outras se suas sequéncias forem pelo menos 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70 %, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% similares (por exemplo, contendo residuos com
propriedades quimicas relacionadas nas posi¢cdes correspondentes).
Por exemplo, como é bem conhecido por aqueles versados na técnica,

certos aminoacidos sao normalmente classificados como semelhantes
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entre si como aminoacidos "hidrofobicos" ou "hidrofilicos" e/ou como
possuindo cadeias laterais "polares” ou "ndo polares". A substituicao de
um aminoacido por outro do mesmo tipo pode frequentemente ser
considerada uma substituicdo “homologa”.

[041] Identidade: Como utilizado neste documento, o termo
"identidade" refere-se a relacédo geral entre moléculas poliméricas, por
exemplo, entre moléculas de acido nucleico (por exemplo, moléculas de
DNA e/ou moléculas de RNA) e/ou entre moléculas de polipeptideo. Em
algumas modalidades, as moléculas poliméricas sdo consideradas
"substancialmente idéntica" umas as outras se suas sequéncias forem
pelo menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas. O
calculo da porcentagem de identidade de duas sequéncias de acido
nucleico ou polipeptideo, por exemplo, pode ser realizado alinhando as
duas sequéncias para fins de comparacgao ideal (por exemplo, folgas
podem ser introduzidas em uma ou ambas de uma primeira € uma
segunda sequéncia para alinhamento ideal e sequéncias nao idénticas
podem ser desconsideradas para fins de comparagao). Em algumas
modalidades, o comprimento de uma sequéncia alinhada para fins de
comparacao é de pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%,
pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
em pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos
96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, pelo menos 99%, pelo menos
99,5% ou substancialmente 100% do comprimento de uma sequéncia
de referéncia. Os nucleotideos nas posi¢cdes correspondentes sdo entido
comparados. Quando uma posi¢cao na primeira sequéncia é ocupada
pelo mesmo residuo (por exemplo, nucleotideo ou aminoacido) que a
posi¢ao correspondente na segunda sequéncia, entdo as moléculas séo
idénticas nessa posicdo. A identidade percentual entre as duas

sequéncias € uma funcdo do numero de posicdes idénticas
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compartilhadas pelas sequéncias, levando em consideragdo o numero
de folgas e o comprimento de cada folga, que precisa ser introduzida
para o alinhamento ideal das duas sequéncias. A comparacao de
sequéncias e a determinacdo da identidade percentual entre duas
sequéncias pode ser realizada usando um algoritmo matematico. Por
exemplo, a identidade percentual entre duas sequéncias de
nucleotideos pode ser determinada usando o algoritmo de Meyers and
Miller, 1989, que foi incorporado no programa ALIGN (versao 2.0). Em
algumas modalidades exemplificativas, as comparacdes de sequéncia
de acido nucleico feitas com o programa ALIGN usam uma tabela de
residuos de peso PAM120, uma penalidade de comprimento de folga
de 12 e uma penalidade de folga de 4. A identidade percentual entre
duas sequéncias de nucleotideos pode, alternativamente, ser
determinada, usando o programa GAP no pacote de software GCG
usando uma matriz NWSgapdna.CMP.

[042] Melhorar, aumentar, inibir ou reduzir: conforme utilizado
neste documento, os termos "melhorar”, "aumentar", "inibir", "reduzir"
ou equivalentes gramaticais indicam valores que s&o relativos a uma
linha de base ou outra medicdo de referéncia. Em algumas
modalidades, uma medicdo de referéncia apropriada pode ser ou
compreender uma medigdo em um sistema particular (por exemplo, em
um unico sujeito) sob outras condigdes comparaveis na presenca de
(por exemplo, antes e/ou apds) um agente ou tratamento especifico, ou
na presenca de um agente de referéncia comparavel apropriado. Em
algumas modalidades, uma medi¢ao de referéncia apropriada pode ser
ou compreender uma medicdo em sistema comparavel conhecido ou
esperado para responder de uma maneira particular, na presenca do
agente ou tratamento relevante.

[043] Quantidade imunologicamente eficaz ou dose

imunologicamente eficaz: Como utilizado neste documento,
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"quantidade imunologicamente eficaz" ou "dose imunologicamente
eficaz" refere-se a uma quantidade de uma substancia antigénica ou
imunogénica, por exemplo, um antigeno, imunogénio, complexo
imunogénico, composi¢cdo imunogénica, vacina ou CcOomposiGao
farmacéutica que, quando administrada a um sujeito, em uma dose
unica ou como parte de uma série de doses, € suficiente para intensificar
a propria resposta imune de um sujeito contra uma exposicao
subsequente a um patégeno. Em algumas modalidades, o patdégeno &
S. pneumoniae. Em algumas modalidades, a resposta imune é contra
um ou mais sorotipos diferentes de S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, a resposta imune € contra dois ou mais sorotipos
diferentes de S. pneumoniae. Em algumas modalidades, a resposta
imune é contra nove ou mais sorotipos diferentes de S. pneumoniae.
Em algumas modalidades, a resposta imune € contra treze ou mais
sorotipos diferentes de S. pneumoniae. Em algumas modalidades, a
resposta imune é contra quinze ou mais sorotipos diferentes de S.
pneumoniae. Em algumas modalidades, a resposta imune é contra vinte
e trés ou mais sorotipos diferentes de S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, a resposta imune € contra vinte quatro ou mais sorotipos
diferentes de S. pneumoniae. Uma quantidade imunologicamente eficaz
pode variar com base no sujeito a ser tratado, a espécie do sujeito, o
grau de resposta imune desejada para induzir, etc. Em algumas
modalidades, uma quantidade imunologicamente eficaz € suficiente
para o tratamento ou prote¢cdo de um sujeito com ou em risco de ter
doenca. Em algumas modalidades, uma quantidade imunologicamente
eficaz refere-se a uma quantidade nao toxica, mas suficiente que pode
ser uma quantidade para tratar, atenuar ou prevenir infeccido e/ou
doenca (por exemplo, infeccdo bacteriana, infecgdo pneumocdcica,
colonizacdo bacteriana, colonizagdo pneumocdcica, complicacbes

associada a infec¢ao bacteriana, complicagdes associadas a infecgao
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pneumocdcica, etc.) em qualquer sujeito. Em algumas modalidades,
uma quantidade imunologicamente eficaz € suficiente para induzir uma
resposta imunoprotetora apds a administracdo a um sujeito.

[044] Resposta imunoprotetora ou resposta protetora: Como
utilizado neste documento, “resposta imunoprotetora” ou “resposta
protetora” refere-se a uma resposta imune que medeia antigeno ou
memodria imunoldgica induzida por imundégeno. Em algumas
modalidades, uma resposta imunoprotetora ¢é induzida pela
administracdo de uma substancia, por exemplo, um antigeno,
imundgeno, complexo imunogénico, composicao imunogénica, vacina
ou composigao farmacéutica a um sujeito. Em algumas modalidades, a
imunoprotec¢ao envolve um ou mais de vigilancia imunoldgica ativa, uma
resposta mais rapida e eficaz apos a ativacdo imune em comparacao
com uma resposta observada em um sujeito virgem, eliminagao
eficiente do agente de ativacdo ou patdbgeno, seguido por rapida
resolugdo da inflamacdo. Em algumas modalidades, uma resposta
imunoprotetora € uma resposta imune adaptativa. Em algumas
modalidades, uma resposta imunoprotetora é suficiente para proteger
um sujeito imunizado da infecgdo produtiva por um patégeno ou
patogenos especificos aos quais a vacina é direcionada (por exemplo,
infecc&o por S. pneumoniae).

[045] Imunizacdo: Como  utilizado neste  documento,
"imunizagdo”, ou equivalentes gramaticais dos mesmos, refere-se a um
processo de indugcdo de uma resposta imune a um organismo ou agente
infeccioso em um sujeito ("imunizagdo ativa") ou, alternativamente,
fornecer componentes do sistema imunoldgico contra um agente ou
organismo infeccioso a um sujeito (“imunizagéo passiva”). Em algumas
modalidades, a imunizagdo envolve administrar um ou mais antigenos,
imundgenos, complexos imunogénicos, vacinas, moléculas imunes,

como anticorpos, soros imunes, células imunes, como células T ou
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células B, ou composi¢gdes farmacéuticas a um sujeito. Em algumas
modalidades, a imunizacdo € realizada pela administracdo de uma
quantidade imunologicamente eficaz de uma substancia, por exemplo,
um antigeno, imundgeno, complexo imunogénico, composicao
imunogénica, vacina, molécula imune, como um anticorpo, soro imune,
célula imune, como uma célula T ou célula B, ou composicao
farmacéutica para um sujeito. Em algumas modalidades, a imunizag¢ao
resulta em uma resposta imunoprotetora no sujeito. Em algumas
modalidades, a imunizag&o ativa € realizada pela administracdo a um
sujeito de uma substancia antigénica ou imunogénica, por exemplo, um
antigeno, imundgeno, complexo imunogénico, vacina ou composi¢ao
farmacéutica. Em algumas modalidades, a imunizacdo passiva €
realizada pela administracdo a um sujeito de um componente do
sistema imune, por exemplo, uma molécula imune, como um anticorpo,
soro imune ou célula imune, como uma ceélula T ou célula B.

[046] Isolado: Como utilizado neste documento, o termo
"isolado”, ou equivalentes gramaticais dos mesmos, refere-se a uma
substancia e/ou entidade que foi (1) separada de pelo menos alguns
dos componentes com 0s quais estava associada quando inicialmente
produzida (seja em natureza e/ou em um ambiente experimental), e/ou
(2) projetada, produzida, preparada e/ou fabricada pela mao do homem.
Substancias e/ou entidades isoladas podem ser separadas em cerca de
10%, cerca de 20%, cerca de 30%, cerca de 40%, cerca de 50%, cerca
de 60%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de 90%, cerca de 91%,
cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de
96%, cerca de 97%, cerca de 98%, cerca de 99% ou mais de cerca de
99% dos outros componentes com o0s quais foram inicialmente
associados. Em algumas modalidades, os agentes isolados sao cerca
de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%,

cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de
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97%., cerca de 98%, cerca de 99%, ou mais do que cerca de 99% puros.
Conforme utilizado neste documento, uma substancia é "pura" se for
substancialmente livre de outros componentes. Em algumas
modalidades, como sera entendido por aqueles versados na técnica,
uma substancia pode ainda ser considerada "isolada" ou mesmo "pura",
apos ter sido combinada com certos outros componentes, como, por
exemplo, um ou mais transportadores ou excipientes (por exemplo,
tampéao, solvente, agua, etc.); em tais modalidades, a porcentagem de
isolamento ou pureza da substancia € calculada sem incluir tais
transportadores ou excipientes. Para dar apenas um exemplo, em
algumas modalidades, um polimero biolégico, como um polipeptideo ou
polissacarideo que ocorre na natureza, é considerado "isolado" quando,
a) em virtude de sua origem ou fonte de derivacdo néo esta associado
a alguns ou todos dos componentes que o acompanham em seu estado
nativo na natureza; b) é substancialmente livre de outros polipeptideos
ou acidos nucleicos da mesma espécie da espécie que o produz na
natureza; c) é expresso por ou esta de outra forma em associagdo com
componentes de uma célula ou outro sistema de expressdo que nao
seja da espécie que o produz na natureza. Assim, por exemplo, em
algumas modalidades, um polipeptideo ou polissacarideo que é
quimicamente sintetizado ou € sintetizado em um sistema celular
diferente daquele que o produz na natureza é considerado um
polipeptideo ou polissacarideo "isolado". Alternativamente ou
adicionalmente, em algumas modalidades, um polipeptideo ou
polissacarideo que foi submetido a uma ou mais técnicas de purificagao
pode ser considerado um polipeptideo ou polissacarideo "isolado" na
medida em que foi separado de outros componentes a) com os quais
esta associado por natureza; e/ou b) com o qual estava associado
quando inicialmente produzido.

[047] Ligante: conforme utilizado neste documento, o termo
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"ligante" € usado para se referir a uma entidade que conecta dois ou
mais elementos para formar um agente de multiplos elementos. Por
exemplo, aqueles versados na técnica apreciam que um polipeptideo
cuja estrutura inclui dois ou mais dominios funcionais ou organizacionais
frequentemente inclui um trecho de aminoacidos entre tais dominios
gue os liga uns aos outros. Em algumas modalidades, um polipeptideo
compreendendo um elemento de ligagao possui uma estrutura geral da
forma geral S1-L-S2, em que S1 e S2 podem ser iguais ou diferentes e
representam dois dominios associados um ao outro pelo ligante (L). Em
algumas modalidades, um ligante polipeptidico possui pelo menos 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, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100 ou mais aminoacidos de comprimento. Em algumas modalidades,
um ligante é caracterizado pelo fato de que tende a ndo adotar uma
estrutura tridimensional rigida, mas em vez disso, fornece flexibilidade
ao polipeptideo. Uma variedade de diferentes elementos de ligacdo que
podem ser usados apropriadamente quando polipeptideos de
engenharia (por exemplo, polipeptideos de fusdo) sao conhecidos na
técnica (Holliger et al, 1993; Poljak, 1994).

[048] Composicao farmacéutica: como utilizado neste
documento, o termo "composi¢cdo farmacéutica" refere-se a uma
composicado na qual o agente ativo € formulado em conjunto com um ou
mais transportadores farmaceuticamente aceitaveis. Em algumas
modalidades, 0 agente ativo esta presente em uma quantidade de dose
unitaria apropriada para administragdo em um regime terapéutico que
mostra uma probabilidade estatisticamente significativa de atingir um
efeito terapéutico predeterminado quando administrado a uma
populacdo relevante. Em algumas modalidades, uma composicéo
farmacéutica pode ser especialmente formulada para administracéo na

forma sdlida ou liquida, incluindo aquelas adaptadas para o seguinte:
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administracdo oral, por exemplo, po¢des (solucbes ou suspensdes
agquosas ou nao aquosas), comprimidos, por exemplo, aqueles
direcionados para absorcao bucal, sublingual e sistémica, bolus, pos,
granulos, pastas para aplicacao na lingua; administracao parenteral, por
exemplo, por injecdo subcutanea, intramuscular, intravenosa ou
epidural como, por exemplo, uma solugdo ou suspensao estéril, ou
formulacdo de liberagcdo sustentada; aplicagcado toépica, por exemplo,
como um creme, pomada ou um adesivo ou spray de liberagdo
controlada aplicado a pele, pulmdes ou cavidade oral; intravaginalmente
ou intrarretalmente, por exemplo, como um pessario, creme ou espuma,;
sublingualmente; ocularmente; transdermicamente; ou nasal, pulmonar
e a outras superficies mucosas.

[049] Farmaceuticamente aceitavel: como utilizado neste
documento, o termo "farmaceuticamente aceitavel" aplicado ao
transportador, diluente ou excipiente usado para formular uma
composicdo conforme divulgado neste documento significa que o
transportador, diluente ou excipiente deve ser compativel com os outros
ingredientes da composicao e nao prejudicial para o seu destinatario.
[050] Polissacarideo: o termo "polissacarideo", como utilizado
neste documento, refere-se a uma molécula de carboidrato polimérico
composta por longas cadeias de unidades de monossacarideo ligadas
por ligacdes glicosidicas, fosfodiéster ou outras ligacdes e, na hidrdlise,
fornecem os monossacarideos ou oligossacarideos constituintes. Os
polissacarideos variam em estrutura de linear a altamente ramificado.
Os exemplos incluem polissacarideos de armazenamento, como amido
e glicogénio, polissacarideos estruturais, como celulose e quitina e
polissacarideos microbianos e polissacarideos antigénicos encontrados
em micro-organismos, incluindo, mas ndo se limitando a,
polissacarideos capsulares (CPS), polissacarideos O (OPS),

polissacarideos de nucleo O (COPS) e lipopolissacarideos (LPS).
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[051] Polipeptideo: o termo "polipeptideo”, como utilizado neste
documento, geralmente possui seu significado reconhecido na técnica
de um polimero de pelo menos trés aminoacidos, por exemplo, ligado
um ao outro por ligacdes peptidicas. Aqueles versados na técnica
apreciardao que o termo "polipeptideo” se destina a ser suficientemente
geral para abranger ndo apenas polipeptideos com uma sequéncia
completa aqui recitada, mas também para abranger polipeptideos que
representem fragmentos funcionais (isto é, fragmentos que retém pelo
menos uma atividade) de tais polipeptideos completos. Além disso,
aqueles versados na técnica entendem que as sequéncias de proteinas
geralmente toleram alguma substituicdo sem destruir a atividade.
Assim, qualquer polipeptideo que retém atividade e compartilha pelo
menos cerca de 30-40% de identidade de sequéncia geral, muitas vezes
maior que cerca de 50%, 60%, 70% ou 80%, e ainda geralmente
incluindo pelo menos uma regido de identidade muito maior
frequentemente maior que 90% ou mesmo 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% em uma ou mais regides altamente conservadas, geralmente
abrangendo pelo menos 3-4 e muitas vezes até 20 ou mais
aminoacidos, com outro polipeptideo da mesma classe, esta englobado
no termo relevante "polipeptideo”, conforme usado neste documento.
Os polipeptideos podem conter L-aminoacidos, D-aminoacidos ou
ambos e podem conter qualquer uma de uma variedade de
modificagdes de aminoacidos ou analogos conhecidos na técnica.
Modificagdes uteis incluem, por exemplo, acetilagao terminal, amidacéo,
metilacdo, etc. Em algumas modalidades, as proteinas podem
compreender aminoacidos naturais, aminoacidos ndo naturais,
aminoacidos sintéticos e combinagdes dos mesmos.

[052] Prevengao: o termo "prevenir® ou "preveng¢ao”, conforme
utilizado neste documento em conexdo com uma doenca, disturbio e/ou

condigdo médica, refere-se a reduzir o risco de desenvolver a doenga,
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disturbio e/ou condicdo e/ou um atraso de inicio e/ou redugado na
frequéncia e/ou gravidade de uma ou mais caracteristicas ou sintomas
de uma doencga, disturbio ou condicdo especifica. Em algumas
modalidades, a prevencado é avaliada em uma base populacional de
modo que um agente seja considerado para "prevenir" uma doenca,
disturbio ou condicdo especifica se uma diminuicido estatisticamente
significativa no desenvolvimento, frequéncia e/ou intensidade de um ou
mais sintomas do doenca, disturbio ou condicdo é observada em uma
populacdo suscetivel a doenca, disturbio ou condicdo. Em algumas
modalidades, a prevencao pode ser considerada completa quando o
inicio de uma doenca, disturbio ou condi¢ao foi atrasado por um periodo
de tempo predefinido.

[053] Proteina: como usado neste documento, o termo "proteina"
abrange um polipeptideo. As proteinas podem incluir por¢cdes diferentes
de aminoacidos (por exemplo, podem ser glicoproteinas,
proteoglicanos, etc.) e/ou podem ser processadas ou modificadas de
outra forma. Aqueles versados na técnica apreciardo que uma
"proteina" pode ser uma cadeia polipeptidica completa conforme
produzida por uma célula (com ou sem uma sequéncia de sinal), ou
pode ser uma porgao caracteristica da mesma. Os versados na técnica
apreciardo que uma proteina pode as vezes incluir mais de uma cadeia
polipeptidica, por exemplo, ligada por uma ou mais liga¢des dissulfeto
ou associada por outros meios. Os polipeptideos podem conter |-
aminoacidos, d-aminoacidos ou ambos e podem conter qualquer uma
de uma variedade de modificacbes de aminoacidos ou analogos
conhecidos na técnica. Modificagbes uteis incluem, por exemplo,
acetilagdo terminal, amidacdo, metilacdo, etc. Em algumas
modalidades, as proteinas podem compreender aminoacidos naturais,
aminoacidos ndo naturais, aminoacidos sintéticos e combinacdes dos

mesmos. O termo "peptideo” € geralmente usado para se referir a um
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polipeptideo com um comprimento inferior a cerca de 100 aminoacidos,
menos que cerca de 50 aminoacidos, menos que 20 aminoacidos ou
menos que 10 aminoacidos. Em algumas modalidades, as proteinas
sdo anticorpos, fragmentos de anticorpos, porcdes biologicamente
ativas dos mesmos e/ou porgdes caracteristicas dos mesmos.

[054] Recombinante: Como utilizado neste documento, o termo
"recombinante” destina-se a referir-se a polipeptideos que sao
projetados, engenheirados, preparados, expressos, criados, fabricados
e/ou isolados por meios recombinantes, tais como polipeptideos
expressos usando um vetor de expressdo recombinante transfectado
em uma célula hospedeira; polipeptideos isolados de uma biblioteca de
polipeptideos humanos combinatorios recombinantes; polipeptideos
isolados de um animal (por exemplo, um camundongo, coelho, ovelha,
peixe, etc.) que é transgénico para ou de outra forma foi manipulado
para expressar um gene ou genes, ou componentes do gene que
codificam e/ou expressdo direta do polipeptideo ou um ou mais
componente (s), porcao(des), elemento(s) ou dominio(s) dos mesmos;
e/ou polipeptideos preparados, expressos, criados ou isolados por
qualquer outro meio que envolva a emenda ou ligacdo de elementos de
sequéncia de acido nucleico selecionados uns aos outros, sintetizando
quimicamente elementos de sequéncia selecionados e/ou de outra
forma gerando um acido nucleico que codifica e/ou direciona a
expressao do polipeptideo ou um ou mais componente(s), porcao(oes),
elemento(s) ou dominio(s) do mesmo. Em algumas modalidades, um ou
mais de tais elementos de sequéncia selecionados sao encontrados na
natureza. Em algumas modalidades, um ou mais de tais elementos de
sequéncia selecionados s&o projetados in silico. Em algumas
modalidades, um ou mais de tais elementos de sequéncia selecionados
resultam de mutagénese (por exemplo, in vivo ou in vitro) de um

elemento de sequéncia conhecido, por exemplo, de uma fonte natural
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ou sintética, como, por exemplo, na linhagem germinativa de um
organismo de origem de interesse (por exemplo, de um humano, um
camundongo, etc.).

[055] Referéncia: Conforme utilizado neste documento, o termo
referéncia descreve um padrao ou controle em relagdo ao qual uma
comparacao € realizada. Por exemplo, em algumas modalidades, um
agente, animal, sujeito, populagdo, amostra, sequéncia ou valor de
interesse € comparado com um agente de referéncia ou controle,
animal, sujeito, populacdo, amostra, sequéncia ou valor. Em algumas
modalidades, uma referéncia ou controle é testado e/ou determinado
substancialmente de forma simultanea com o teste ou determinacao de
interesse. Em algumas modalidades, uma referéncia ou controle € uma
referéncia ou controle historico, opcionalmente corporificado em um
meio tangivel. Tipicamente, como seria entendido pelos versados na
técnica, uma referéncia ou controle € determinado ou caracterizado em
condi¢cbes ou circunstancias comparaveis aquelas sob avaliacdo. Os
versados na técnica compreenderdao quando houver semelhancas
suficientes para justificar a confianga e/ou comparacdo com uma
referéncia ou controle possivel particular.

[056] Resposta: como utilizado neste documento, uma "resposta”
ao tratamento pode se referir a qualquer alteragcao benéfica na condigao
de um sujeito que ocorre como resultado ou se correlaciona com o
tratamento. Tal alteracdo pode incluir estabilizacdo da condi¢cado (por
exemplo, prevencao da deterioragdo que teria ocorrido na auséncia do
tratamento), melhora dos sintomas da condigdo e/ou melhora nas
perspectivas de cura da condigao, etc. Pode referir-se a resposta de um
sujeito ou a resposta de um tumor. A resposta do sujeito ou tumor pode
ser medida de acordo com uma ampla variedade de critérios, incluindo
critérios clinicos e critérios objetivos. As técnicas para avaliar a resposta

incluem, mas nido estdo limitadas a, exame clinico, tomografia por
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emissdo de positrons, varredura de CT de raios-X de torax, MRI,
ultrassom, endoscopia, laparoscopia, presenca ou nivel de
biomarcadores em uma amostra obtida de um sujeito, citologia e/ou
histologia. Os critérios de resposta exatos podem ser selecionados de
qualgquer maneira apropriada, desde que, ao comparar grupos de
individuos e/ou tumores, os grupos a serem comparados sejam
avaliados com base nos mesmos critérios ou comparaveis para
determinar a taxa de resposta. Um versado na técnica sera capaz de
selecionar os critérios apropriados.

[057] Risco: Como sera entendido a partir do contexto, "risco" de
uma doenga, disturbio e/ou condicao refere-se a probabilidade de que
um determinado sujeito desenvolvera a doenca, disturbio e/ou condicao.
Em algumas modalidades, o risco € expresso como uma porcentagem.
Em algumas modalidades, orisco€de 0,1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 até 100%. Em algumas modalidades, o risco
€ expresso como um risco relativo a um risco associado a uma amostra
de referéncia ou grupo de amostras de referéncia. Em algumas
modalidades, uma amostra de referéncia ou grupo de amostras de
referéncia possui um risco conhecido de uma doenga, disturbio,
condigdo e/ou evento. Em algumas modalidades, uma amostra de
referéncia ou grupo de amostras de referéncia sao de sujeitos
comparaveis a um determinado sujeito. Em algumas modalidades, o
risco relativo€ 0,1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 ou mais.

[058] Sorotipo: conforme utilizado neste documento, o termo
"sorotipo"”, também denominado serovar, refere-se a uma variagao
distinta dentro de uma espécie de bactéria ou virus ou entre células do
sistema imunoldgico de diferentes sujeitos. Esses micro-organismos,
virus ou células sao classificados juntos com base em seus antigenos
de superficie celular, permitindo a classificacdo epidemioldgica dos

organismos até o nivel de subespécies. Um grupo de sorovares com
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antigenos comuns pode ser referido como um sorogrupo ou, as vezes,
sorocomplexo.

[059] Sujeito: como utilizado neste documento, o termo "sujeito"
refere-se a um organismo, normalmente um mamifero (por exemplo, um
ser humano, em algumas modalidades, incluindo formas humanas pré-
natais). Em algumas modalidades, um sujeito esta sofrendo de uma
doenca, disturbio ou condi¢ao relevante. Em algumas modalidades, um
sujeito é suscetivel a uma doenga, disturbio ou condigdo. Em algumas
modalidades, um sujeito exibe um ou mais sintomas ou caracteristicas
de uma doenca, disturbio ou condicdo. Em algumas modalidades, um
sujeito ndo exibe nenhum sintoma ou caracteristica de uma doenca,
disturbio ou condicdo. Em algumas modalidades, um sujeito € alguém
com um ou mais aspectos caracteristicos de suscetibilidade ou risco de
uma doenga, disturbio ou condicdo. Em algumas modalidades, um
sujeito € um paciente. Em algumas modalidades, um sujeito € um sujeito
a quem o diagnaostico e/ou terapia € e/ou foi administrado.

[060] Suscetivel a: um sujeito que é “suscetivel a” uma doenca,
disturbio ou condi¢do corre o risco de desenvolver a doenga, disturbio
ou condi¢gdo. Em algumas modalidades, um sujeito que € suscetivel a
uma doenga, disturbio ou condigcdo nao exibe quaisquer sintomas da
doencga, disturbio ou condicdo. Em algumas modalidades, um sujeito
que é suscetivel a uma doenga, disturbio ou condicdo nao foi
diagnosticado com a doenca, disturbio e/ou condicdo. Em algumas
modalidades, um sujeito que é suscetivel a uma doencga, disturbio ou
condicdo é um sujeito que foi exposto a condigdes associadas ao
desenvolvimento da doenga, disturbio ou condigdo. Em algumas
modalidades, o risco de desenvolver uma doenca, disturbio e/ou
condic&o € um risco baseado na populacao (por exemplo, membros da
familia de sujeitos que sofrem da doenca, disturbio ou condi¢éo).

[061] Os sintomas sao reduzidos: conforme utilizado neste
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documento, "os sintomas sao reduzidos" quando um ou mais sintomas
de uma doencga, disturbio ou condigdo especifica sdo reduzidos em
magnitude (por exemplo, intensidade, gravidade, etc.) e/ou frequéncia,
por exemplo, para um nivel estatistico e/ou nivel clinicamente
significativo ou relevante. Para fins de clareza, um atraso no inicio de
um sintoma especifico € considerado uma forma de reduzir a frequéncia
desse sintoma.

[062] Tratamento: como usado neste documento, o termo
"tratamento” (também "tratar" ou "tratando") refere-se a qualquer
administracdo de uma terapia que alivia, melhora, alivia, atenua, inibe,
atrasa o inicio, reduz a gravidade e/ou reduz a incidéncia de um ou mais
sintomas, caracteristicas e/ou causas de uma doencga, disturbio e/ou
condigao especifica. Em algumas modalidades, tal tratamento pode ser
de um sujeito que ndo exibe sinais da doencga, disturbio e/ou condigao
relevante e/ou de um sujeito que exibe apenas sinais precoces da
doenca, disturbio e/ou condicdo. Alternativamente ou adicionalmente,
tal tratamento pode ser de um sujeito que exibe um ou mais sinais
estabelecidos da doenga, disturbio e/ou condigdo relevante. Em
algumas modalidades, o tratamento pode ser de um sujeito que foi
diagnosticado como sofrendo da doenca, disturbio e/ou condigao
relevante. Em algumas modalidades, o tratamento pode ser de um
sujeito conhecido por ter um ou mais fatores de suscetibilidade que sdo
estatisticamente  correlacionados com risco aumentado de
desenvolvimento da doenga, disturbio e/ou condig&o relevante.

[063] Vacinagao: como utilizado neste documento, o termo
"vacinagao" refere-se a administracdo de uma composicao destinada a
gerar uma resposta imune, por exemplo, a um agente causador de
doencas. Para os fins da presente invencédo, a vacinacao pode ser
administrada antes, durante e/ou apds a exposicdo a um agente

causador de doencgas e, em algumas modalidades, antes, durante e/ou
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logo apdés a exposicdo ao agente. Em algumas modalidades, a
vacinagao inclui multiplas administragdes, apropriadamente espacadas
no tempo, de uma composi¢cao de vacinagcdo. Em algumas modalidades,
a vacinagéo inicia a imunizagao.

Descricao detalhada de certas modalidades

[064] A presente divulgacdo refere-se, geralmente, a novas
proteinas de fusdo imunogénicas de S. pneumoniae que podem ser
usadas, por exemplo, para induzir e/ou aumentar uma resposta
imunoprotetora, ou para reduzir a colonizagdo pneumococica em
sujeitos em risco ou sofrendo de infeccdo pneumococica.

[065] Duas vacinas para S. pneumoniae estdo atualmente
disponiveis nos EUA. PCV13, uma vacina conjugada 13-valente, foi
aprovada para a prevencdo da doenca pneumocdcica invasiva (IPD)
causada pelos 13 sorotipos contidos na vacina em criangas e para a
prevencao de pneumonia e IPD em adultos. Nesta vacina, a conjugacéao
covalente de sacarideos dos 13 sorotipos pneumocécicos com a
proteina CRM197 cria conjugados sacarideo-proteina, que sao capazes
de induzir uma resposta imune dependente de células T contra um ou
mais dos 13 sorotipos pneumocadcicos representados pelos sacarideos.
[PREVNAR 13 prescribing information, 2017]. Embora as infec¢des por
S. pneumoniae de sorotipos multirresistentes contidos na PCV13
parecessem diminuir apds a aprovacgao desta vacina, foi observado um
aumento de infecgdes com sorotipos multirresistentes 35B, 23A, 23B e
15B, que sado apenas alguns dos mais de 84 sorotipos de S.
pneumoniae nao incluidos na PCV13. Além disso, foi relatado que
PCV13 tinha atividade marginal contra o sorotipo 3, pois sua prevaléncia
persiste na populacao [Richter et al, 2014].

[066] A segunda vacina, PPSV23, é uma vacina polissacaridica
23-valente e é indicada para a prevencao da doenga pneumocdécica em

adultos com mais de 50 anos de idade ou em pessoas com mais de 2
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anos de idade com risco aumentado de doenca pneumocdcica. E
composto de polissacarideos capsulares purificados de 23 sorotipos
pneumocécicos. Embora esta vacina tenha o potencial de proteger
contra mais sorotipos quando comparada a PCV13, ela n&do fornece
protecao contra os sorotipos emergentes 35B, 23A e 23B. Além disso,
a PPSV23 induz uma resposta imune polissacaridica independente de
células T que estimula os linfocitos B maduros, mas nao os linfocitos T.
Assim, esta vacina induz apenas uma resposta imune que nao é
duradoura nem anamnéstica apds o desafio subsequente. PPSV23 ndo
€ eficaz contra a colonizagdo. Além disso, as vacinas do tipo
polissacarideo ndo sdo usadas em bebés e criangcas com menos de 2
anos de idade, porque essas criangas respondem mal aos antigenos
independentes de células T [PNEUMOVAX 23 prescribing information,
2017; CDC, 2010]. Os dados sugerem que a PPSV23 pode proteger
adultos e idosos contra IPD; no entanto, nenhum efeito consistente foi
observado na prevencao da pneumonia [Gruber et al, 2008].

[067] As novas proteinas imunogénicas presentemente divulgadas
representam um avango substancial em relagdo as op¢des atualmente
disponiveis para imunizar pacientes contra infecgdo pneumococica.
Essas proteinas imunogénicas podem ser usadas, por exemplo, para
induzir e/ou aumentar uma resposta imunoprotetora ou para reduzir a
colonizagdo pneumococica em sujeitos, como aqueles em risco ou
sofrendo de infec¢do pneumococica.

Proteinas de fusao

[068] A presente divulgagdo descreve novas proteinas de fusdo
imunogénicas de S. pneumoniae. Em WO02014 / 124228, os inventores
demonstraram que os antigenos pneumocdcicos SP0785 e SP1500
induziram individualmente uma forte resposta de recall de IL-17 em
PBMCs humanas reestimuladas e esplendcitos de camundongos que

foram expostos a pneumococos. A imunizacdo de camundongos com
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SP0785 mais adjuvante de toxina da célera, ou com SP1500 mais
adjuvante de toxina da célera, resultou em reducgao significativa da
colonizacdo pneumocécica (na ordem de 100 vezes). A imunizagdo com
uma fusdo de SP0785 com o pneumolisoide PdT, ou uma fusdo de
SP0785 com o pneumolisoide PdT ainda conjugado com um
polissacarideo de Salmonella typhi, protegeu 80% dos camundongos da
sepse em um desafio letal com S. pneumoniaevivo. A imunizagdo com
uma fusdo de SP0785, SP1500 e o pneumolisoide PdT posteriormente
conjugado a um polissacarideo de Salmonella typhi, também resultou
em reduc¢ao significativa da colonizacdo pneumocécica (na ordem de 10
vezes).

[069] As proteinas de fusdo aqui descritas e/ou utilizadas
fornecem imunogenicidade melhorada e resposta de IL-17 a
estimulagéo de proteinas, bem como reducgéo adicional da colonizagao
de S. pneumoniae e protecado contra doencas invasivas.

[070] Uma proteina de fusao inclui um, dois ou mais polipeptideos
que desencadeiam (por exemplo, desencadeiam principalmente) uma
resposta de células T, ou que desencadeiam uma resposta de células T
e B. Em algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende um ou
mais dos polipeptideos listados na Tabela 1. Em algumas modalidades,
a proteina de fusdo compreende dois dos polipeptideos listados na
Tabela 1. Em algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende
trés dos polipeptideos listados na Tabela 1. Em algumas modalidades,
a proteina de fusdo compreende um ou mais polipeptideos codificados
por um ou mais dos genes listados na Tabela 1. Em algumas
modalidades, a proteina de fusdo compreende dois dos polipeptideos
codificados por dois ou mais dos genes listados na Tabela 1. Em
algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende trés
polipeptideos codificados por trés dos genes listados na Tabela 1.
Tabela 1. Componentes polipeptidicos exemplificativos de
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proteinas de fusao

Proteina DNA
Nome e descri¢do da etiqueta de locus N° de Acessao NCBI
SEQID No. | SEQID No.
rizavidina, comprimento completo 1 9
rizavidina, truncada [aa 45-179]
2 10 n/a
(denotado Rhavi)
SP0785, comprimento completo (cepa
3 1 ABJ54007.1
TIGR4)
SP0785, truncado [aa 33-399] 4 12 n/a
SP0785, consenso completo 5 n/a n/a
SP1500, comprimento completo (cepa
6 13 AAK75591.1
TIGR4)
SP1500, truncado [aa 27-278] 7 14 n/a
SP1500, consenso completo 8 n/a n/a
[071] Em algumas modalidades, uma proteina de fuséo

compreende um ou mais polipeptideos antigénicos de S. pneumoniae
possuindo uma sequéncia de aminoacidos compreendendo qualquer
uma das SEQ ID NOs: 3-8 ou fragmentos antigénicos das mesmas. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo compreende dois
polipeptideos antigénicos com uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3-8 ou fragmentos
antigénicos das mesmas. Em algumas modalidades, uma proteina de
fusdo compreende (i) dois polipeptideos antigénicos com uma
sequéncia de aminoacidos compreendendo qualquer uma das SEQ ID
NOs: 3-8, ou fragmentos antigénicos das mesmas, e (i) uma porcao de
ligagéo a biotina compreendendo SEQ ID NO: 1 ou 2, ou fragmentos de
ligagdo a biotina. Em algumas de tais modalidades, pelo menos um
polipeptideo antigénico € ou compreende um polipeptideo SP0785 (por
exemplo, SEQ ID NOs: 3-5). Em algumas de tais modalidades, pelo
menos um polipeptideo antigénico € ou compreende um polipeptideo
SP1500 (por exemplo, SEQ ID NOs: 6-8).

[072] Em algumas modalidades, uma proteina de fuséo

compreende um ou mais polipeptideos homaologos aos polipeptideos de
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S. pneumoniae listados na Tabela 1, por exemplo, um polipeptideo
SP0785 ou um polipeptideo SP1500 isolado de diferentes sorotipos de
S. pneumoniae. Os sorotipos individuais de S. pneumoniae contém
numerosas mutagdes entre si, e algumas delas resultam em diferentes
sequéncias de proteinas entre os diferentes sorotipos. Um versado na
técnica pode facilmente substituir uma sequéncia de aminoacidos, ou
uma por¢cdo da mesma, pela sequéncia de aminoacidos homodloga de
um sorotipo diferente de S. pneumoniae. Em algumas modalidades, os
polipeptideos antigénicos tém pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com os polipeptideos listados
na Tabela 1, ou fragmentos antigénicos dos mesmos. A variagcao
sorotipica pode ser usada para projetar tais variantes dos polipeptideos
listados na Tabela 1.

[073] Em algumas modalidades, as proteinas de fusdo aqui
descritas compreendem um ou mais fragmentos de polipeptideos
listados na Tabela 1, por exemplo, fragmentos de ligagao de biotina de
rizavidina, fragmentos antigénicos de um polipeptideo SP0785 com ou
sem uma sequéncia de sinal, ou fragmentos antigénicos de um
polipeptideo SP1500 com ou sem uma sequéncia de sinal. Em algumas
modalidades, as proteinas de fusdo aqui descritas compreendem
mutantes de truncamento que sido préximos em tamanho aos
polipeptideos listados na Tabela 1. Por exemplo, podem faltar no
maximo um, dois, trés, quatro, cinco, dez ou vinte aminoacidos de um
ou ambos os terminais (referindo-se aos polipeptideos componentes em
uma proteina de fus&do). Em algumas modalidades, um fragmento € um
fragmento truncado de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1-8 sem 1-5, 1-
10 ou 1-20 residuos de aminoacidos do terminal N, terminal C ou
ambos, de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1-8. Em algumas
modalidades, um fragmento € um fragmento truncado de qualquer uma

das SEQ ID NOs: 1-8 sem residuos de aminoacidos 1-10 do terminal N,
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terminal C ou ambos, de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1- 8. Por
exemplo, um fragmento pode nao ter 10 residuos de aminoacidos tanto
no N-terminal quanto no C-terminal de qualquer uma das SEQ ID NOs:
1-8, resultando em uma proteina sem 20 residuos de aminoacidos.
Delecbes internas, por exemplo, de 1-10, 11-20, 21-30 ou 31-40
aminoacidos, também estdo contempladas.

[074] Em algumas modalidades, uma proteina de fuséo
compreende um polipeptideo N-terminal e um polipeptideo C-terminal.
Em algumas modalidades, um ou ambos do polipeptideo N-terminal e 0
polipeptideo C-terminal € um polipeptideo antigénico, por exemplo, um
polipeptideo  possuindo uma  sequéncia de  aminoacidos
compreendendo uma ou mais das SEQ ID NOs: 3-8, ou uma fragmento
ou variante do mesmo. Em algumas modalidades, um ou ambos do
polipeptideo N-terminal e o polipeptideo C-terminal € uma porgao de
ligacdo a biotina, por exemplo, um polipeptideo possuindo uma
sequéncia de aminoacidos compreendendo SEQ ID NO: 1 ou 2, ou um
fragmento de ligagdo a biotina do mesmo. Em algumas modalidades,
um do polipeptideo N-terminal ou o polipeptideo C-terminal é uma
porcdo de ligacdo a biotina, por exemplo, um polipeptideo possuindo
uma sequéncia de aminoacidos compreendendo SEQ ID NO: 1 ou 2, ou
um fragmento de ligagdo a biotina do mesmo, e o outro polipeptideo
terminal € um polipeptideo antigénico, por exemplo, um polipeptideo
possuindo uma sequéncia de aminoacidos compreendendo uma ou
mais das SEQ ID NOs: 3-8, ou um fragmento antigénico ou variante do
mesmo.

[075] Em algumas modalidades, o polipeptideo N-terminal e o
polipeptideo C-terminal estdo diretamente ligados um ao outro. Em
algumas modalidades, o polipeptideo N-terminal e o polipeptideo C-
terminal sdo ligados por meio de um peptideo ligante. O comprimento

e/ou aminoacidos de um ligante, quando presente, podem ser ajustados
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para obter um ligante mais flexivel, semirrigido ou rigido. Ligantes
peptidicos flexiveis exemplificativos sdo mostrados como SEQ ID NOs:
37-40. Um ligante pode geralmente ser de 1-40, como 3-10 ou 10-30 e
especificamente 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
ou 20 aminoacidos de comprimento. Em algumas modalidades, a
proteina de fusdo compreende um ligante. Em algumas modalidades, a
proteina de fusdo compreende dois ligantes. Em algumas modalidades,
um ou dois ligantes sdo selecionados de SEQ ID NO: 37 (GGGGSSS)
e SEQ ID NO: 38 (AAA). Em algumas modalidades, a proteina de fusao
compreende SEQ ID NO: 37 (GGGGSSS) e SEQ ID NO: 38 (AAA). Em
algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende uma sequéncia
de aminoacidos AAA residual de um sitio de restrigdo Not I. Em algumas
modalidades, a proteina de fusdo compreende um ligante de SEQ ID
NO: 37 (GGGGSSS) e uma sequéncia de aminoacidos AAA residual de
um sitio de restrigdo Not I.

Proteinas de fusdo exemplificativos sdo mostradas na Tabela 2.
Tabela 2. Proteinas de fusao exemplificativas

Nome e descrig¢ao da etiqueta de locus Proteina ONA
SEQ ID No. SEQ ID No.

SP1500-SP0785 17 27

SP0785-SP1500 18 28

Rhavi-SP1500-SP0785 19 29

Rhavi-SP0785-SP1500 20 30

SP1500-SP0785-Rhavi 21 31

SP0785-SP1500-Rhavi 22 32

Rhavi-ligante (GGGGSSS)-SP1500-ligante (AAA)-

SP0785 23 33

(também denotado CP1)

Rhavi-ligante (GGGGSSS) -SP0785-ligante (AAA)- o4 34

SP1500

SP1500-ligante (GGGGSSS)-SP0785-ligante o5 35

(AAA)-Rhavi

SP0785-ligante (GGGGSSS)-SP1500-ligante 6 36

(AAA)-Rhavi
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[076] Em algumas modalidades, a presente divulgagdo fornece
proteinas de fusdo com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97 %,
98%, 99%, 99,5% ou 100% de identidade de sequéncia com uma
proteina de fusdo listada na Tabela 2. Em algumas modalidades, uma
proteina de fusao € ou inclui uma sequéncia de aminoacidos com pelo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 100% de
identidade com qualquer uma das SEQ ID NOs: 17-26. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo é ou inclui uma sequéncia de
aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%,
99,5% ou 100% de identidade com a SEQ ID NO: 23 Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo € ou inclui uma sequéncia de
aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%,
99,5% ou 100% de identidade com CP1.

[077] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita compreende um fragmento antigénico de uma proteina de
fusdo mostrada na Tabela 2. Em algumas modalidades, uma proteina
de fusdo é ou inclui um fragmento antigénico de qualquer uma das SEQ
ID NOs: 17-26. Por exemplo, pode faltar no maximo um, dois, trés,
quatro, cinco, dez ou vinte aminoacidos do terminal N, terminal C, ou
ambos, em uma proteina de fusdo de qualquer uma das SEQ ID NOs:
17-26. Em algumas modalidades, o mesmo numero de residuos é
removido do terminal N e do terminal C, enquanto em outras
modalidades, um numero diferente de residuos € removido do terminal
N em comparagdo com o terminal C. Em algumas modalidades, uma
proteina de fus&do é ou inclui um fragmento antigénico de SEQ ID NO:
23. Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo é ou inclui um
fragmento antigénico de CP1.

[078] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita compreende uma porgcao de ligacdo a biotina. Em algumas

modalidades, a proteina de fusdo compreende uma porgao de ligacido a
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biotina e um ou mais antigenos polipeptidicos. Em algumas
modalidades, a proteina de fusdo compreende uma porgao de ligacédo a
biotina e dois ou mais antigenos polipeptidicos. Como utilizado neste
documento, uma "porcdo de ligagdo a biotina" refere-se a um
polipeptideo ou proteina de ligacdo a biotina, um fragmento de ligacéo
a biotina ou um dominio de ligagao a biotina do mesmo. Em algumas
modalidades, a porcdo de ligacdo a biotina da proteina de fusédo
compreende rizavidina ou um fragmento de ligagao a biotina da mesma,
conforme descrito adicionalmente em WO 2012/155053, cujos
conteudos s&o aqui incorporados por referéncia em sua totalidade.

[079] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita compreende uma porcdo de ligagdo a biotina que € ou
compreende um polipeptideo com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% ou 100 % de identidade com a sequéncia de SEQ
ID NO: 1 (rizavidina) ou fragmento de ligag&o a biotina da mesma. Em
algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende uma porcao de
ligacao a biotina que € ou compreende um polipeptideo com pelo menos
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade
com a sequéncia de SEQ ID NO:2 (aminoacidos 45-179 de rizavidina,
denotado Rhavi), ou fragmento de ligagcdo a biotina do mesmo. Em
algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende um polipeptideo
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com a
sequéncia de SEQ ID NO: 4 (aminoacidos 33-399 do polipeptideo
SP0785 de S. pneumoniae) ou um fragmento antigénico do mesmo. Em
algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende um polipeptideo
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com a
sequéncia de SEQ ID NO: 7 (aminoacidos 27-278 do polipeptideo S.

pneumoniae SP1500), ou um fragmento antigénico do mesmo.
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[080] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita compreende cada um de: (a) uma porgao de ligacéo a biotina
que é ou compreende um polipeptideo com pelo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com a
sequéncia de SEQ ID NO: 1 (rizavidina), ou fragmento de ligagdo de
biotina da mesma; (b) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ou 100% de identidade com a sequéncia de SEQ ID NO: 4
(aminoacidos 33-399 do polipeptideo SP0785 de S. pneumoniae), ou
um fragmento antigénico do mesmo; e (c) um polipeptideo
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com a
sequéncia de SEQ ID NO: 7 (aminoacidos 27-278 do polipeptideo S.
pneumoniae SP1500) ou um fragmento antigénico do mesmo. Em
algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende ainda um ou
mais ligantes. Em algumas modalidades, os um ou mais ligantes séo
selecionados de SEQ ID NO: 37 (GGGGSSS) e SEQ ID NO: 38 (AAA).
Em algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende uma
sequéncia de aminoacidos AAA residual de um sitio de restrigao Not I.
Em algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende um ligante
de SEQ ID NO: 37 (GGGGSSS) e uma sequéncia de aminoacidos AAA
residual de um sitio de restricdo Not I.

[081] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita compreende cada um de: (a) uma porgao de ligacdo a biotina
que é ou compreende um polipeptideo com pelo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com a
sequéncia de SEQ ID NO: 2 (aminoacidos 45-179 de rizavidina,
denotado Rhavi), ou fragmento de ligacao de biotina da mesma; (b) um
polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoacidos com pelo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de
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identidade com a sequéncia de SEQ ID NO: 4 (aminoacidos 33-399 do
polipeptideo SP0785 de S. pneumoniae), ou um fragmento antigénico
do mesmo; e (c) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100% de identidade com a sequéncia de SEQ ID NO: 5
(aminoacidos 27-278 do polipeptideo S. pneumoniae SP1500) ou um
fragmento antigénico do mesmo. Em algumas modalidades, a proteina
de fusdo compreende ainda um ou mais ligantes. Em algumas
modalidades, os um ou mais ligantes sao selecionados de SEQ ID NO:
37 (GGGGSSS) e SEQ ID NO: 38 (AAA). Em algumas modalidades, a
proteina de fusdo compreende uma sequéncia de aminoacidos AAA
residual de um sitio de restricdo Not I. Em algumas modalidades, a
proteina de fusdo compreende um ligante de SEQ ID NO: 37
(GGGGSSS) e uma sequéncia de aminoacidos AAA residual de um sitio
de restricdo Not |. Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo
aqui descrita compreende uma sequéncia de aminoacidos com pelo
menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100% de identidade com a sequéncia SEQ ID NO: 23. Em
algumas modalidades, a proteina de fusdo compreende a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO: 23. Em algumas modalidades, a proteina de
fusdo consiste na sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO: 23 (CP1).

[082] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita inclui uma variante ou fragmento de um polipeptideo listado na
Tabela 1. Em algumas modalidades, uma proteina de fusao aqui
descrita inclui um polipeptideo codificado por uma variante ou fragmento
de um gene listado na Tabela 1. Em algumas modalidades, um
fragmento incluido em uma proteina de fusdo aqui descrita € préximo
em tamanho a um polipeptideo de comprimento completo ou um
polipeptideo listado na Tabela 1. Por exemplo, podem faltar no maximo

um, dois, trés, quatro, cinco, dez, vinte ou trinta aminoacidos de um ou
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ambos os terminais. Em algumas modalidades, o fragmento possui 25-
50 aminoacidos de comprimento, ou 50-100, ou 100-150, ou 150-200,
ou 200-250, ou 250-300, ou 300-350 aminoacidos de comprimento. Em
algumas modalidades, os fragmentos resultam do processamento, ou
processamento parcial, de sequéncias de sinal por um hospedeiro de
expressao, por exemplo, E. coli, uma linhagem celular de inseto (por
exemplo, o sistema de expressdo de baculovirus) ou uma linhagem
celular de mamifero (por exemplo, ovario de humano ou hamster
chinés). Os fragmentos descritos acima ou subfragmentos dos mesmos
(por exemplo, fragmentos de 8-50, 8-30 ou 8-20 residuos de
aminoacidos) tém preferencialmente uma das atividades biologicas
descritas abaixo, como aumentar a quantidade de IL-17 liberada em
pelo menos 1,5 vezes ou 2 vezes ou mais (por exemplo, como uma
medida absoluta ou em relacdo a uma proteina de controle).

[083] A sequéncia de DNA e proteina de cada gene e polipeptideo
pode ser identificada procurando pelo a Etiqueta de Locus em um banco
de dados disponivel publicamente, por exemplo, Entrez Gene (no
website de NCBI NIH na World Wide Web, em www.ncbi.nlm.nih.
gov/sites/entrez?db = gene), no genoma TIGR4 de Streptococcus
pneumoniae, € as sequéncias indicadas também estdo incluidas no
escopo da presente divulgagéo.

[084] Certos polipeptideos da Tabela 1, variantes dos mesmos e
polipeptideos exemplificativos adicionais e ligantes que constituem
componentes de varias modalidades das proteinas de fusdo sao
descritos em mais detalhes abaixo.

Polipeptideos SP0785 (por exemplo, SEQ ID NOs: 3-5) e variantes
dos mesmos

[085] SP0785 é uma proteina hipotética conservada de S.
pneumoniae descrita em WO 2014/124228. Em algumas modalidades,

um polipeptideo SP0785 é uma proteina transportadora de efluxo
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conservada em cepas de S. pneumoniae. Em algumas modalidades, um
polipeptideo SP0785 € ou compreende um polipeptideo SP0785 de
comprimento completo. Por exemplo, em algumas modalidades, um
polipeptideo SP0785 de comprimento completo possui 399 aminoacidos
(38 kDa) e é representado pela sequéncia de aminoacidos conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 3. Prevé-se que os aminoacidos 1-32 de
SEQ ID NO: 3 sejam uma sequéncia de sinal e dominio transmembranar
de um polipeptideo SP0785 (aminoacidos 1-32 da proteina de
comprimento completo). Em algumas modalidades, uma proteina de
fusdo compreende um polipeptideo SP0785 de S. pneumoniae. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo compreende pelo menos
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 367 ou 399
aminoacidos consecutivos de um polipeptideo SP0785.

[086] Em algumas modalidades, um polipeptideo SP0785 da
proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 367 ou 399 aminoacidos consecutivos da
sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 3 [comprimento completo]. Em
algumas modalidades, um polipeptideo SP0785 da proteina de fusdo
compreende uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 60% ou
mais (incluindo, por exemplo, pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100%) idénticos a pelo menos 7,
8,9,10,11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 367 ou 399
aminoacidos consecutivos da sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 3
[comprimento completo].

[087] Em algumas modalidades, um polipeptideo SP0785 da
proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,

Peticéo 870210032450, de 09/04/2021, pag. 56/207



52/181

100, 150, 200, 250, 300, 350 ou 367 aminoacidos consecutivos da
sequéncia mostrada na SEQ ID NO: 4 [sequéncia de sinal menos e
dominio transmembranar]. Em algumas modalidades, um polipeptideo
SP0785 da proteina de fusdo compreende uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 60% ou mais (incluindo, por exemplo,
pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95 %, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100%) idéntica a pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19,20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150,
200, 250, 300, 350 ou 367 aminoacidos consecutivos da sequéncia
mostrada em SEQ ID NO: 4 [sequéncia de sinal negativo e dominio
transmembranar].

[088] A variacao da sequéncia ocorre ao nivel da proteina entre os
diferentes sorotipos de S. pneumoniae, e uma sequéncia de consenso
que ilustra combina¢des de sequéncias SP785 de diferentes sorotipos
de S. pneumoniae é fornecida como SEQ ID NO: 5. Consequentemente,
em algumas modalidades, a proteina de fusao inclui um polipeptideo
possuindo uma sequéncia de aminoacidos compreendendo, ou
consistindo em, SEQ ID NO: 5, ou um fragmento antigénico da mesma
(por exemplo, no lugar de um polipeptideo possuindo uma sequéncia de
aminoacidos compreendendo um de SEQ ID NO: 3 ou 4). Em algumas
modalidades, um polipeptideo SP0785 da proteina de fuséo
compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250,
300, 350, ou 367 aminoacidos consecutivos da sequéncia mostrada em
SEQ ID NO: 5 [consenso]. Em algumas modalidades, um polipeptideo
SP0785 da proteina de fusdo compreende uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 60% ou mais (incluindo, por exemplo,
pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95 %, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100%) idéntica a pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19,20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150,
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200, 250, 300, 350 ou 367 aminoacidos consecutivos da sequéncia
mostrada em SEQ ID NO: 5 [consensus].

[089] Uma sequéncia de nucleotideos exemplificativa que codifica
um polipeptideo SP0785 é fornecida aqui como SEQ ID NO: 11.
Polipeptideos SP1500 (por exemplo, SEQ ID NOs: 6-8) e variantes
das mesmas

[090] SP1500 € descrito em WO 2014/124228. Em algumas
modalidades, um polipeptideo SP1500 € um transportador de
Aminoacido ABC, polipeptideo de ligacdo de aminoacido conservado
em cepas de S. pneumoniae. Em algumas modalidades, um
polipeptideo SP1500 € ou compreende um polipeptideo SP1500 de
comprimento completo. Por exemplo, em algumas modalidades, um
polipeptideo SP1500 de comprimento completo possui 278 aminoacidos
(28 kDa) e é representado pela sequéncia de aminoacidos conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 6. Prevé-se que os aminoacidos 1-26 de
SEQ ID NO: 6 sejam uma sequéncia de sinal de um polipeptideo
SP1500 (aminoacidos 1-26 da proteina de comprimento completo). Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo compreende um
polipeptideo SP1500 de S. pneumoniae. Em algumas modalidades,
uma proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 150, 200, 252 ou 278 aminoacidos consecutivos de um
polipeptideo SP1500.

[091] Em algumas modalidades, um polipeptideo SP1500 da
proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 150, 200, 252, ou 278 aminoacidos consecutivos da sequéncia
mostrada em SEQ ID NO: 6 [comprimento completo]. Em algumas
modalidades, um polipeptideo SP1500 da proteina de fusédo

compreende uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 60% ou
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mais (incluindo, por exemplo, pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100%) idénticos a pelo menos 7,
8,9,10,11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 252, ou 278 aminoacidos
consecutivos da sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 6 [comprimento
completo].

[092] Em algumas modalidades, um polipeptideo SP1500 da
proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 150, 200, ou 252 aminoacidos consecutivos da sequéncia
mostrada na SEQ ID NO: 7 [sequéncia de sinal menos]. Em algumas
modalidades, um polipeptideo SP1500 da proteina de fuséo
compreende uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 60% ou
mais (incluindo, por exemplo, pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100%) idéntica a pelo menos 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, ou 252 aminoacidos consecutivos
da sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 7 [sequéncia de sinal menos].

[093] A variacao da sequéncia ocorre ao nivel da proteina entre os
diferentes sorotipos de S. pneumoniae, e uma sequéncia de consenso
que ilustra combinacdes de sequéncias SP1500 de diferentes sorotipos
de S. pneumoniae €& fornecida como SEQ ID NO: 8. Em algumas
modalidades, a proteina de fusao inclui um polipeptideo possuindo uma
sequéncia de aminoacidos compreendendo, ou consistindo em, SEQ ID
NO: 8, ou um fragmento antigénico da mesma (por exemplo, no lugar
de um polipeptideo possuindo uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo um de SEQ ID NO: 6 ou 7). Em algumas modalidades,
um polipeptideo SP1500 da proteina de fusdo compreende pelo menos
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, ou 252 aminoacidos
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consecutivos da sequéncia mostrada na SEQ ID NO: 8 [consensus]. Em
algumas modalidades, um polipeptideo SP1500 da proteina de fusdo
compreende uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 60% ou
mais (incluindo, por exemplo, pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100%) idéntica a pelo menos 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200 ou 252 aminoacidos consecutivos
da sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 8 [consensus].

[094] Uma sequéncia de nucleotideos exemplificativa que codifica
um polipeptideo SP1500 é fornecida aqui como SEQ ID NO: 14.
Rizavidina

[095] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita € um componente de complexos imunogénicos nao covalentes
do Sistema de Apresentagdo de Antigenos Multiplos (MAPS). Em
algumas modalidades, os complexos MAPS utilizam a ligagdo nao

covalente de alta afinidade (constante de dissociagdo [Kp] ~ 10-°M)

entre biotina, ou derivados de biotina, e rizavidina, uma proteina de
ligagdo a biotina que ndo possui homologia significativa predita com
proteinas humanas.

[096] Rizavidina é uma proteina dimérica de ocorréncia natural na
familia de proteinas avidina, foi descoberta pela primeira vez em
Rhizobium etli, uma bactéria simbidtica do feijao comum. A rizavidina
possui apenas 22% de identidade de aminoacidos com a avidina de
frango, uma proteina comumente encontrada em ovos, mas com alta
conservagao de residuos de aminoacidos envolvidos na ligagdo da
biotina [Helppolainen et al, 2007]. Em algumas modalidades, a
sequéncia de nucleotideos da rizavidina é apresentada na SEQ ID NO:
9. Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos de rizavidina
€ apresentada na SEQ ID NO: 1. Prevé-se que os aminoacidos 1-44 da

SEQ ID NO: 1 sejam sequéncias de sinal de rizavidina (aminoacidos 1-
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44 da proteina de comprimento completo). Em algumas modalidades,
uma proteina de fusdo compreende rizavidina. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, ou 179 aminoacidos consecutivos de um
polipeptideo de rizavidina.

[097] Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 150 ou 179 aminoacidos consecutivos da sequéncia mostrada na
SEQ ID NO: 1 [comprimento completo]. Em algumas modalidades, um
polipeptideo de rizavidina da proteina de fusdo compreende uma
sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 60% ou mais (incluindo,
por exemplo, pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95 %, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100%) idénticos a pelo menos 7, 8, 9, 10, 11,12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 150, ou 179 aminoacidos consecutivos da sequéncia mostrada
em SEQ ID NO: 1 [comprimento completo].

[098] Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo compreende pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100 ou 135 aminoacidos consecutivos da sequéncia mostrada na SEQ
ID NO: 2 [sequéncia de sinal menos]. Em algumas modalidades, um
polipeptideo de rizavidina da proteina de fusdo compreende uma
sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 60% ou mais (incluindo,
por exemplo, pelo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100%) idéntica a pelo menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19,20, 25, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100 ou 135 aminoacidos consecutivos da sequéncia mostrada em

SEQ ID NO: 2 [sequéncia de sinal menos].
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[099] Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 50-179 da SEQ ID
NO: 1. Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 55-179 da SEQ ID
NO: 1. Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 60-179 da SEQ ID
NO: 1. Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 65-179 da SEQ ID
NO: 1.

[100] Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 45-175 da SEQ ID
NO: 1. Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 45-171 da SEQ ID
NO: 1. Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 45-167 da SEQ ID
NO: 1. Em algumas modalidades, um polipeptideo de rizavidina da
proteina de fusdo € ou compreende os aminoacidos 45-163 da SEQ ID
NO: 1.

Ligante ou espacador

[101] Em algumas modalidades, uma proteina de fuséo
compreende um ou mais ligantes. Em algumas modalidades, um ligante
€ ou compreende um ou mais aminoacidos. Em algumas modalidades,
uma proteina de fusdo compreende um polipeptideo antigénico unido a
uma porgao de ligagdo a biotina por um ligante. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo compreende um primeiro
polipeptideo antigénico, um segundo polipeptideo antigénico, uma
porcdo de ligacdo a biotina e pelo menos um ligante. Em algumas
modalidades, o primeiro polipeptideo antigénico e o segundo
polipeptideo antigénico sdo unidos por um ligante. Em algumas

modalidades, o primeiro polipeptideo antigénico ou o segundo
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polipeptideo antigénico sédo unidos a porcao de ligagao a biotina por um
ligante. Em algumas modalidades, o primeiro polipeptideo antigénico e
0 segundo polipeptideo antigénico sao unidos por um primeiro ligante;
e o0 primeiro polipeptideo antigénico ou o segundo polipeptideo
antigénico sado unidos a porcao de ligacdo a biotina por um segundo
ligante.

[102] Em algumas modalidades, um ligante interpde uma estrutura
entre duas fragdes de proteina. Em algumas modalidades, a estrutura &
ou compreende uma a-hélice. Em algumas modalidades, a estrutura &
ou compreende uma fita 3. Em algumas modalidades, a estrutura € ou
compreende uma bobina / curva. Em algumas modalidades, a estrutura
€ ou compreende uma volta. Em algumas modalidades, um ligante
diminui o impedimento estérico entre duas fragcbes de proteina unidas
pelo ligante. Em algumas modalidades, um ligante diminui as interagdes
desfavoraveis entre duas fragbes de proteina unidas pelo ligante. Em
algumas modalidades, um ligante compreende uma mistura de residuos
de glicina e serina. Em algumas modalidades, o ligante pode
compreender adicionalmente residuos de treonina, prolina e/ou alanina.
Em algumas modalidades, um ligante é hidrofilico. Em algumas
modalidades, um ligante € hidrofobico. Em algumas modalidades, um
ligante aumenta a estabilidade da proteina de fusao contendo o ligante.
[103] Em algumas modalidades, um ligante n&o interfere com o
dobramento de um polipeptideo antigénico ao qual esta unido. Em
algumas modalidades, um ligante ndo interfere com a antigenicidade de
um polipeptideo antigénico ao qual esta unido. Em algumas
modalidades, um ligante n&o reduz a antigenicidade de um polipeptideo
antigénico ao qual esta unido. Em algumas modalidades, um ligante ndo
elimina a antigenicidade de um polipeptideo antigénico ao qual esta
unido. Em algumas modalidades, o efeito do ligante € determinado

comparando o polipeptideo com o polipeptideo unido ao ligante.
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[104] Em algumas modalidades, um ligante n&o interfere com o
dobramento de uma porgao de ligacao a biotina ao qual esta unido. Em
algumas modalidades, um ligante n&o interfere com a capacidade de
ligacdo a biotina de uma porcao de ligagao a biotina a qual esta unido.
Em algumas modalidades, um ligante ndo reduz a capacidade de
ligacao da biotina de uma porcao de ligacéo a biotina ao qual esta unido.
Em algumas modalidades, um ligante ndo elimina a capacidade de
ligacao a biotina de uma porcao de ligagao a biotina a qual esta unido.
Em algumas modalidades, o efeito do ligante é determinado
comparando a porcao de ligacdo a biotina com a porcédo de ligacao a
biotina unida ao ligante.

[105] Em algumas modalidades, um ligante n&o é antigénico. Em
algumas modalidades, um ligante nao elicia uma resposta de células T.
Em algumas modalidades, um ligante nao elicita uma resposta de
células B. Em algumas modalidades, um ligante ndo induz uma resposta
de células T ou células B.

[106] Em algumas modalidades, um ligante compreende dois ou
mais aminoacidos. Em algumas modalidades, um ligante pode ser 3-
100, 5-100, 10-100, 20-100 30-100, 40-100, 50-100, 60-100, 70-100, 80-
100, 90-100, 5-55, 10-50, 10-45, 10-40, 10-35, 10-30, 10-25, 10-20, 10-
15, 3-10, 3-9, 3-8, 3 -7, 3-6, 3-5, 3-4 ou 2-3 aminoacidos de
comprimento. Em algumas modalidades, um ligante compreende entre
10-100, 10-90, 10-80, 10-70, 10-60, 10-50, 10-40, 10-30, 10-20, 10-15
aminoacidos. Em algumas modalidades, o ligante compreende pelo
menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90
ou 95 aminoacidos. Em algumas modalidades, um ligante é ou
compreende 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100 aminoacidos.

[107] Em algumas modalidades, um ligante € um ligante flexivel.

Os ligantes flexiveis podem ser uteis para unir dominios que requerem
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um certo grau de movimento ou interagdo e podem incluir pequenos
aminoacidos nao polares (por exemplo, Gly) ou polares (por exemplo,
Ser ou Thr). A incorporagcdo de Ser ou Thr também pode manter a
estabilidade do ligante em solu¢gdes aquosas por meio da formagao de
ligacdes de hidrogénio com as moléculas de agua e, portanto, reduzir
as interagdes desfavoraveis entre o ligante e as fragdes de proteina. Em
algumas modalidades, um ligante compreende pequenos aminoacidos
nao polares (por exemplo, Gly) ou polares (por exemplo, Ser ou Thr).
Em algumas modalidades, um ligante € um ligante Gly-Ser.

[108] Em algumas modalidades, um ligante é ou compreende uma
sequéncia de aminoacidos de GGGGSSS (SEQ ID NO: 37). Em
algumas modalidades, um ligante € ou compreende uma sequéncia de
(GGGGS), (SEQ ID NO: 39) onde n representa o numero de unidades
GGGGS de repeticadoe €1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 ou mais. Em algumas modalidades, um ligante
polipeptidico pode ter uma sequéncia de aminoacidos que € ou
compreende GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:41) (isto é,
(GGGGS)3) ou GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(SEQ ID NO:42) (isto é, (GGGGS)s). Em algumas modalidades, um
ligante compreende um ou mais de Gly, Ser, Thr, Ala, Lys e Glu. Em
algumas  modalidades, um ligante €& ou compreende
KESGSVSSEQLAQFRSLD (SEQ ID NO: 43). Em algumas
modalidades, um ligante é ou compreende EGKSSGSGSESKST (SEQ
ID NO: 44). Em algumas modalidades, um ligante € ou compreende
(Gly)n (SEQ ID NO: 45) onde n representa o numero de residuos Gly
repetidose é 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 25, 30 ou mais. Em algumas modalidades, um ligante é ou
compreende GGG. Em algumas modalidades, um ligante é ou
compreende (Gly)s (SEQ ID NO: 40). Em algumas modalidades, um
ligante € ou compreende (Gly)s (SEQ ID NO: 46). Em algumas
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modalidades, um ligante € ou compreende GSAGSAAGSGEF (SEQ ID
NO: 47). Em algumas modalidades, um ligante € ou compreende uma
sequéncia de aminoacidos de AAA (SEQ ID NO:38).

[109] Em algumas modalidades, um ligante € um ligante rigido. Os
ligantes rigidos s&o uteis para manter uma distancia fixa entre os
dominios e manter suas fungdes independentes. Os ligantes rigidos
também podem ser uteis quando uma separacéo espacial dos dominios
€ critica para preservar a estabilidade ou bioatividade de um ou mais
componentes na fusdo. Em algumas modalidades, um ligante € ou
compreende (EAAAK), (SEQ ID NO: 48) onde n representa o numero
de unidades EAAAK de repeticdoe e 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17,18, 19, 20, 25, 30 ou mais. Em algumas modalidades,
um ligante é ou compreende A(EAAAK).A, (SEQ ID NO:49) onde n
representa o numero de unidades EAAAK de repeticao e é 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 ou mais. Em
algumas modalidades, um ligante € ou compreende A (EAAAK),A, onde
n representa o numero de unidades EAAAK de repeticdo e € 2, 3, 4 ou
5. Em algumas modalidades, um ligante €& ou compreende
A(EAAAK)sALEA(EAAAK)A  (SEQ ID  NO:50). Em algumas
modalidades, um ligante € ou compreende [A(EAAAK).A]lm, (SEQ ID
NO:51)emquené 2, 3oud4 emé 1ou 2. Em algumas modalidades,
um ligante é ou compreende AEAAAKEAAAKA (SEQ ID NO: 52).

[110] Em algumas modalidades, um ligante € ou compreende (X-
Pro), (SEQ ID NO: 53), com X designando qualquer aminoacido, onde
n representa o numero de unidades X-Pro repetidas e é 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 ou mais. Em
algumas modalidades, um ligante € ou compreende (Ala-Pro), (SEQ ID
NO: 54), em que n representa o numero de unidades Ala-Pro repetidas
eée1,23,4,56,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25,

30 ou mais. Em algumas modalidades, um ligante € ou compreende
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(Ala-Pro),, onde n representa o numero de unidades Ala-Pro de
repeticioe € 5,6, 7,8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16 ou 17.

[111] Em algumas modalidades, um ligante € ou compreende (Lys-
Pro), (SEQ ID NO: 55), onde n representa o numero de unidades Lys-
Pro repetidas e € 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 25, 30 ou mais. Em algumas modalidades, um ligante € ou
compreende (Glu-Pro), (SEQ ID NO: 56), em que n representa o numero
de unidades Glu-Pro repetidase é 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 ou mais. Em algumas modalidades,
um ligante é ou compreende (Ala-Pro); (SEQ ID NO: 57).

[112] Em algumas modalidades, um ligante € ou compreende
GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAP (ligante GAG, SEQ ID NO: 58). Em
algumas  modalidades, um ligante €& ou compreende

GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGGGGGAP
(ligante GAG2, SEQ ID NO: 59). Em algumas modalidades, um ligante
e ou compreende
GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGG
GGAAAAAGGGGGGAP (ligante GAG3, SEQ ID NO: 60).

[113] Ligantes ou espagadores adequados também incluem
aqueles que tém uma sequéncia de aminoacidos de pelo menos 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais homodlogos ou idénticos aos
ligantes exemplares acima.

[114] Ligantes adicionais adequados para uso com algumas
modalidades podem ser encontrados na Publicagdo de Patente U.S.
2012/0232021, depositada em 2 de margo de 2012, e [Chen, 2013],
cujas divulgagdes sao incorporadas neste documento por referéncia em
sua totalidade.

Proteinas de fusao marcadas

[115] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
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descrita pode compreender uma etiqueta. Uma etiqueta pode ser N-
terminal ou C-terminal. Por exemplo, as etiquetas podem ser
adicionadas a um polipeptideo (por meio de adicbes ou modificacdes na
sequéncia de DNA codificadora) para facilitar a purificagao, deteccéo,
solubilidade ou conferir outras caracteristicas desejaveis a proteina. Em
algumas modalidades, uma etiqueta pode ser um peptideo,
oligopeptideo ou polipeptideo que pode ser usada na purificacédo por
afinidade. Em algumas modalidades, uma etiqueta é, compreende ou &
derivada de um ou mais de poli-histidina (His), Glutationa S-transferase
(GST), purificacdo de afinidade em tandem (TAP), FLAG, myc,
hemaglutinina de influenza humana (HA), maltose proteina de ligacéo
(MBP), glicoproteina viral de estomatite vesicular (VSV-G), tiorredoxina,
V5, avidina, estreptavidina, proteina carreadora de biotina carboxil
(BCCP), calmodulina, Nus, etiquetas S, lipoproteina D e galactosidase.
Em algumas modalidades, uma etiqueta His é ou compreende uma
sequéncia de aminoacidos de Hn, em que n € um numero inteiro entre 2
e 10. As etiquetas His exemplificativas incluem HHHHHH (SEQ ID NO:
15) e MSYYHHHHHH (SEQ ID NO: 16). Em outras modalidades, a
proteina de fusdo esta livre de etiquetas, como etiquetas de purificacéo
de proteina, e € purificada por um método que nao depende de afinidade
para uma etiqueta de purificacdo. Em algumas modalidades, a proteina
de fusdo compreende ndao mais que 1, 2, 3, 4, 5, 10 ou 20 aminoacidos
adicionais em um ou ambos os terminais de um polipeptideo da Tabela
1 ou proteina de fusao da Tabela 2.

[116] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita pode conter uma sequéncia de translocacdo de membrana
(MTS), para facilitar a introdugdo da proteina de fusdo em uma célula
de mamifero e a estimulacdo subsequente da resposta imune mediada
por células. Sequéncias de translocacdo de membrana exemplificativas

incluem a regido hidrofébica na sequéncia de sinal do fator de
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crescimento de fibroblastos de Kaposi, o MTS de uma sinucleina, a
terceira hélice do homeodominio da Antnapedia, SN50, integrina 3 h-
regidao, HIV Tat, pAntp, PR-39, abaecina, apidaecina, Bac5, Bac7,
proteina CS de P. berghei, e aqueles MTSs descritos na Patente US
6.248, 558, 6.432.680 e 6.248.558.

Acidos Nucleicos

[117] Em algumas modalidades, a presente divulgagdo fornece
acidos nucleicos, por exemplo, DNA, RNA ou analogos dos mesmos,
que codificam um ou mais dos polipeptideos e/ou proteinas de fusdo
aqui descritos. Uma sequéncia de DNA subjacente para os
polipeptideos aqui descritos pode ser modificada de maneiras que néo
afetam a sequéncia do produto de proteina, e tais sequéncias estao
incluidas na invencdo. Em algumas modalidades, uma sequéncia de
DNA pode ser otimizada por codons para melhorar a expressao em um
hospedeiro, como uma linhagem celular bacteriana, por exemplo, E.
coli, uma linhagem celular de inseto (por exemplo, usando o sistema de
expressao de baculovirus) ou uma linhagem celular de mamifero (por
exemplo, ovario de humano ou hamster chinés).

[118] Em algumas modalidades, a presente divulgagdo fornece
acidos nucleicos, por exemplo, DNA, RNA ou analogos dos mesmos,
que sao pelo menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, 99,5
% ou 100% idénticos a uma sequéncia de acido nucleico fornecida na
Tabela 1, Tabela 2, ou uma variante ou porcdo dos mesmos. Em
algumas modalidades, o acido nucleico possui 600-2000, 800-1800,
1000-1600, 1200-1400 nucleotideos de comprimento. Em algumas
modalidades, o acido nucleico possui 600-1600, 800-1800, 1000-2000,
2000-3000 ou 3000-4000 nucleotideos de comprimento. Em algumas
modalidades, um &acido nucleico pode ser usado para a producdo
recombinante de um polipeptideo ou proteina de fusdo da Tabela 1 ou

Tabela 2, ou fragmentos antigénicos dos mesmos. Em algumas
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modalidades, um acido nucleico pode ser usado como vacina.

[119] As sequéncias de acido nucleico que codificam variantes de
SP0785 (SEQ ID NOs: 3 e 4) sao fornecidas como SEQ ID NOs: 11 e
12. As sequéncias de acido nucleico que codificam variantes de SP1500
(SEQ ID NOs: 6 e 7) sao fornecidas como SEQ ID NOs: 13 e 14. As
sequéncias de acido nucleico que codificam diferentes proteinas de
fusdo (SEQ ID NOs: 17-26) sao fornecidas como SEQ ID NOs: 27-36.
Em todos os casos, devido a degenerescéncia no codigo genético,
outras sequéncias de DNA (incluindo multiplas sequéncias otimizadas
por cddons) poderiam ser contempladas por aqueles versados comuns
para codificar tais polipeptideos e proteinas de fusao.

[120] Os acidos nucleicos que codificam polipeptideos ou
proteinas de fusdo da Tabela 1 ou Tabela 2, ou fragmentos dos
mesmos, podem ser clonados em qualquer uma de uma variedade de
vetores de expressao, sob o controle de uma variedade de elementos
regulatorios, e fusdes podem ser criadas com outras sequéncias de
interesse. Os métodos de clonagem de acidos nucleicos sao rotineiros
e convencionais na técnica. Para referéncias gerais que descrevem
meétodos de biologia molecular que sdo mencionados neste pedido, por
exemplo, isolamento, clonagem, modificacdo, marcagdo, manipulacéo,
sequenciamento e de outra forma tratamento ou analise de acidos
nucleicos e/ou proteinas, ver, por exemplo, Sambrook et al,1989;
Ausubel et al,1995; Davis et al, 1986; Hames et al, 1985; Dracopoli et
al, 2018; and Coligan et al, 2018.

Usos de proteinas de fusao

[121] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita ndo possui, ou possui atividade hemolitica minima. Por
exemplo, em algumas modalidades, a atividade hemolitica de uma
proteina de fusdo aqui descrita pode ser estabelecida por turbidimetria

(ODa20) ap0s a incubagéo da proteina de fusdo em diferentes diluigbes
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com glébulos vermelhos (por exemplo, eritrécitos de ovelha), para
determinar a concentracdo de proteina em quais 50% dos glébulos
vermelhos sao lisados. Em algumas de tais modalidades, a atividade
hemolitica de uma proteina de fusdo aqui descrita pode ser
caracterizada por uma OD420 menor que 0,4 ou menor, incluindo, por
exemplo, menor que 0,3, menor que 0,25, menor que 0,2 ou menor, para
uma determinada concentrag&o de proteina.

[122] Em algumas modalidades, os polipeptideos de S.
pneumoniae e as proteinas de fusdo aqui descritas, e fragmentos e
variantes dos mesmos, sao imunogénicos. Estes polipeptideos e
proteinas de fusdo podem ser imunogénicos em mamiferos, por
exemplo, camundongos, ratos, porquinhos-da-india ou humanos. Um
polipeptideo antigénico ou proteina de fusdo é tipicamente aquele capaz
de aumentar uma resposta imune significativa em um ensaio ou em um
sujeito. A resposta imune pode ser inata, humoral, mediada por células
ou mucosas (combinando elementos da imunidade inata, humoral e
mediada por células). Por exemplo, um polipeptideo antigénico ou
proteina de fusdo pode aumentar a quantidade de IL-17 produzida por
células T. Alternativamente ou adicionalmente, um polipeptideo
antigénico ou proteina de fusdo pode (i) induzir a producédo de
anticorpos, por exemplo, anticorpos neutralizantes, que se ligam ao
polipeptideo e/ou a bactéria inteira, (ii) induzir imunidade Th17, (iii) ativar
a resposta de células T CD4+, por exemplo, aumentando o numero de
células T CD4 + e/ou aumentar a localizagdo de células T CD4 + no
local de infecgdo ou reinfeccao, (iv) ativar a resposta de células T CD8
+, por exemplo, aumentando o numero de células T CD8+ e/ou
aumentando a localizagao de células T CD8 + no local de infeccéo ou
reinfecgao, (v) ativar a resposta CD4 + e CD8 +, (vi) ativar imunidade
CD4- / CD8-, (vii) induzir imunidade Th1, (viii) induzir peptideos

antimicrobianos, (ix) ativar a imunidade inata ou qualquer combinacao

Peticdo 870210032450, de 09/04/2021, pag. 71/207



67/181

dos anteriores. Em algumas modalidades, um polipeptideo antigénico
ou proteina de fusdo induz a produgcao de uma quantidade detectavel
de anticorpo especifico para esse antigeno.

[123] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita € um antigeno ou possui propriedades antigénicas. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui descrita € uma
proteina transportadora ou possui propriedades transportadoras. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui descrita é um
antigeno e uma proteina transportadora. Em algumas modalidades,
uma proteina de fusdo aqui descrita possui propriedades
transportadoras e propriedades antigénicas.

[124] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita € um antigeno de um complexo imunogénico (por exemplo, um
complexo de Sistema de Apresentacdo de Antigenos Multiplos (MAPS)
conforme descrito em WO 2012/155007, cujo conteudo total é
incorporado aqui por referéncia para os fins indicados aqui). Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui descrita € uma
proteina transportadora de um complexo imunogénico. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo aqui descrita é uma proteina
transportadora e um antigeno de um complexo imunogénico.

[125] Em algumas modalidades, os polipeptideos das proteinas de
fusdo aqui descritas tém menos de 20%, 30%, 40%, 50%, 60% ou 70%
de identidade com autoantigenos humanos e/ou bactérias comensais
intestinais  (por exemplo, certas espécies Bacteroides, Clostridium,
Fusobacterium,  Eubacterium, Ruminococcus, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Escherichia, e Lactobacillus).
Exemplos de autoantigenos humanos incluem insulina, antigeno
nuclear de proliferagao celular, citocromo P450 e proteina basica de
mielina.

[126] Um polipeptideo incluido em uma proteina de fusdo aqui
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descrita pode compreender uma ou mais por¢cdes imunogénicas e uma
ou mais porgcdes ndo imunogénicas. As por¢gdes imunogénicas podem
ser identificadas por varios métodos, incluindo microarranjos proteicos,
técnicas ELISPOT/ELISA e/ou ensaios especificos sobre diferentes
mutantes de exclusao (por exemplo, fragmentos) do polipeptideo em
questdo. As porgdes imunogénicas também podem ser identificadas por
algoritmos de computador. Alguns algoritmos, como o EpiMatrix
(produzido pela EpiVax), usam uma abordagem de matriz
computacional. Outras ferramentas computacionais para identificar
epitopos antigénicos incluem PEPVAC (Promiscuous EPitope-based
VACcine, hospedado por Dana Farber Cancer Institute na world wide
web em immunax.dfci.harvard.edu/PEPVAC), MHCPred (que usa uma
abordagem de minimos quadrados parciais e € hospedado pelo The
Jenner Institute na world wide web em www.jenner. ac.uk/MHCPred) e
algoritmos de banco de dados de epitopos imunolégicos na World Wide
Web em tools.immuneepitope.org. Um fragmento antigénico de um
polipeptideo aqui descrito compreende pelo menos uma porgéo
imunogénica, medida experimentalmente ou identificada por algoritmo
(por exemplo, o algoritmo SYFPEITHI encontrado em
www.syfpeithi.de).

[127] Os epitopos previstos representativos de SP0785 e SP1500
sdo apresentados na Tabela 3 e na Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3. 20 de 353 sitios principais de ligagcao de MHC Il preditos
totais (HLA-DRB1*0101) de um  polipeptideo SP0785

exemplificativo

. i L . Classificacao
Alelo # |Inicio |Fim |Sequéncia Método usado
percentual

HLA- Consenso

1 253 267 | SPAAGNNTGSKYPYT 93,69
DRB1*01:01 (CombLib., SMM,NN)
HLA- Consenso

1 1302 316 | VMDDSKNYVWIVDEQ 91,95
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
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. i _ . Classificacao
Alelo # |Inicio |Fim |Sequéncia Método usado
percentual

HLA- Consenso

1 1252 266 | ASPAAGNNTGSKYPY 90,60
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 251 265 | AASPAAGNNTGSKYP 90,11
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 1325 339 | SLGNADAENQEITSG . 89,98
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 |224 238 | FTSKVYPDKKWTGKL 89,54
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 |268 282  |IDVTGEVGDLKQGFS 89,54
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 1352 366 | SSLEEGKEVKADEAT 89,54
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 1353 367 | SLEEGKEVKADEATN 89,54
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 |267 281 | TIDVTGEVGDLKQGF 89,24
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 |255 269 | AAGNNTGSKYPYTID 89,19
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 1110 124 | PQLPAPVGGEDATVQ 89,05
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 111 125 | QLPAPVGGEDATVQS 89,05
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 1112 126  |LPAPVGGEDATVQSP 89,05
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 1113 127 | PAPVGGEDATVQSPT 89,05
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 114 128 | APVGGEDATVQSPTP 89,05
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

1 |254 268 | PAAGNNTGSKYPYTI 88,73
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
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. i _ . Classificagao
Alelo # |Inicio |Fim |Sequéncia Método usado
percentual

HLA- Consenso

256 270 | AGNNTGSKYPYTIDV 88,21
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

225 239 | TSKVYPDKKWTGKLS 87,42
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)
HLA- Consenso

223 237 | SFTSKVYPDKKWTGK . 86,32
DRB1*01:01 (comblib.,smm,nn)

Tabela 4. 20 de 239 sitios principais de ligagcao de MHC Il preditos

totais (HLA-DRB1*0101) de um  polipeptideo SP1500
exemplificativo
. i . . Classificagao
Alelo # |Inicio |[Fim |Peptideo Método usado
percentual

HLA- Consenso

1 1125 139 | AQAGSSGYADFEANP 93,70
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 |54 68 TVNWQPIDWDLKEAE . 90,32
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 1146 160 | VANKEANQYQTFNEA 90,02
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 |53 67 ITVNWQPIDWDLKEA 89,97
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 |52 66 GITVNWQPIDWDLKE 89,54
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 155 69 VNWQPIDWDLKEAEL 89,54
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 1228 242 | KDGKFQEISQKWFGE 89,54
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

11229 243 | DGKFQEISQKWFGED 89,54
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

11230 244 | GKFQEISQKWFGEDV 89,54
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
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. i . . Classificagao
Alelo # |Inicio |[Fim |Peptideo Método usado
percentual

HLA- Consenso

1 231 245 KFQEISQKWFGEDVA . 89,54
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 239 253 WFGEDVATKEVKEGQ 89,54
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 124 138 GAQAGSSGYADFEAN 89,06
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 227 241 YKDGKFQEISQKWFG 88,56
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 220 234 NEAFSSLYKDGKFQE 87,65
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 51 65 YGITVNWQPIDWDLK 85,94
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 78 92 WNGYSATDERREKVA 85,92
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 208 222 | ARKEDTNLVKKINEA . 85,34
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 82 96 SATDERREKVAFSNS 84,78
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 79 93 NGYSATDERREKVAF 84,52
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
HLA- Consenso

1 80 94 GYSATDERREKVAFS 84,52
DRB1*01:01 (comb.lib./smm/nn)
Composicoées imunogénicas e vacina
[128] A presente divulgacdo também fornece composicdes

imunogénicas (por exemplo, composicdes de vacina) de, ou
compreendendo, uma ou mais proteinas de fusdo aqui descritas. Em
algumas modalidades, a composicao imunogénica compreende uma ou
mais proteinas de fusdo com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% ou 100% de identidade de sequéncia com uma

proteina de fusdo listada na Tabela 2. Em algumas modalidades, a
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composigao imunogénica compreende uma proteina de fusdo que € ou
inclui uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 100% de identidade a qualquer uma
das SEQ ID NOs: 17-26. Em algumas modalidades, a composi¢ao
imunogénica compreende uma proteina de fusdo que é ou inclui uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou 100% de identidade para SEQ ID NO: 23. Em
algumas modalidades, a composicdo imunogénica compreende uma
proteina de fusdo que € ou inclui uma sequéncia de aminoacidos com
pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 100% de
identidade ao CP1 (por exemplo, conforme descrito na Figura 1).

[129] Em algumas modalidades, uma composi¢gdo imunogénica
também pode compreender porcdes de proteinas de fusdo aqui
descritas, por exemplo, mutantes de delecdo interna, mutantes de
truncamento e fragmentos. Em algumas modalidades, as por¢cdes das
referidas proteinas de fusdo sao imunogénicas. A imunogenicidade de
uma por¢cdo de uma proteina de fusdo é prontamente determinada
usando 0s mesmos ensaios que sao usados para determinar a
imunogenicidade da proteina de fusdo de comprimento total. Em
algumas modalidades, a por¢cdo da proteina de fusdo possui
substancialmente a mesma imunogenicidade que a proteina de fusdo
de comprimento total. Em algumas modalidades, a imunogenicidade
nao € inferior a 10%, 20%, 30%, 40% ou 50% daquela das proteinas de
fusdo da Tabela 2.

Composicoes imunogénicas e vacina de multiplos componentes

[130] Em algumas modalidades, uma composicdo imunogénica
aqui descrita (por exemplo, uma composi¢cdo de vacina) inclui uma
proteina de fusdo aqui descrita e, adicionalmente, um ou mais, ou dois
ou mais, antigenos de S. pneumoniae conhecidos. Em alguns casos, os

antigenos de S. pneumoniae conhecidos sdo predominantemente alvos
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de anticorpos. Em alguns casos, os antigenos de S. pneumoniae
conhecidos sao polissacarideos. Em alguns casos, os antigenos de S.
pneumoniae conhecidos protegem da colonizagao de S. pneumoniae ou
de sepse induzida por S. pneumoniae, pneumonia, meningite, otite
meédia, sinusite ou infeccdo de outros locais ou o6rgédos por S.
pneumoniae.

[131] Uma classe apropriada de antigenos de S. pneumoniae
reconhecida na técnica é a proteina A de superficie pneumocécica
(PspA) e derivados de PspA. Derivados de PspA incluem segmentos
ricos em prolina com o bloco ndo prolina (PR+NPB, também referido
como PRN e adicionalmente descrito em Daniels et al, 2010), e
construtos relacionados compreendendo todos ou um fragmento da
regido rica em prolina de PspA (por exemplo, regides contendo uma ou
mais das sequéncias PAPAP, PKP, PKEPEQ e PEKP e opcionalmente
incluindo um bloco n&o prolina). Em algumas modalidades, fragmentos
ou variantes de PspA compreendem segmentos ricos em prolina com o
bloco ndo prolina e 10, 20, 30, 40 ou mais aminoacidos adicionais da
sequéncia de PspA. Os peptideos contendo o NPB sao particularmente
imunogénicos, sugerindo que o NPB pode ser um epitopo importante.
[132] Outra classe apropriada de antigeno de S. pneumoniae
reconhecida na técnica sado os pneumolisoides. Os pneumolisoides tém
homologia com a proteina pneumolisina de S. pneumoniae (PLY ou Ply),
mas apresentam toxicidade reduzida em comparacdo com a
pneumolisina. Os pneumolisoides podem ser derivados de
pneumolisina de ocorréncia natural ou de engenharia. Em algumas
modalidades, um pneumolisoide possui pelo menos 70%, 80%, 85%,
90%., 95%, 96%, 97 %, 98% ou 99% de identidade com a pneumolisina.
Em algumas modalidades, o pneumolisoide demonstra menos da
metade, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500 ou 1/1000 da toxicidade

da pneumolisina em um ensaio para um ou ambos da atividade
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hemolitica para os eritrocitos quanto da inibicdo dos leucécitos
polimorfonucleares. Ambos os ensaios sdo descritos em Saunders et al,
1989. Pneumolisoides exemplificativos incluem PdT, um mutante triplo
descrito adicionalmente em Berry et al, 1995; Pd-A e Pd-B,
adicionalmente descritos em Paton et al, 1991; rPd2 e rPd3, descritos
posteriormente em Ferreira et al, 2006; Ply8, MPLY e L460D, descritos
adicionalmente em, por exemplo, US 2009/0285846 e L. Mitchell, 2011;
ou variantes dos mesmos. Em algumas modalidades, a pneumolisina
possui uma mutagdo no centro catalitico, como no aminoacido 428 ou
433 ou sua vizinhanga.

[133] Outros antigenos de S. pneumoniae apropriados incluem
proteina A de ligacdo a colina (CbpA) e derivados dos mesmos
(Ogunniyi et al, 2001); adesina A de superficie pneumocécica (PsaA);
protease caseinolitica; sortase A (SrtA); adesina RrgA do pilus 1; PpmaA;
PrtA; PavA; LytA; Stk-PR; PcsB; RrgB e derivados dos mesmos.
Derivados de CpbA incluem construcbes descritas em WO
2012/134975. Tais construtos podem compreender uma ou mais copias
do dominio R2, subdominios R21 e/ou R22 de CpbA, ou variantes ativas
e fragmentos dos mesmos, ou qualquer combinag¢ao dos mesmos. Tais
construtos podem compreender ainda um pneumolisoide.

[134] Em algumas modalidades, uma composi¢gdo imunogénica
(por exemplo, uma composicdo de vacina) contém uma ou mais
proteinas de fusdo aqui descritas em combinacdo com um ou mais
polipeptideos da Tabela 1, ou fragmentos antigénicos ou variantes dos
mesmos, em uma mistura. Em algumas modalidades, a mistura contém
polipeptideos de comprimento total e fragmentos resultantes do
processamento ou processamento parcial de sequéncias de sinal por
um hospedeiro de expresséao, por exemplo, E. coli, uma linhagem celular
de inseto (por exemplo, o sistema de expressao de baculovirus) ou

linhagem celular de mamifero (por exemplo, ovario de humano ou
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hamster chinés).

[135] Em algumas modalidades, uma composi¢cdo imunogénica
contém uma ou mais proteinas de fusdo de qualquer uma das SEQ ID
NOs: 17-26 na auséncia de quaisquer outros antigenos. Em algumas
modalidades, uma composi¢cdo imunogénica contém uma proteina de
fusdo de SEQ ID NO: 23 na auséncia de quaisquer outros antigenos.
Em algumas modalidades, uma composi¢ao imunogénica contém uma
ou mais proteinas de fusdo de qualquer uma das SEQ ID NOs: 17-26
em combinagdo com uma ou mais proteinas adicionais de qualquer uma
das SEQ ID NOs: 1-8, na auséncia de outros antigenos. Em algumas
modalidades, uma composi¢cdo imunogénica contém uma proteina de
fusdo da SEQ ID NO: 23 em combinagdo com uma ou mais proteinas
adicionais de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1-8, na auséncia de
quaisquer outros antigenos.

[136] Em algumas modalidades, as proteinas de fusdo aqui
descritas podem ser conjugadas a polissacarideos de S. pneumoniae.
Em algumas modalidades, as proteinas de fusao aqui descritas podem
ser complexadas de forma ndo covalente com polissacarideos de S.
pneumoniae. Os polissacarideos de S. pneumoniae podem ser, por
exemplo, conforme descrito na Patente US 5.623.057, Patente US
5.371.197 ou PCT / US2011 / 023526. Os complexos nao covalentes
podem ser, por exemplo, aqueles do Sistema de apresentacao de
multiplos antigenos (MAPS), conforme descrito em PCT / US2012 /
037412, PCT / US2012 / 037541 e Zhang et al, 2013.

[137] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo aqui
descrita é covalentemente ligada a outra molécula. Isso pode, por
exemplo, aumentar a meia-vida, solubilidade, biodisponibilidade ou
imunogenicidade da proteina de fusdo. As moléculas que podem ser
ligadas covalentemente a proteina de fusdo incluem um carboidrato,

biotina, poli(etilenoglicol) (PEG), acido polissialico, acido polissialico N-
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propionilado, acidos nucleicos, polissacarideos e PLGA. Existem muitos
tipos diferentes de PEG, variando de pesos moleculares abaixo de 300
g / mol a mais de 10.000.000 g / mol. As cadeias de PEG podem ser
lineares, ramificadas ou com geometria em pente ou estrela. Em
algumas modalidades, a proteina de fusao é covalentemente ligada a
uma porgao que estimula o sistema imunoldgico. Um exemplo de tal
fracdo € uma fracao lipidica. Em alguns casos, as fracdes lipidicas séo
reconhecidas por um receptor semelhante a Toll (TLR), como TLR-2 ou
TLR-4, e ativam o sistema imunoldgico inato.

[138] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo e um ou
mais componentes adicionais aqui descritos sdo misturados usando
métodos conhecidos para formar uma composicdo imunogénica de
multiplos componentes. Em algumas modalidades, uma proteina de
fusdo e um ou mais componentes adicionais aqui descritos sao
nanoencapsulados usando meétodos conhecidos. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo e um ou mais componentes
adicionais aqui descritos sao moldados em nanoparticulas ou
microparticulas usando métodos conhecidos. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo e um ou mais componentes
adicionais descritos neste documento s&o conjugados através de uma
ligagdo covalente usando meétodos conhecidos para formar uma
composicdo imunogénica de multiplos componentes. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo e um ou mais componentes
adicionais aqui descritos sdo unidos de forma n&o covalente usando
métodos conhecidos para formar uma composicdo imunogénica de
multiplos componentes. Métodos adicionais de combinagdo de uma
proteina de fusdo e um ou mais componentes adicionais sdo descritos
em, por exemplo, PCT / US2012 /37412 e PCT / US2009 / 44956.

Composicoes imunogénicas baseadas em acido nucleico e

vacinas
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[139] A presente divulgacdo também fornece composicdes
imunogénicas (por exemplo, composicdes de vacina) de, ou
compreendendo, acidos nucleicos que codificam uma ou mais proteinas
de fusdo aqui descritas. Em algumas modalidades, a composi¢ao
imunogénica compreende acidos nucleicos que codificam uma ou mais
proteinas de fusdo com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97 %,
98%, 99%, 99,5% ou 100% de identidade de sequéncia com uma
proteina de fusdo listada na Tabela 2. Em algumas modalidades, a
composi¢cdo imunogénica compreende acidos nucleicos que codificam
uma proteina de fusao que é ou inclui uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
ou 100% de identidade a qualquer uma das SEQ ID NOs: 17-26. Em
algumas modalidades, a composicdo imunogénica compreende um
acido nucleico que codifica uma proteina de fusdo que é ou inclui uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, ou 99,5% de identidade com a SEQ ID NO: 23. Em
algumas modalidades, a composicdo imunogénica compreende um
acido nucleico que codifica uma proteina de fusdo que é ou inclui uma
sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% ou 100% de identidade com CP1.

[140] Em algumas modalidades, a composigdo imunogénica
compreende um ou mais acidos nucleicos com pelo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 100% de identidade com
qualquer um de SEQ ID NOs: 27-36. Em algumas modalidades, a
composicdo imunogénica compreende um acido nucleico com pelo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou 100%
de identidade com a SEQ ID NO: 33 Em todos os casos, devido a
degenerescéncia no codigo genético, outras sequéncias de DNA
(incluindo multiplas sequéncias otimizadas por cédons) poderiam

codificar tais proteinas de fusdo. Em algumas modalidades, esses
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acidos nucleicos sédo expressos no individuo imunizado, resultando na
producao das proteinas de fusdo de S. pneumoniae codificadas e as
proteinas de fusdo de S. pneumoniae assim produzidas tém um efeito
imunoestimulatério ou imunoprotetor no individuo imunizado.

[141] Tal composi¢céo imunoestimulatéria contendo acido nucleico
pode compreender, por exemplo, uma origem de replicagcdo e/ou um
promotor que conduz a expressao de um ou mais acidos nucleicos que
codificam uma ou mais proteinas de fusdo de SEQ ID NOs: 27-36. Essa
composicdo também pode compreender um vetor de plasmideo
bacteriano no qual € inserido um promotor (as vezes um promotor viral
forte), um ou mais acidos nucleicos que codificam uma ou mais
proteinas de fusdo de SEQ ID NOs: 17-26 e uma sequéncia de
terminacdo de poliadenilagdo / transcricdo. Em alguns casos, o acido
nucleico € DNA. Em alguns casos, o0 acido nucleico € RNA.

Usos de composicoes imunogénicas e vacina

[142] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou
vacina que inclui uma ou mais proteinas de fusdo aqui descritas é
caracterizada por um ou mais do potencial de opsonizacéo ou respostas
imunes a uma ou mais proteinas de fusao é aumentada em relacéo a
um nivel predeterminado, conforme medido por ELISA e/ou por um
ensaio de anticorpo funcional. Em algumas modalidades, um ou mais
do potencial de opsonizacdo ou resposta imune a uma ou mais
proteinas de fusdo € aumentada em pelo menos 30% ou mais, incluindo,
por exemplo, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo
menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% ou mais, em relagao a
um nivel predeterminado, conforme medido por ELISA e/ou por um
ensaio de anticorpo funcional. Em algumas modalidades, um ou mais
do potencial de opsonizagcdo ou respostas imunes a uma ou mais
proteinas de fusdo é aumentado pelo menos 1 vez, 2 vezes, 3 vezes, 4

vezes ou 5 vezes em relacdo a um nivel predeterminado, medido por
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ELISA e/ou por um ensaio de anticorpo funcional. Em algumas
modalidades, o nivel predeterminado é um nivel pré-imune (por
exemplo, um nivel observado quando um sujeito ndo esta imunizado ou
€ imunizado na auséncia de uma ou mais proteinas de fusdo aqui
descritas).

[143] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou
vacina que inclui uma ou mais proteinas de fusdo aqui descritas,
mediante administragcdo a um sujeito, induz uma resposta imune contra
S. pneumoniae. Em algumas modalidades, a composi¢cdo imunogénica
ou vacina, apos administracdo a um sujeito, induz uma resposta imune
contra um ou mais sorotipos de S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, a composicdo imunogénica ou vacina, apos
administracdo a um sujeito, induz uma resposta imune protetora contra
um ou mais sorotipos de S. pneumoniae. Em algumas modalidades, a
resposta imune € um anticorpo ou resposta de células B. Em algumas
modalidades, a resposta imune € uma resposta de células T. Em
algumas modalidades, a resposta imune € uma resposta imune inata.
Em algumas modalidades, a resposta imune € uma resposta de células
T CD4+, incluindo resposta Th1, Th2 ou Th17, ou uma resposta de
células T CD8+, ou uma resposta de células T CD4+ e CD8+, ou uma
resposta de células T CD4- / CD8- . Em algumas modalidades, a
resposta imune € um anticorpo ou resposta de células B e uma resposta
de células T. Em algumas modalidades, a resposta imune € um
anticorpo ou resposta de células B, uma resposta de células T e uma
resposta imune inata.

[144] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou
vacina que inclui uma ou mais proteinas de fusdo aqui descritas pode
ser usada para tratamento profilatico e/ou terapéutico de S.
pneumoniae. Consequentemente, a presente divulgacdo fornece um

método para imunizar um sujeito que sofre ou é suscetivel a infecgéo
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por S. pneumoniae, compreendendo administrar uma quantidade
imunologicamente eficaz de qualquer composicdo imunogénica ou
vacina que inclui uma ou mais proteinas de fusdo aqui descritas. O
sujeito que recebe a imunizagcdo pode ser um homem ou uma mulher e
pode ser um bebé, crianca, adolescente ou adulto. Em algumas
modalidades, o0 sujeito a ser tratado € um humano. Em outras
modalidades, o sujeito € um animal ndo humano.

[145] Em algumas modalidades, apos a administragdo a um
sujeito, uma composi¢ao imunogénica ou vacina compreendendo uma
proteina de fusdo aqui descrita trata ou previne a infeccédo por S.
pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administracdo a um
sujeito, a composicao imunogénica ou vacina trata ou previne a Doenca
Pneumocdcica Invasiva (IPD) devido a infecg&o por S. pneumoniae. Em
algumas modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composi¢ao
imunogénica ou vacina trata ou previne a bacteremia devido a infec¢éo
por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administragcao a
um sujeito, a composi¢ao imunogénica ou vacina trata ou previne a
sepse devido a infec¢ao por S. pneumoniae. Em algumas modalidades,
apdés a administragdo a um sujeito, a composicdo imunogénica ou
vacina trata ou previne danos a 6rgaos devido a infecgdo por S.
pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administracdo a um
sujeito, a composi¢cdo imunogénica ou vacina trata ou previne a
meningite devido a infeccdo por S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composicéo
imunogénica ou vacina trata ou previne a pneumonia devido a infec¢éo
por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administragcao a
um sujeito, a composicdo imunogénica ou vacina trata ou previne a otite
devido a infecgdo por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apés
a administracdo a um sujeito, a composi¢cao imunogénica ou vacina trata

ou previne a sinusite devido a infeccao por S. pneumoniae.
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[146] Em algumas modalidades, apos a administragdo a um
sujeito, uma composi¢ao imunogénica ou vacina compreendendo uma
proteina de fusdo aqui descrita inibe ou reduz a taxa de ocorréncia de
infeccdo por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apods a
administracdo a um sujeito, a composi¢ao imunogénica ou vacina inibe
ou reduz a taxa de ocorréncia de Doenga Pneumocdcica Invasiva (IPD)
devido a infecgdo por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apés
a administracdo a um sujeito, a composi¢cdo imunogénica ou vacina
inibe ou reduz a taxa de ocorréncia de bacteremia devido a infeccéo por
S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administragdo a um
sujeito, a composicao imunogénica ou vacina inibe ou reduz a taxa de
ocorréncia de sepse devido a infecgao por S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composicéo
imunogénica ou vacina inibe ou reduz a taxa de ocorréncia de danos
aos orgaos devido a infecgdo por S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composicao
imunogénica ou vacina inibe ou reduz a taxa de ocorréncia de meningite
devido a infecgdo por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apés
a administracdo a um sujeito, a composi¢cao imunogénica ou vacina
inibe ou reduz a taxa de ocorréncia de meningite devido a infecgao por
S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administragdo a um
sujeito, a composi¢ao imunogénica ou vacina inibe ou reduz a taxa de
ocorréncia de otite média devido a infecgdo por S. pneumoniae. Em
algumas modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composi¢ao
imunogénica ou vacina inibe ou reduz a taxa de ocorréncia de sinusite
devido a infecgao por S. pneumoniae.

[147] Em algumas modalidades, apos a administragdo a um
sujeito, uma composi¢ao imunogénica ou vacina compreendendo uma
proteina de fusdo aqui descrita reduz a gravidade da infeccédo por S.

pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administracdo a um
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sujeito, a composi¢cao imunogénica ou vacina reduz a gravidade da
Doenga Pneumocdcica Invasiva (IPD) devido a infeccdo por S.
pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administracdo a um
sujeito, a composi¢cao imunogénica ou vacina reduz a gravidade de
bacteremia devido a infec¢do por S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composicéo
imunogénica ou vacina reduz a severidade de sepse devido a infecgéo
por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apds a administracao a
um sujeito, a composicdo imunogénica ou vacina reduz a gravidade de
danos aos 6rgaos devido a infec¢cao por S. pneumoniae. Em algumas
modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composicéo
imunogénica ou vacina reduz a severidade de meningite devido a
infeccdo por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apods a
administracdo a um sujeito, a composi¢cdo imunogénica ou vacina reduz
a severidade de pneumonia devido a infecg&o por S. pneumoniae. Em
algumas modalidades, apds a administracdo a um sujeito, a composi¢ao
imunogénica ou vacina reduz a severidade de otite média devido a
infeccdo por S. pneumoniae. Em algumas modalidades, apods a
administracdo a um sujeito, a composi¢cdo imunogénica ou vacina reduz
a severidade de sinusite devido a infecgao por S. pneumoniae.

[148] Em algumas modalidades, apos a administragdo a um
sujeito, uma composi¢ao imunogénica ou vacina compreendendo uma
proteina de fus&o aqui descrita inibe a transmissao de S. pneumoniae
do sujeito para outro sujeito. Em algumas modalidades, apds a
administracdo a um sujeito, a composi¢ao imunogénica ou vacina inibe
a colonizagao por S. pneumoniae no sujeito. Em algumas modalidades,
apdés a administragdo a um sujeito, a composicdo imunogénica ou
vacina inibe a colonizacao por S. pneumoniae na nasofaringe do sujeito.
[149] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou

vacina compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita, mediante
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administracdo a um sujeito, induz uma resposta imune contra S.
pneumoniae no sujeito em um nivel maior do que uma composicao de
controle. Em algumas modalidades, a composicdo imunogénica ou
vacina, apos administracdo a um sujeito, induz uma resposta imune
contra um ou mais sorotipos de S. pneumoniae em um nivel maior do
que uma composicdo de controle. Em algumas modalidades, o nivel
maior é cerca de 1%, cerca de 2%, cerca de 3%, cerca de 4%, cerca de
5%, cerca de 6%, cerca de 7%, cerca de 8%, cerca de 9%, cerca de
10%, cerca de 11 %, cerca de 12%, cerca de 13%, cerca de 14%, cerca
de 15%, cerca de 16%, cerca de 17%, cerca de 18%, cerca de 19%,
cerca de 20%, cerca de 21%, cerca de 22%, cerca de 23%, cerca de
24%, cerca de 25%, cerca de 30%, cerca de 35%, cerca de 40%, cerca
de 45%, cerca de 50%, cerca de 55%, cerca de 60%, cerca de 65%,
cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de
90% ou cerca de 95% da composicao de controle.

[150] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou
vacina compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita, mediante
administracdo a um sujeito, induz uma resposta imune que pode ajudar
a proteger contra o estabelecimento de S. pneumoniae em um nivel
maior do que uma composi¢cao de controle. Em algumas modalidades,
a composig¢ao imunogénica ou vacina protege contra a colonizacdo em
um nivel maior do que uma composi¢cdo de controle. Em algumas
modalidades, a composi¢cao imunogénica ou vacina inibe a infeccéo por
S. pneumoniae em um sujeito ndo colonizado ou n&o infectado em um
nivel maior do que uma composicdo de controle. Em algumas
modalidades, a composi¢ao imunogénica ou vacina reduz a duragao da
colonizagao por S. pneumoniae em um sujeito que ja esta colonizado
em um nivel maior do que uma composicado de controle. Em algumas
modalidades, o nivel maior é cerca de 1%, cerca de 2%, cerca de 3%,

cerca de 4%, cerca de 5%, cerca de 6%, cerca de 7%, cerca de 8%,
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cerca de 9%, cerca de 10%, cerca de 11 %, cerca de 12%, cerca de
13%, cerca de 14%, cerca de 15%, cerca de 16%, cerca de 17%, cerca
de 18%, cerca de 19%, cerca de 20%, cerca de 21%, cerca de 22%,
cerca de 23%, cerca de 24%, cerca de 25%, cerca de 30%, cerca de
35%, cerca de 40%, cerca de 45%, cerca de 50%, cerca de 55%, cerca
de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%,
cerca de 85%, cerca de 90% ou cerca de 95% da composi¢ao de
controle.

Composicoes de anticorpos

[151] Algumas modalidades fornecem uma composicdo de
anticorpo compreendendo anticorpos criados em um mamifero
imunizado com uma composicdo imunogénica ou vacina
compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita. Em algumas
modalidades, um anticorpo compreende pelo menos um anticorpo
selecionado do grupo que consiste em Abs monoclonais (mAbs) e
anticorpos anti-idiotipo. Em algumas modalidades, uma composi¢cao de
anticorpo compreende uma fracdo isolada de gamaglobulina. Em
algumas modalidades, uma composicdo de anticorpo compreende
anticorpos policlonais. Em algumas modalidades, a composicido de
anticorpo € administrada a um sujeito.

Formulacoes de Vacinas

[152] Quantidades ideais de componentes para uma vacina
particular compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita podem
ser verificadas por estudos padrdo envolvendo a observacdo de
respostas imunes apropriadas em sujeitos. Apdés uma imunizacao
inicial, os individuos podem receber uma ou varias imunizagbes de
reforco adequadamente espagadas no tempo.

[153] A composigao imunogénica ou vacina compreendendo uma
proteina de fusdo aqui descrita, e/ou preparagdes da mesma, pode ser

formulada em uma forma de dosagem unitaria para facilidade de
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administracdo e uniformidade de dosagem. O nivel de dose
terapeuticamente eficaz especifico para qualquer sujeito ou organismo
particular pode depender de uma variedade de fatores incluindo a
gravidade ou grau de risco de infeccéo; a atividade da vacina especifica
ou composicdo da vacina usada; outras caracteristicas da vacina
especifica ou composi¢cdo da vacina usada; a idade, peso corporal,
saude geral, sexo do sujeito, dieta do sujeito, condicdo farmacocinética
do sujeito, o tempo de administracéo (por exemplo, em relacido a outras
atividades do sujeito, como comer, dormir, receber outros
medicamentos, incluindo outras doses de vacina, etc.), via de
administracéo, taxa de excrecdo da vacina especifica ou composi¢cao
de vacina utilizada; vacinas usadas em combinagdo ou coincidentes
com a composicdo da vacina usada; e fatores semelhantes bem
conhecidos nas técnicas medicas.

[154] Uma composigao imunogénica ou vacina compreendendo
uma proteina de fusdo aqui descrita para uso de acordo com a presente
divulgacdo pode ser formulada em composicdes (por exemplo,
composi¢cdes farmacéuticas) de acordo com técnicas conhecidas. A
preparacao da vacina € geralmente descrita em Vaccine Design (Powell
and Newman, 1995). Por exemplo, uma quantidade imunologicamente
de um produto de vacina pode ser formulada em conjunto com um ou
mais materiais transportadores organicos ou inorganicos, liquidos ou
soélidos, farmaceuticamente adequados.

[155] Em geral, os transportadores farmaceuticamente aceitaveis
incluem solventes, meios de dispersdo e semelhantes, que séo
compativeis com a administracdo farmacéutica. Por exemplo, os
materiais que podem servir como transportadores farmaceuticamente
aceitaveis incluem, mas nao estdo limitados a agucares como lactose,
glicose, dextrose e sacarose; amidos, como amido de milho e amido de

batata; celulose e seus derivados, tais como carboximetil celulose de
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sddio, etil celulose e acetato de celulose; tragacanto em po; malte;
gelatina; talco; excipientes, tais como manteiga de cacau e ceras para
supositérios; 6leos como oleo de amendoim, 6leo de semente de
algodao, oleo de cartamo, 6leo de sésamo, azeite, 6leo de milho e 6leo
de soja; poliois, tais como glicerol, propileno glicol e polietileno glicol
liquido; ésteres, tais como oleato de etil e laurato de etil; agar; agentes
tamponantes, tais como hidroxido de magnésio; acido alginico; agua
apirogénica; solugéo salina isotbnica; Solugdo de Ringer; alcool etilico
e solugdes de tampédo de fosfato, bem como outros lubrificantes ndo
toxicos compativeis, como lauril sulfato de sodio e estearato de
magneésio, bem como conservantes e antioxidantes também podem
estar presentes na composi¢cdo, de acordo com o julgamento do
formulador (Martin, 1975).

[156] As vacinas podem ser formuladas combinando uma ou mais
proteinas de fusdo aqui descritas com transportadores e/ou outros
componentes opcionais por qualquer meio disponivel incluindo, por
exemplo, mistura convencional, granulagdo, dissolucéo, liofilizagado ou
processos semelhantes.

[157] As vacinas que compreendem uma ou mais proteinas de
fusdo aqui descritas podem ser liofilizadas até que estejam prestes a
serem utilizadas, momento em que s&o extemporaneamente
reconstituidas com diluente. Em algumas modalidades, os
componentes ou composi¢des da vacina sio liofilizados na presenca de
um ou mais outros componentes (por exemplo, adjuvantes) e s&o
reconstituidos extemporaneamente com solugao salina.
Alternativamente, os componentes individuais ou conjuntos de
componentes podem ser liofilizados separadamente e/ou armazenados
(por exemplo, em um kit de vacinacdo), os componentes sendo
reconstituidos e misturados antes do uso ou administrados

separadamente ao sujeito.
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[158] A liofilizagdo pode produzir uma composicdo mais estavel
(por exemplo, evitando ou reduzindo a degradacdo de antigenos
polissacaridicos). A liofilizagdo de vacinas ou componentes de vacina é
bem conhecida na técnica. Normalmente, uma vacina liquida ou
componente de vacina ¢é liofilizado, frequentemente na presenca de um
agente anti-aglomerante (como, por exemplo, agucares como sacarose
ou lactose). Em algumas modalidades, o agente antiaglomerante esta
presente, por exemplo, em uma concentracgao inicial de 10-200 mg / ml.
A liofilizagdo normalmente ocorre ao longo de uma série de etapas, por
exemplo, um ciclo comec¢ando em -69°C, ajustando gradualmente para
-24°C ao longo de 3h, em seguida, mantendo esta temperatura por 18h,
entdo ajustando gradualmente para -16°C ao longo de 1h, em seguida,
mantendo essa temperatura por 6h, depois ajustando gradualmente
para + 34°C ao longo de 3h e, finalmente, mantendo essa temperatura
por 9h.

[159] Em algumas modalidades, uma vacina compreendendo uma
proteina de fusdo aqui descrita € um liquido. Em algumas modalidades,
o liquido é um liofilizado reconstituido. Em algumas modalidades, uma
vacina possui um pH de cerca de 5, cerca de 6, cerca de 7 ou cerca de
8. Em algumas modalidades, uma vacina possui um pH entre cerca de
5 e cerca de 7,5. Em algumas modalidades, uma vacina possui um pH
entre 5 e 7,5. Em algumas modalidades, uma vacina possui um pH entre
cerca de 5,3 e cerca de 6,3. Em algumas modalidades, uma vacina
possui um pH entre 5,3 e 6,3. Em algumas modalidades, uma vacina
possui um pH de cerca de 5,0, cerca de 5,1, cerca de 5,2, cerca de 5,3,
cerca de 5,4, cerca de 5,5, cerca de 5,6, cerca de 5,7, cerca de 5,8,
cerca de 5,9, cerca de 6,0, cerca de 6,1, cerca de 6,2, cerca de 6,3,
cerca de 6,4, cerca de 6,5, cerca de 6,6, cerca de 6,7, cerca de 6,8,
cerca de 6,9, cerca de 7,0, cerca de 7,1, cerca de 7,2, cerca de 7,3,

cerca de 7,4 ou cerca de 7,5.
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[160] Vacinas ou componentes de vacina para uso de acordo com
a presente divulgacdo podem ser incorporados em lipossomas,
cocleatos, polimeros biodegradaveis, tais como poli-lactida, poliglicolida
e poli-lactida-co-glicolida, ou complexos imunoestimulantes (ISCOMS).
[161] Em certas situagdes, pode ser desejavel prolongar o efeito
ou liberacdo de uma vacina para uso de acordo com a presente
invengdo, por exemplo, retardando a absor¢do de um ou mais
componentes da vacina. Esse retardo de absorcédo pode ser realizado,
por exemplo, pelo uso de uma suspensao liquida de material cristalino
ou amorfo com baixa solubilidade em agua. A taxa de absorcao do
produto depende entdo de sua taxa de dissolugcdo, que por sua vez,
pode depender do tamanho e da forma. Alternativamente, ou
adicionalmente, a absorgao retardada pode ser realizada dissolvendo
ou suspendendo um ou mais componentes da vacina em um veiculo
oleoso. As formas de depdsito injetaveis também podem ser usadas
para retardar a absorcdo. Essas formas de depdsito podem ser
preparadas formando matrizes de microcapsulas de um ou mais
componentes de vacina, uma rede de polimero biodegradavel.
Dependendo da raz&o de polimero para componente de vacina, e da
natureza do(s) polimero(s) particular(es) usado(s), a taxa de liberacéo
pode ser controlada.

[162] Exemplos de polimeros biodegradaveis que podem ser
usados de acordo com a presente divulgagao incluem, por exemplo,
poli(ortoésteres) e poli(anidridos). Um polimero exemplificativo
particular & polilactida-poliglicolida.

[163] As formulacdes injetaveis de depdsito também podem ser
preparadas aprisionando o produto em lipossomas ou microemulsées,
que sédo compativeis com os tecidos corporais.

[164] Os sistemas de distribuicdo poliméricos também podem ser

usados em formulagbes de n&o depdsito, incluindo, por exemplo,
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formulacbes orais. Por exemplo, polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, tais como etileno vinil acetato, polianidridos, acido
poliglicdlico, colageno, poliortoésteres e acido polilatico, etc., podem ser
usados em formulagdes orais. Antigenos polissacarideos ou
conjugados podem ser formulados com tais polimeros, por exemplo,
para preparar particulas, microparticulas, extrudados, dispersdes
sélidas, misturas ou outras combinacdes para facilitar a preparagao de
formulacdes uteis (por exemplo, oral).

[165] Vacinas compreendendo uma ou mais proteinas de fusao
aqui descritas para uso de acordo com a presente divulgacao incluem
composi¢cdes imunogénicas e podem incluir adicionalmente um ou mais
agentes ativos adicionais (isto €, agentes que exercem um efeito
biolégico - ingredientes nao inertes). Por exemplo, € comum na
preparacao de vacinas incluir um ou mais adjuvantes. Sera apreciado
que tais agentes adicionais podem ser formulados juntamente com um
ou mais outros componentes da vacina, ou podem ser mantidos
separadamente e combinados no momento ou préximo ao momento da
administracdo. Em algumas modalidades, tais componentes adicionais
podem ser administrados separadamente de alguns ou todos os outros
componentes da vacina, dentro de uma janela de tempo apropriada para
que o efeito relevante seja alcangado.

Adjuvantes

[166] As formulagdes de vacina e composi¢des imunogénicas
compreendendo uma proteina de fusado aqui descrita podem incluir um
adjuvante. Os adjuvantes, geralmente, sdo agentes que aumentam a
resposta imune a um antigeno. Os adjuvantes podem ser amplamente
separados em duas classes, com base em seus principais mecanismos
de acdo: sistemas de aplicacdo de vacinas e adjuvantes
imunoestimuladores (ver, por exemplo, Singh et al, 2003). Na maioria

das formulag¢des de vacinas, o adjuvante fornece um sinal ao sistema
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imunoldgico para que gere uma resposta ao antigeno, e o antigeno é
necessario para conduzir a especificidade da resposta ao patégeno. Os
sistemas de distribuicdo de vacinas sao frequentemente formulacdes
em particulas, por exemplo, emulsdes, microparticulas, complexos
imunoestimulantes (ISCOMs), nanoparticulas, que podem ser, por
exemplo, particulas e/ou matrizes e lipossomas. Em contraste, os
adjuvantes imunoestimulatorios s&do as vezes de ou derivados de
patogenos e podem representar padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMP), por exemplo, lipopolissacarideos (LPS),
monofosforil lipideo A (MPL) ou DNA contendo CpG, que ativam células
do sistema imunoldgico inato.

[167] Alternativamente, os adjuvantes podem ser classificados
como organicos e inorganicos. Os adjuvantes inorganicos incluem sais
de alumen, tais como fosfato de aluminio, sulfato de hidroxifosfato de
aluminio amorfo e hidroxido de aluminio, que sdo comumente usados
em vacinas humanas. Os adjuvantes organicos compreendem
moléculas organicas incluindo macromoléculas. Exemplos né&o
limitativos de adjuvantes organicos incluem toxinas / toxoides da colera,
outras enterotoxinas / toxoides ou toxinas / toxoides labeis de bactérias
Gram-negativas, interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL- 6,
IL-7, IL-12, IL-15, IL-18, etc.), interferons (por exemplo, interferon
gama), fator de estimulacdo de colénia de macréfagos granuldcitos
(GM-CSF), fator de estimulacdo de colénias de macrofagos (M-CSF) e
fator de necrose tumoral (TNF).

[168] Os adjuvantes também podem ser classificados pela
resposta que induzem. Em algumas modalidades, o adjuvante induz a
geracgao, proliferacdo ou ativacdo de células Th1 ou células Th2. Em
outras modalidades, o adjuvante induz a geracdo, proliferacdo ou
ativagao de células B. Em ainda outras modalidades, o adjuvante induz

a ativacdo de células apresentadoras de antigeno. Essas categorias
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ndo sao mutuamente exclusivas; em alguns casos, um adjuvante ativa
mais de um tipo de célula.

[169] Em algumas modalidades, o adjuvante induz a geracéo,
proliferagcdo ou ativagao de células Th17. O adjuvante pode promover
as células T CD4+ ou CD8+ a secretar IL-17. Em algumas modalidades,
um adjuvante que induz a geracao, proliferacado ou ativacao de células
Th17 é aquele que produz pelo menos uma amostra experimental de 2
vezes e, em alguns casos, uma amostra experimental de 10 vezes para
a razao de controle no ensaio a seguir. No ensaio, um experimentador
compara os niveis de IL-17 secretados por duas populag¢des de células:
(1) células de animais imunizados com o adjuvante e um polipeptideo
conhecido por induzir geracao, proliferagado ou ativagao de Th17 e (2)
células de animais tratados com o adjuvante e um polipeptideo
irrelevante (controle). Um adjuvante que induz a geracéao, proliferacédo
ou ativagdo de células Th17 pode fazer com que as células da
populacao (1) produzam mais de 2 vezes ou mais de 10 vezes mais IL-
17 do que as células da populacédo (2). IL-17 pode ser medida, por
exemplo, por ELISA ou ELISPOT. Certas toxinas, como a toxina da
célera e a toxina labil (produzida por E. coli enterotoxigénica, ou ETEC),
ativam uma resposta Th17. Assim, em algumas modalidades, o
adjuvante € uma toxina ou toxoide. A toxina da célera foi usada com
sucesso em um modelo de camundongo para induzir imunidade
protetora em conjunto com certos polipeptideos da Tabela 1. Uma forma
de toxina labil é produzida por Intercell. Também podem ser usados
derivados mutantes de toxinas labeis (toxoides) que sdo ativos como
adjuvantes, mas significativamente menos téxicos. Derivados mutantes
desintoxicados exemplificativos de toxina labil incluem mutantes sem
atividade de ADP-ribosiltransferase. Derivados mutantes destoxificados
particulares de toxinas labeis incluem LTK7 (Douce et al, 1995) e LTK63
(Williams et al, 2004), LT-G192 (Douce et al, 1999) e LTR72 (Giuliani et
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al, 1998).

[170] Em algumas modalidades, o adjuvante compreende uma
VLP (particula semelhante a virus). Uma dessas plataformas de
adjuvantes, replicons de Alphavirus, induz a ativagao de células Th17
usando alphavirus e é produzida por Alphavax. Em algumas
modalidades do sistema de replicon Alphavirus, alphavirus pode ser
projetado para expressar um antigeno de interesse, uma citocina de
interesse (por exemplo, IL-17 ou uma citocina que estimula a produgao
de IL-17), ou ambos, e pode ser produzido em uma linhagem de células
auxiliares. Informacgdes mais detalhadas podem ser encontradas em
Patente U.S. 5.643.576 e 6.783.939. Em algumas modalidades, uma
formulacéo de vacina é administrada a um sujeito em combinagdo com
um acido nucleico que codifica uma citocina.

[171] Certas classes de adjuvantes ativam os receptores
semelhantes a toll (TLRs) para ativar uma resposta Th17. Os TLRs séao
proteinas bem conhecidas que podem ser encontradas nas membranas
dos leucadcitos e reconhecem antigenos estranhos (incluindo antigenos
microbianos). A administragdo de um ligando de TLR conhecido
juntamente com um antigeno de interesse (por exemplo, como uma
proteina de fusdo) pode promover o desenvolvimento de uma resposta
imune especifica para o antigeno de interesse. Um adjuvante
exemplificativo que ativa os TLRs compreende Monofosforil Lipideo A
(MPL). Tradicionalmente, o MPL tem sido produzido como uma
endotoxina de lipopolissacarideo desintoxicado (LPS) obtida de
bactérias Gram-negativas, como S. minnesota. Em particular, a hidrodlise
sequencial de acido e base de LPS produz uma fracdo de lipideo A
imunoativo (Qque € MPL), e ndo possui 0os grupos sacarideos e todos,
exceto um dos fosfatos presentes no LPS. Varios agonistas de TLR
sintéticos (em particular, agonistas de TLR-4) sao divulgados em Evans
et al, 2003. Como os adjuvantes MPL, esses compostos sintéticos
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ativam o sistema imunoldgico inato via TLR. Outro tipo de agonista de
TLR € um dimero de fosfolipideo sintético, por exemplo E6020 (Ishizaka
et al, 2007). Varios agonistas de TLR (incluindo agonistas de TLR-4)
foram produzidos e/ou vendidos, por exemplo, pelo Infectious Disease
Research Institute (IRDI), Corixa, Esai, Avanti Polar Lipids, Inc., and
Sigma Aldrich. Outro adjuvante exemplificativo que ativa TLRs
compreende uma mistura de MPL, dicoinomicolato de trealose (TDM) e
brometo de dioctadecildimetilaménio (DDA). Outro adjuvante de
ativacao de TLR & R848 (resiquimod).

[172] Em algumas modalidades, o adjuvante é ou compreende
uma saponina. Normalmente, a saponina € um glicosideo triterpeno,
como os isolados da casca da arvore Quillaja saponaria. Um extrato de
saponina de uma fonte biolégica pode ser posteriormente fracionado
(por exemplo, por cromatografia) para isolar as por¢gdes do extrato com
a melhor atividade adjuvante e com toxicidade aceitavel. As fragbes
tipicas do extrato da arvore Quillaja saponaria usadas como adjuvantes
sdo conhecidas como fragdes A e C.

[173] Em algumas modalidades, combinagdes de adjuvantes s&o
usadas. Trés combinacdes exemplificativas de adjuvantes sdo MPL e
alum, E6020 e alum, e MPL e um ISCOM.

[174] Os adjuvantes podem ser ligados covalentemente ou néo
covalentemente aos antigenos. Em algumas modalidades, o adjuvante
pode compreender uma proteina que induz respostas inflamatorias por
meio da ativagdo de células apresentadoras de antigeno (APCs). Em
algumas modalidades, uma ou mais dessas proteinas podem ser
fundidas de forma recombinante com um antigeno de escolha, de modo
que a molécula de fusdo resultante promova a maturacao das células
dendriticas, ative as células dendriticas para produzir citocinas e
quimiocinas e, finalmente, aprimore a apresentacdo do antigeno para

células T e iniciacao de respostas de células T (por exemplo, ver Wu et
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al, 2005).

[175] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou
vacina compreendendo uma proteina de fusao aqui descrita € formulada
e/ou administrada em combinagdo com um adjuvante. Em algumas
modalidades, o adjuvante é selecionado do grupo que consiste em
fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio e fosfato de hidroxido de
aluminio. Em algumas modalidades, o adjuvante compreende fosfato de
aluminio. Em algumas modalidades, o adjuvante é fosfato de aluminio.
[176] Normalmente, o0 mesmo adjuvante ou mistura de adjuvantes
esta presente em cada dose de uma vacina. Opcionalmente, entretanto,
um adjuvante pode ser administrado com a primeira dose da vacina e
ndo com as doses subsequentes (isto €, doses de reforgo).
Alternativamente, um adjuvante forte pode ser administrado com a
primeira dose de vacina e um adjuvante mais fraco ou uma dose mais
baixa do adjuvante forte pode ser administrada com as doses
subsequentes. O adjuvante pode ser administrado antes da
administragc&o do antigeno, concomitantemente com a administragéo do
antigeno ou apo6s a administracdo do antigeno a um sujeito (as vezes
dentro de 1, 2, 6 ou 12 horas, e as vezes dentro de 1, 2 ou 5 dias).
Certos adjuvantes sao apropriados para sujeitos humanos, animais néao
humanos ou ambos.

[177] As vacinas para uso de acordo com a presente divulgacao
podem incluir, ou ser administradas concomitantemente com, terapia
antimicrobiana. Por exemplo, tais vacinas podem incluir ou ser
administradas com um ou mais agentes que matam ou retardam o
crescimento de um patdégeno. Esses agentes incluem, por exemplo,
penicilina, vancomicina, eritromicina, azitromicina e claritromicina,
cefotaxima, ceftriaxona, levoflaxina, gatifloxacina.

[178] Alternativamente ou adicionalmente, as vacinas para uso de

acordo com a presente invengcdo podem incluir, ou ser administradas
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com, uma ou mais outras vacinas ou terapias. Por exemplo, um ou mais
antigenos nao pneumococicos podem ser incluidos ou administrados
com as vacinas.

Componentes e excipientes adicionais

[179] Além das proteinas de fusao aqui descritas e dos adjuvantes
descritos acima, uma formulagdo de vacina ou composi¢ao
imunogénica pode incluir um ou mais componentes adicionais.

[180] Em algumas modalidades, a formulagdo da vacina ou
composi¢cdo imunogénica pode incluir um ou mais estabilizantes, como
agucares (como sacarose, glicose ou frutose), fosfato (como fosfato de
soédio dibasico, fosfato de potassio monobasico, fosfato de potassio
dibasico ou fosfato monossodico), glutamato (como L-glutamato
monossddico), gelatina (como gelatina processada, gelatina hidrolisada
ou gelatina porcina), aminoacidos (como arginina, asparagina, histidina,
L-histidina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, lisina,
fenilalanina, tirosina e os alquil ésteres dos mesmos), inosina ou borato
de sddio.

[181] Em algumas modalidades, a formulagdo de vacina ou
composigao imunogénica inclui um ou mais tampdes, como uma mistura
de bicarbonato de sédio e acido ascoérbico. Em algumas modalidades, a
formulacdo da vacina pode ser administrada em solucéo salina, como
solucédo salina tamponada com fosfato (PBS) ou agua destilada.

[182] Em algumas modalidades, a formulagdo de vacina ou
composicdo imunogénica inclui um ou mais tensoativos, por exemplo,
mas nao se limitando a, polissorbato 80 (TWEEN 80), polissorbato 20
(TWEEN 20), éter de polietileno glicol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil
(TRITON X-100) e polimero 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenol com
formaldeido e oxirano (TYLOXAPOL). Um tensoativo pode ser ibnico ou
nao iénico.

[183] Em algumas modalidades, a formulagdo de vacina ou
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composigao imunogénica inclui um ou mais sais, como cloreto de sodio,
cloreto de aménio, cloreto de calcio ou cloreto de potassio.

[184] Em algumas modalidades, um conservante € incluido na
vacina ou composi¢cdo imunogénica. Em outras modalidades, nenhum
conservante é usado. Um conservante € mais frequentemente usado
em frascos de vacina de dose multipla e € menos frequentemente
necessario em frascos de vacina de dose unica. Em algumas
modalidades, o conservante & 2-fenoxietanol, metil e propil parabenos,
alcool benzilico e/ou acido soérbico.

Métodos de Administracao

[185] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou
vacina compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita é
administrada a um sujeito em risco de desenvolver doencga
pneumocdcica, por exemplo, um bebé&, uma crianca pequena, um jovem
ou um adulto mais velho. Em algumas modalidades, a composi¢cao
imunogénica ou vacina € administrada a um sujeito com risco elevado
de desenvolver doenca pneumocécica, por exemplo, sujeitos
imunocomprometidos, sujeitos com doenca falciforme ou outras
hemoglobinopatias, asplenia congénita ou adquirida, disfuncdo
esplénica, insuficiéncia renal cronica ou sindrome nefrética, doengas
associadas ao tratamento com drogas imunossupressoras ou
radioterapia, incluindo neoplasia maligna, leucemia, linfomas, doenca
de Hodgkin ou transplante de 6rgao sélido, imunodeficiéncia congénita
ou adquirida, infeccdo por HIV, vazamentos de liquido
cefalorraquidiano, implante(s) coclear(es), doenga cardiaca cronica,
doenca pulmonar cronica, diabetes mellitus, alcoolismo, doenca
hepatica crbnica, tabagismo, asma, malignidade generalizada, mieloma
multiplo ou transplante de 6rgéo solido. Sera apreciado que um sujeito
pode ser considerado em risco de desenvolver uma doenga sem ter sido

diagnosticado com quaisquer sintomas da doenca. Por exemplo, se o
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sujeito € conhecido por ter estado, ou pretende estar, em situagées com
risco relativamente alto de infeccéo, esse sujeito sera considerado em
risco de desenvolver a doenca.

[186] Qualquer via de administragdo eficaz pode ser utilizada,
como, por exemplo, oral, nasal, enteral, parenteral, intramuscular ou
intravenosa, subcutanea, transdérmica, intradérmica, retal, vaginal,
tdpica, ocular, pulmonar ou por aplicacdo de contato. Em algumas
modalidades, a composicdo imunogénica ou vacina pode ser injetada
(por exemplo, via intramuscular, intraperitoneal, intradérmica e/ou
subcutanea); ou distribuida através da mucosa (por exemplo, para o
trato oral / alimentar, respiratério e/ou geniturinario). A administracao
intranasal pode ser particularmente utii em alguns contextos, por
exemplo, para o tratamento de pneumonia ou otite média (ja que o
transporte nasofaringeo de pneumococos pode ser mais eficazmente
prevenido, atenuando assim a infecgdo em seu estagio inicial). Em
algumas modalidades, pode ser desejavel administrar diferentes doses
da composig¢ao imunogénica ou vacina por diferentes vias; em algumas
modalidades, pode ser desejavel administrar diferentes componentes
de uma dose por meio de diferentes vias.

[187] Em algumas modalidades, as composigbes farmacéuticas
(por exemplo, composi¢gdes imunogénicas ou vacinas) sao
administradas por via intradérmica. A técnica convencional de injecao
intradérmica, o "procedimento de Mantoux", consiste em etapas de
limpeza da pele e, em seguida, alongamento com uma das maos, e com
o bisel de uma agulha de calibre estreito (calibre 26-31) voltado para
cima, a agulha é inserida em um angulo entre 10-15°. Uma vez que o
bisel da agulha é inserido, o cano da agulha €& abaixado e mais
avangado enquanto fornece uma leve pressao para eleva-lo sob a pele.
O liquido é entdo injetado muito lentamente, formando uma bolha ou

protuberéncia na superficie da pele, seguida pela retirada lenta da
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agulha.

[188] Dispositivos que s&o especificamente projetados para
administrar agentes liquidos para dentro ou através da pele foram
descritos, por exemplo, os dispositivos descritos em WO 99/34850 e EP
1092444, também os dispositivos de injecdo a jato descritos, por
exemplo, em WO 01/13977; Patente U.S. 5.480.381, Patente U.S.
5.599.302, Patente U.S. 5.334.144, Patente U.S. 5.993.412, Patente
U.S. 5.649.912, Patente U.S. 5.569.189, Patente U.S. 5.704.911,
Patente U.S. 5.383.851, Patente U.S. 5.893.397, Patente U.S.
5.466.220, Patente U.S. 5.339.163, Patente U.S. 5.312.335, Patente
U.S. 5.503.627, Patente U.S. 5.064.413, Patente U.S. 5.520.639,
Patente U.S. 4.596.556, Patente U.S. 4.790.824, Patente U.S.
4.941.880, Patente U.S. 4.940.460, WO 97/37705 e WO 97/13537.
Outros métodos de administracdo intradérmica das composig¢des
imunogénicas ou vacinas podem incluir seringas e agulhas
convencionais, ou dispositivos projetados para distribuicdo balistica de
vacinas sélidas (WO 99/27961), ou adesivos transdérmicos (WO
97/48440; WO 98/28037); ou aplicado a superficie da pele (distribuicdo
transdérmica ou transcutdanea WO 98/20734; WO 98/28037).

[189] Conforme descrito acima, as composigdes farmacéuticas
(por exemplo, composi¢des imunogénicas ou vacinas) podem ser
administradas como uma dose unica ou como doses multiplas. Sera
apreciado que uma administracdo € uma "dose" unica, desde que todos
0s componentes relevantes sejam administrados a um sujeito dentro de
uma janela de tempo; ndo é necessario que todos os componentes
estejam presentes em uma unica composicdo. Por exemplo, a
administracdo de duas composi¢des imunogénicas ou vacinas
diferentes, em um periodo de menos de 24 h, € considerada uma dose
unica. Para dar apenas um exemplo, composi¢cdes imunogénicas ou

vacinas com diferentes componentes antigénicos podem ser
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administradas em composi¢cdes separadas, mas como parte de uma
dose unica. Como observado acima, tais composi¢des separadas
podem ser administradas por meio de diferentes vias ou pela mesma
via. Alternativamente ou adicionalmente, nas modalidades em que uma
composigao imunogénica ou vacina € combinada com tipos adicionais
de agentes ativos, a composicdo imunogénica ou vacina pode ser
administrada por uma via e um segundo agente ativo pode ser
administrado pela mesma via ou por uma via diferente.

[190] As composicdes farmacéuticas (por exemplo, composicdes
imunogénicas ou vacinas) sdo administradas em tais quantidades e pelo
tempo que for necessario para atingir o resultado desejado. Em algumas
modalidades da presente invencdo, a composicdo imunogénica ou
vacina compreende uma quantidade imunologicamente eficaz de pelo
menos uma composi¢gdo imunogénica. A quantidade exata necessaria
para atingir uma quantidade imunologicamente eficaz pode variar,
dependendo da composi¢cdo imunogénica e de sujeito para sujeito,
dependendo da espécie, idade e condi¢cao geral do sujeito, o estagio da
doenca, a mistura farmacéutica particular, seu modo de administracdo
e semelhantes.

[191] A quantidade de proteina(s) de fusdo aqui descrita em cada
dose de composicdo farmacéutica (por exemplo, composicao
imunogénica ou vacina) € selecionada para permitir que a vacina,
quando administrada como aqui descrito, induza uma resposta
imunoprotetora  apropriada sem efeitos colaterais adversos
significativos.

[192] Em algumas modalidades, uma composi¢do farmacéutica
compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita induz uma
resposta de células Th1 e/ou Th17 apdés a administragdo a um sujeito.
Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica induz uma

resposta opsoOnica / bactericida contra S. pneumoniae apds a

Peticao 870210032450, de 09/04/2021, pag. 104/207



100/181

administracdo a um sujeito. Em algumas modalidades, a composi¢ao
farmacéutica que compreende uma proteina de fusdo aqui divulgada
reduz a taxa de transmissao e/ou colonizagdo das superficies mucosas
por Streptococcus pneumoniae apds administracdo a um sujeito. Em
algumas modalidades, a composi¢cdo farmacéutica reduz a taxa de
transmissdo e/ou colonizagcdo da nasofaringe ou dos pulmdes por S.
pneumoniae apos a transmissao.

[193] Algumas modalidades fornecem um método de imunizagdo
de um sujeito contra a infeccdo por S. pneumoniae, compreendendo
administrar ao sujeito de uma quantidade imunologicamente eficaz de
uma composi¢cdo imunogénica compreendendo uma proteina de fuséo
aqui descrita. Algumas modalidades fornecem um método de
imunizacdo de um sujeito contra a infeccdo por S. pneumoniae,
compreendendo  administrar ao  sujeito uma  quantidade
imunologicamente eficaz de uma composicdo de vacina
compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita. Algumas
modalidades fornecem um método de imunizagdo de um sujeito contra
a infecgao por S. pneumoniae, compreendendo administrar ao sujeito
de uma quantidade imunologicamente eficaz de uma composicao
farmacéutica compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita.
Profilaxia de combinag¢ao ou Terapia combinada

[194] Em algumas modalidades, uma composigao imunogénica ou
vacina compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita pode ser
administrada em combinagdo com outro agente. Em algumas
modalidades, o agente € ou compreende PCV13. Em algumas
modalidades, o agente é ou compreende PPSV23. Em algumas
modalidades, o agente € ou compreende um antibidtico.

Dosagem

[195] Em algumas modalidades, a administragdo de uma

composigdo imunogénica ou vacina compreendendo uma proteina de
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fusdo aqui descrita pode envolver a distribuicdo de uma dose unica. Em
algumas modalidades, a administracdo pode envolver uma dose inicial
seguida por uma ou varias doses de imunizagdo adicionais,
adequadamente espacadas. Um cronograma de imunizagdo € um
programa para a administracdo de uma ou mais doses especificadas de
uma ou mais vacinas pneumococicas especificadas, por uma ou mais
vias de administracdo especificadas, em uma ou mais idades
especificadas de um sujeito.

[196] A presente divulgacado fornece métodos de imunizacao que
envolvem a administracdo de pelo menos uma dose de uma vacina a
um sujeito infantil. Em algumas modalidades, o sujeito infantil possui 18
meses ou menos. Em algumas modalidades, o sujeito infantil possui 12
meses ou menos. Em algumas modalidades, o sujeito infantil recebeu
anteriormente uma ou mais doses de uma vacina pneumocadcica
polissacaridica conjugada; em outras modalidades, o sujeito infantil é
virgem as vacinas pneumocdcicas. Em algumas modalidades, o sujeito
infantil foi previamente infectado ou exposto a infeccdo por S.
pneumoniae.

[197] A presente divulgacao fornece métodos de imunizacao que
envolvem a administracdo de pelo menos uma dose de uma vacina a
um sujeito bebé. Em algumas modalidades, o sujeito infantil possui 5
anos ou menos. Em algumas modalidades, o sujeito infantil possui 4
anos ou menos. Em algumas modalidades, o sujeito bebé recebeu
anteriormente uma ou mais doses de uma vacina pneumococica
polissacaridica conjugada; em outras modalidades, o sujeito bebé é
virgem as vacinas pneumocdcicas. Em algumas modalidades, o sujeito
bebé foi previamente infectado ou exposto a infeccdo por S.
pneumoniae.

[198] A presente divulgacao fornece métodos de imunizacao que

envolvem a administracdo de pelo menos uma dose de uma vacina a
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um sujeito juvenil. Em algumas modalidades, o sujeito juvenil possui 18
anos ou menos. Em algumas modalidades, o sujeito juvenil possui 15
anos ou menos. Em algumas modalidades, o sujeito juvenil recebeu
anteriormente uma ou mais doses de uma vacina pneumocadcica
polissacaridica conjugada; em outras modalidades, o sujeito juvenil é
virgem as vacinas pneumocdcicas. Em algumas modalidades, o sujeito
juvenil foi previamente infectado ou exposto a infeccdo por S.
pneumoniae.

[199] A presente divulgacado fornece métodos de imunizacio que
envolvem a administracdo de pelo menos uma dose de uma vacina a
um sujeito adulto. Em algumas modalidades, o sujeito adulto possui
mais de cerca de 50 anos de idade. Em algumas modalidades, o sujeito
adulto possui mais de cerca de 65 anos de idade. Em algumas
modalidades, o sujeito adulto recebeu anteriormente uma ou mais
doses de uma vacina pneumocadcica polissacaridica conjugada; em
outras modalidades, o sujeito adulto € virgem as vacinas
pneumocécicas. Em algumas modalidades, o sujeito adulto foi
previamente infectado ou exposto a infeccao por S. pneumoniae.

[200] Os esquemas de imunizagao da presente divulgacdo séo
fornecidos para induzir uma resposta imune (por exemplo, uma resposta
imunoprotetora) em um sujeito suficiente para reduzir pelo menos uma
medida selecionada do grupo que consiste em incidéncia, prevaléncia,
frequéncia e/ou gravidade de pelo menos um infecgdo, doenga ou
disturbio e/ou pelo menos um marcador substituto da infeccédo, doenca
ou disturbio, em uma populacéo e/ou subpopulagao do(s) sujeito(s). Um
programa de imunizacdo suplementar € aquele que possui esse efeito
em relagdo ao programa padrdo que complementa. Um cronograma
suplementar pode exigir administracdes adicionais e/ou doses supra-
imunogénicas das composi¢cdes imunogénicas ou vacinas aqui

divulgadas, encontradas no cronograma padrdo, ou para a
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administracdo de composi¢cdes imunogénicas ou vacinas que nio fazem
parte do cronograma padrdo. Um programa de imunizagdo completo da
presente invencdo pode compreender um programa padrdao e um
programa suplementar. Exemplos de esquemas de imunizagao de
amostra sao fornecidos para fins ilustrativos. Descricdes detalhadas de
meétodos para avaliar a resposta imunogénica discutidos aqui permitem
desenvolver alteragdes nos esquemas de imunizacdo de amostra sem
experimentagao indevida.

[201] Em uma modalidade da presente divulgacdo, uma primeira
administracdo de uma vacina pneumococica geralmente ocorre quando
um sujeito possui mais que cerca de 2 semanas, mais que cerca de 5
semanas, mais que cerca de 1 ano, mais que cerca de 2 anos, mais de
cerca de 15 anos, ou mais que cerca de 18 anos.

[202] Em uma modalidade da presente divulgacdo, uma primeira
administracdo de uma vacina pneumococica geralmente ocorre quando
um sujeito possui mais que cerca de 50 anos, mais que cerca de 55
anos, mais que cerca de 60 anos, mais que cerca de 65 anos, ou mais
que cerca de 70 anos.

[203] Em algumas modalidades da divulgagdo, uma unica
administracdo de vacina é usada. E possivel que os objetivos da
presente invengdo possam ser servidos com uma unica administragao,
especialmente quando um ou mais polipeptideos de vacina utilizados,
polissacarideo(s) e/ou conjugado(s) ou combinacdes dos mesmos séo
fortes, e em tal situagdo, um esquema de dose unica é suficiente para
induzir uma resposta imunoprotetora duradoura.

[204] Em algumas modalidades, € desejavel administrar duas ou
mais doses de vacina, para maior eficacia e cobertura imunoprotetora.
Assim, em algumas modalidades, uma série de doses é pelo menos
duas, pelo menos trés ou mais doses. Nao existe um numero maximo

de doses definido, no entanto, € uma boa pratica clinica ndo imunizar
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mais frequentemente do que o necessario para obter o efeito desejado.
[205] Sem estar limitado pela teoria, uma primeira dose de vacina
administrada de acordo com a divulgacado pode ser considerada uma
dose de “iniciacdo”. Em algumas modalidades, mais de uma dose é
incluida em um cronograma de imunizagdo. Em tal cenario, uma dose
subsequente pode ser considerada uma dose de “reforco”.

[206] Uma dose inicial pode ser administrada a um sujeito virgem
(um sujeito que nunca recebeu anteriormente uma vacina
polissacaridica conjugada). Em algumas modalidades, uma dose inicial
pode ser administrada a um sujeito que recebeu anteriormente a vacina
polissacaridica conjugada pelo menos cinco ou mais anos antes da
administracdo de uma dose inicial de vacina de acordo com a invengao.
Em outras modalidades, uma dose inicial pode ser administrada a um
sujeito que recebeu anteriormente uma vacina polissacaridica
conjugada pelo menos vinte ou mais anos antes da administragao de
uma vacina inicial de acordo com a invencgéo.

[207] Quando um esquema de imunizagao exige duas ou mais
doses separadas, o intervalo entre as doses € considerado. O intervalo
entre duas doses sucessivas pode ser o0 mesmo ao longo de um
programa de imunizacdo ou pode mudar a medida que o sujeito
envelhece. Nos esquemas de imunizagdo da presente invencdo, uma
vez que uma primeira dose de vacina foi administrada, ha um primeiro
intervalo antes da administracdo de uma dose subsequente. Um
primeiro intervalo é geralmente de pelo menos cerca de 2 semanas, 1
més, 6 semanas, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses ou
mais. Quando mais de uma dose(s) subsequente(s) ¢€(sdo)
administradas, segundos (ou mais) intervalos podem ser fornecidos
entre tais doses subsequentes. Em algumas modalidades, todos os
intervalos entre as doses subsequentes sdo do mesmo comprimento;

em outras modalidades, os segundos intervalos podem variar em
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comprimento. Em algumas modalidades, o intervalo entre as doses
subsequentes pode ser de pelo menos cerca de 12 meses, pelo menos
cerca de 15 meses, pelo menos cerca de 18 meses, pelo menos cerca
de 21 meses ou pelo menos cerca de 2 anos. Em algumas modalidades,
o intervalo entre as doses pode ser de até 3 anos, até cerca de 4 anos,
ou até cerca de 5 anos ou 10 anos ou mais. Em algumas modalidades,
os intervalos entre as doses subsequentes podem diminuir a medida
gue o sujeito envelhece.

[208] Sera apreciado por aqueles versados na técnica que uma
variedade de combinacdes e subcombinacdes possiveis das varias
condigbes de tempo da primeira administragéo, intervalo mais curto,
maior intervalo e numero total de administracées (em termos absolutos,
ou dentro de um determinado periodo) existem, e todas essas
combinagdes e subcombinagdes devem ser consideradas como
estando dentro da contemplacdo do inventor, embora nao
explicitamente enumeradas aqui.

Ensaios para determinar a resposta imunologica

[209] Em algumas modalidades, um método de avaliagdo da
imunogenicidade de uma composi¢cdo farmacéutica, composicio
imunogénica ou vacina compreendendo uma proteina de fusao aqui
descrita compreende avaliar, medir e/ou comparar uma resposta imune
usando um ou mais bioensaios in vitro, incluindo respostas de células T
e células B, como niveis de anticorpos por ELISA, ELISA multiplex,
MSD, Luminex, citometria de fluxo, resposta de células Th1 / Th17,
medic¢ao do nivel de citocinas e niveis de anticorpos funcionais medidos
por OPK, eliminacdo de bactericida sérico (SBA), aglutinacao,
motilidade, citotoxicidade, ou adeséo; e ensaios in vivo em modelos
animais de doenga pneumocodcica (por exemplo, pneumonia,
bacteremia, meningite, sepse, otite média, colonizagdo nasofaringea).

Os parametros dos ensaios in vivo incluem eliminagcdo bacteriana das
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superficies mucosas ou corrente sanguinea, redugcao ou prevencao de
bacteremia, meningite, sepse ou otite média, reducéo ou prevencao da
colonizagao da nasofaringe, redugédo da mortalidade e protecao passiva
e ativa apos o desafio com o patégenos pneumocdcicos que sdo 0s
alvos da composigdo imunogénica. Em algumas modalidades, a
resposta imune € comparada a uma composicao de controle.

[210] Em algumas modalidades, um método de avaliagdo da
poténcia de uma composicdo farmacéutica, composicdo imunogénica
ou vacina compreendendo uma proteina de fusdo aqui descrita
compreende avaliar, medir e/ou comparar uma resposta imune usando
um ou mais bioensaios in vitro, incluindo respostas de células T e
células B, como niveis de anticorpos por ELISA, ELISA multiplex, MSD,
Luminex, citometria de fluxo, resposta de células Th1 / Th17, medicéo
do nivel de citocinas e niveis de anticorpos funcionais medidos por OPK,
eliminacao de bactericida sérico (SBA), internalizacado, neutralizacédo de
atividade, aglutinagdo, motilidade, citotoxicidade, ou adeséo; e ensaios
in vivo em modelos animais de doenga pneumococica (por exemplo,
pneumonia, bacteremia, meningite, sepse, otite média, colonizacdo
nasofaringea). Os parametros incluem eliminacdo ou redugéo
bacteriana das superficies mucosas ou corrente sanguinea, redugao ou
prevencao de bacteremia, meningite, sepse ou otite média, reducao ou
prevencédo da colonizacdo da nasofaringe, reducdo da mortalidade e
protecdo passiva e ativa apos o desafio com os patdégenos
pneumocdécicos que sao os alvos da composicdo imunogénica. Em
algumas modalidades, a resposta imune é comparada a uma
composicao de controle.

[211] De um modo geral, pode ser desejavel avaliar as respostas
humorais, respostas celulares e/ou interagdes entre os dois. Quando as
respostas humorais estdo sendo avaliadas, os titulos e/ou tipos de
anticorpos (por exemplo, 1gG total, IgG1, IgG2, IgM, IgA, etc.) para
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antigenos de patdégenos especificos (por exemplo, polipeptideos ou
polissacarideos, especificos para sorotipos ou conservados em dois ou
mais sorotipos) podem ser determinados, por exemplo, antes e/ou apos
a administracdo de uma dose inicial ou de reforco da vacina (e/ou em
comparagado com 0s niveis de anticorpos na auséncia de estimulagao
antigénica). As respostas celulares podem ser avaliadas monitorando
as reacdes, como respostas de hipersensibilidade do tipo retardado,
etc., aos antigenos. As respostas celulares também podem ser medidas
diretamente avaliando a resposta dos mondcitos das células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) a estimulagdo com os
antigenos de interesse. Populagcbes de células B precursoras e de
memoria podem ser avaliadas em ensaios de imunoensaio enzimatico
(ELISpot) direcionados contra antigenos de patdgenos especificos.
[212] O método RIA detecta anticorpos especificos através da
incubacdo de soros com polissacarideos radiomarcados ou
polipeptideos em suspensao (por exemplo, Schiffiman et al, 1980). Os
complexos antigeno-anticorpo sdo entdo precipitados com sulfato de
amoénio e os granulos radiomarcados testados para contagens por
minuto (cpm).

[213] No método de deteccdo de ELISA, os anticorpos especificos
do soro de sujeitos vacinados sdo quantificados por incubagcdo com
antigenos (por exemplo, polipeptideos ou polissacarideos, especificos
para sorotipos ou conservados em dois ou mais sorotipos) que foram
adsorvidos a um suporte solido (por exemplo, Koskela and Leinonen
(1981); Kojima et al, 1990; Concepcion and Frasch, 2001). O anticorpo
ligado é detectado usando anticorpos de detecgdo secundaria
conjugados com enzima. O ELISA também permite a isotipagem e
subclasse da resposta imune (isto é, IgM vs. IgG ou IgG1 vs. 1gG2)
usando anticorpos secundarios especificos de isotipo ou subclasse e
pode ser adaptado para avaliar a avidez dos anticorpos (Anttila et al,
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1998; Romero-Steiner et al, 2005). Os ensaios multiplex (por exemplo,
Luminex) facilitam a detecgdo simultdnea de anticorpos para varios
antigenos. Os antigenos sdo conjugados a microesferas
espectralmente distintas que sdo misturadas e incubadas com soro. Os
anticorpos ligados aos antigenos nas microesferas revestidas sao
detectados usando um anticorpo secundario (por exemplo, 1gG anti-
humano de cabra conjugado com R-ficoeritrina).

[214] Uma abordagem para avaliar o anticorpo funcional no soro é
0 ensaio opsonofagocitico (OPA), que quantifica apenas os anticorpos
que podem opsonizar a bactéria, levando a ingestdo e morte da
bactéria. O ensaio padrao utiliza uma célula efetora fagocitaria humana,
uma fonte de complemento, bactérias e soros diluidos. A leitura do
ensaio € o titulo final do soro no qual s >50% de morte em comparacao
com bactérias incubadas com complemento e células humanas
sozinhas (Romero-Steiner et al, 1997). Este OPA de eliminagdo também
pode ser multiplexado utilizando cepas alvo de patdégenos que carregam
diferentes marcadores de resisténcia a antibioticos (Kim et al, 2003).
Outro tipo de ensaio opsénico multiplex € um ensaio de nao eliminagao
em que a absorcao por células efetoras fagociticas de patéogeno
encapsulado corado com fluorescéncia ou microesferas fluorescentes
conjugadas com antigenos de um patdégeno alvo na presenga de soro
diluido mais uma fonte de complemento € avaliada por FC (Martinez et
al, 1999). A atividade opsénica do anticorpo sérico mais complemento
também pode ser avaliada medindo a resposta oxidativa de células
efetoras humanas fagociticas ao patdégeno ingerido (Munro et al. 1985;
Ojo-Amaize et al. 1995).

[215] Certos sistemas de modelo in vivo podem ser usados para
avaliar a protecdo conferida por anticorpos séricos induzidos por
composi¢cdes imunogénicas ou vacinas compreendendo uma proteina

de fusdo aqui descrita. Em tais sistemas de protecdo passiva,
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camundongos ou ratos sdo desafiados com o patégeno mais soros
diluidos, e o titulo final do soro que fornece protecéo contra pneumonia,
bacteremia, colonizacdo de 6rgaos ou tecidos, ou mortalidade é
determinado (Stack et al. 1998; Saeland et al. 2000).

[216] Em algumas modalidades, a eficacia da imunizagao pode ser
determinada pelo ensaio de um ou mais niveis de citocinas estimulando
células T de um sujeito apds a imunizagdo. O um ou mais niveis de
citocinas podem ser comparados com um ou mais niveis de citocinas
no mesmo sujeito antes da imunizagao. Niveis aumentados de uma ou
mais citocinas, como um aumento de 1,5 vezes, 2 vezes, 5 vezes, 10
vezes, 20 vezes, 50 vezes ou 100 vezes ou mais em relacio aos niveis
de citocinas pré-imunizacdo, indicariam uma resposta aumentada a
composigao imunogénica ou vacina. Em algumas modalidades, uma ou
mais citocinas sao selecionadas de GM-CSP; IL-1a; IL-1B; IL-2; IL-3; IL-
4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-10; IL-12; IL-17A, IL-17F ou outros membros
da familia IL-17; IL-22; IL-23; IFN-a; IFN-B; IFN-y; MIP-1a; MIP-183; TGF-
B; TNFa, ou TNF-. Em um exemplo nado limitativo, a eficacia da
imunizacdo pode ser determinada pelo ensaio dos niveis de IL-17
(particularmente IL-17A) estimulando células T de um sujeito apos a
imunizacao. Os niveis de IL-17 podem ser comparados aos niveis de IL-
17 no mesmo sujeito antes da imunizacdo. Niveis aumentados de IL-17
(por exemplo, IL-17A), como um aumento de 1,5 vezes, 2 vezes, 5
vezes, 10 vezes, 20 vezes, 50 vezes ou 100 vezes ou mais, indicariam
uma resposta aumentada a composi¢ao imunogénica ou vacina.

[217] Em algumas modalidades, pode-se testar neutrofilos na
presenca de células T ou anticorpos do paciente para morte
pneumocécica. O aumento da morte pneumocaocica, como um aumento
de 1,5 vezes, 2 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 20 vezes, 50 vezes ou 100
vezes ou mais, indicaria um aumento da resposta a composi¢cao

imunogénica ou vacina. Por exemplo, pode-se medir a ativacdo de
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células Th17, onde o aumento da ativacédo de células Th17, como um
aumento de 1,5 vezes, 2 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 20 vezes, 50 vezes
ou 100 vezes ou mais, correlaciona com uma resposta aumentada a
composicdo imunogénica ou vacina. Em outro exemplo nao limitativo,
pode-se medir a ativacao de células Th1, em que o aumento da ativacéo
de células Th1, como 1,5 vezes, 2 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 20 vezes,
50 vezes ou 100 vezes ou mais aumento, correlaciona-se com um
aumento da resposta a composicdo imunogénica ou vacina. Pode-se
também medir os niveis de um anticorpo especifico para a composi¢ao
imunogénica ou vacina, onde niveis aumentados do anticorpo
especifico, como 1,5 vezes, 2 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 20 vezes, 50
vezes ou 100 vezes ou mais aumento, estdo correlacionados com o
aumento da eficacia. Em algumas modalidades, dois ou mais desses
ensaios sao usados. Por exemplo, pode-se medir os niveis de IL-17 e
0s niveis de composi¢cdo imunogénica ou anticorpo especifico da
vacina. Alternativamente, pode-se seguir marcadores epidemiologicos,
como incidéncia, gravidade ou duracao da infeccdo pneumocécica em
individuos vacinados em comparacado com individuos ndo vacinados.

[218] A composigao imunogénica ou a eficacia da vacina também
podem ser avaliadas em varios sistemas modelo, como o modelo de
desafio de camundongo. Por exemplo, as cepas de camundongos BALB
/ cou C57BL / 6 podem ser usadas. Depois de administrar a composicao
imunogénica de teste ou vacina a um sujeito (como uma dose unica ou
doses multiplas), o experimentador administra uma dose de desafio de
S. pneumoniae. Em alguns casos, uma dose de desafio administrada
por via intranasal € suficiente para causar colonizacdo por S.
pneumoniae (especialmente colonizagdo nasal) em um animal ndo
vacinado e, em alguns casos, uma dose de desafio administrada por
aspiragao € suficiente para causar sepse e uma alta taxa de letalidade

em animais ndo vacinados. Em alguns casos, uma dose de desafio
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administrada via injecao intraperitoneal € suficiente para causar sepse
e uma alta taxa de letalidade em animais ndo vacinados. Em alguns
casos, uma dose de desafio administrada por injecédo intravenosa é
suficiente para causar sepse e uma alta taxa de letalidade em animais
nao vacinados. Pode-se entdo medir a redugcdo da colonizagcdo ou a
reducao da letalidade em animais vacinados.

[219] Certos sistemas modelo in vivo podem ser usados para
avaliar a protecao proporcionada por anticorpos séricos induzidos por
vacinas da presente invencdo. Em tais sistemas de protecao passiva,
camundongos ou ratos sdo desafiados com o patdégeno mais soros
diluidos, e o titulo final do soro que fornece protecédo contra bacteremia,
colonizacao de 6rgaos ou tecidos, ou mortalidade é determinado (Stack
et al. 1998; Saeland et al. 2000).

Exemplificagao

Exemplo 1: Inducdo da resposta Th17 e protecao da colonizacao

pneumococica nasal em camundongos mediada pelos
componentes SP0785 e SP1500 da proteina de fusdao CP1
Objetivo:

[220] Este exemplo compara a capacidade das proteinas
individuais de Streptococcus pneumoniae SP0785 e SP1500 com uma
proteina de fusdo CP1 exemplificativa para estimular uma resposta
Th17 e proteger camundongos da colonizagdo nasal com S.
pneumoniae ap6s imunizagdo nasal com a toxina colera adjuvante (CT).
Uma proteina de fusdo CP1 exemplificativa € uma proteina de fuséo
compreendendo uma rizavidina truncada (aminoacidos [45-179],
denotado Rhavi), um polipeptideo SP0785 e um polipeptideo SP1500.
Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo CP1 é ou
compreende Rhavi-ligante (GGGGSSS)-SP1500-ligante  (AAA)-
SP0785.

Sumario:
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1.  As proteinas deS. pneumoniae SP0785 e SP1500 e a proteina de
fusdo CP1 podem gerar, cada uma, uma resposta Th17 robusta em
camundongos, conforme demonstrado pela secrecdo de interleucina
17A (IL-17A) apds imunizagao intranasal com a toxina colera adjuvante
(CT).

2. A colonizagdo nasal de S. pneumoniae foi significativamente
reduzida por imunizagdes intranasais separadas de camundongos com
SP1500 ou SP0785 e CT, ou com CP1 e CT.

Materiais e Métodos:

Producéo de proteina recombinante

[221] Proteinas recombinantes marcadas com histidina foram
expressas em Escherichia coli e purificadas usando cromatografia de
afinidade com acido Ni-nitrilotriacético. Uma segunda purificacdo foi
executada com cromatografia de exclusdo de tamanho com uma coluna
Superdex 200. A concentracéo de proteina foi medida usando um kit de
ensaio de proteina de acido bicinconinico (BCA) (Bio-Rad).
Formulacéo

[222] A toxina da cdlera (CT) foi usada como adjuvante para
imunizagao intranasal para facilitar a indugéo de respostas de células T
a proteinas sozinhas. Proteinas ou vacina de células inteiras
pneumocécicas (quantidade indicada na Tabela 5) foram misturadas
com 1 pg de CT em solugdo salina em um volume final de 20 ul por dose
antes da administracao.

Protocolo de imunizacao de camundonqo intranasal

[223] Para imunizagéao intranasal com proteinas com adjuvante CT
e vacina pneumococica de células inteiras com inativagcao de
cloroférmio (WCC), camundongos C57BL / 6 (grupos de n = 10)
receberam 2 imunizagdes com intervalo de 1 semana. Amostras de
sangue periférico foram colhidas 3 semanas apds a ultima imunizagao

para estimulacdo de IL-17A ex vivo na presenca de antigeno(s)
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apropriado(s) como estimulante.
Tabela 5. Grupos de estudo de imunizagao intranasal de

camundongo

Grupo| Antigeno Dose Adjuvante #de Cronograma de Coleta de.

(Proteina) camundongos | imunizagao (dias) sangue (dias)

A - - CT 10 0,7 28

B SP0785 | 10pg CT 10 0,7 28

C - - CT 10 0,7 28

D SP1500 |10pg CT 10 0,7 28

E CP1 15ug CT 10 0,7 28

F Rhavi 15ug CT 10 0,7 28

G WCC 100pg CT 10 0,7 28

Abreviaturas: CP1: proteina de fusdo 1 (Rhavi-ligante (GGGGSSS)-
SP1500-ligante  (AAA)-SP0785); Rhavi: rizavidina  truncada,
aminoacidos [45-179]; WCC: vacina pneumococica de células inteiras
(inativagao do cloroférmio); CT: toxina da célera

Nota: todas as proteinas recombinantes foram marcadas com His.

Inducéo de IL-17A e medicao de sanque total

[224] A estimulagdo ex vivo de amostras de sangue periférico
colhidas 3 semanas apos a ultima imunizag&o intranasal foi realizada
em placas de fundo redondo de 96 poc¢os. Todos os estimulantes foram
diluidos em meio de estimulagdgo (DMEM F-12; FBS a 10%, 2-
mercaptoetanol 50 uM, ciprofloxacina 10 ug / ml) a uma concentracéo
final de 10 ug / ml. Em cada poco, 25 pl de sangue heparinizado foram
adicionados a 225 pl de meio de estimulagdo contendo os estimulantes
indicados, seguido de incubacgao a 37°C com 5% de CO- durante 6 dias.
Os sobrenadantes foram coletados apds centrifugacéo, e IL-17A foi
analisado com um kit ELISA (R&D systems).

Infeccé&o nasofaringea por S. pneumoniae e medicdo da colonizagcéo

[225] Uma a 2 semanas apds a coleta de sangue, os
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camundongos foram desafiados intranasalmente com 107 CFU de
pneumococos do tipo 6B (cepa 603). A lavagem nasofaringea em
camundongos sacrificados foi realizada 7 dias apés a infecgdo. As CFU
de S. pneumoniae por lavagem nasal foram calculadas apos o
crescimento em placas de agar de sangue.

Analises estatisticas

[226] As analises estatisticas foram realizadas com o PRISM
(GraphPad Software). Todos os dados sobre a concentragao de IL-17A
e densidades de colonizacdo nasofaringea foram analisados usando o
teste U de Mann-Whitney. As concentragcées médias geomeétricas de IL-
17A foram calculadas para cada grupo e a densidade media geométrica
de colonizagao foi calculada para cada grupo.

Resultados e Discusséo:

Resposta de IL-17A e reduc&o na colonizagdo apods imunizacdo
intranasal com SP1500, SP0785 ou CP1.

[227] Como visto na Figura 2, painel esquerdo, a imunizagao

intranasal com SP0785 ou SP1500 adjuvado com CT induziu uma forte
resposta Th17 especifica de antigeno em comparacdo com a
imunizagdo com CT sozinha, conforme indicado pelo aumento da
producao de IL-17A apds estimulacéo ex vivo de sangue periférico com
SP0785 ou SP1500 purificado. O aumento da secregcédo de IL-17A
correlacionou-se com uma redugdo estatisticamente significativa
correspondente em S. pneumoniae CFU recuperado da lavagem
nasofaringea 7 dias apds o desafio de camundongos imunizados
(Figura 2, painel direito).

[228] Como visto na Figura 3, painel esquerdo, quando a proteina
Rhavi foi comparada com a fusdao da proteina Rhavi-ligante
(GGGGSSS)-SP1500-ligante (AAA)-SP0785 (CP1) apds a imunizagéo
intranasal com CT, CP1 reteve a indugao especifica do antigeno de IL-
17A. Quando esses camundongos foram desafiados com S.
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pneumoniae e comparados com a imunizagdo intranasal da vacina
pneumocadcica de células inteiras, Rhavi sozinho n&o teve efeito protetor
conforme medido por CFU pneumocdcica, enquanto CP1 teve um efeito
protetor que foi comparavel a células inteiras pneumocadcicas mortas
(inativadas) (Figura 3, painel direito).

Exemplo 2: Atividade de eliminacdo de antissoros contra a proteina
de fusao CP1

Materiais e métodos:

Crescimento de bactérias
[229] As cepas 6B, 15A, 16F e 35B de S. pneumoniae foram

inoculadas em culturas de 10 mL de Todd Hewitt Broth (THB) com

extrato de levedura. As culturas foram incubadas a 37°C em 5% de CO:
por 4 a 7 horas até que a ODeoo atingisse 0,5 - 0,8 (fase logaritmica
meédia). As bactérias foram colhidas girando por 7 minutos a 3.000 g a
4°C e o pelete bacteriano foi ressuspenso em 10 mL de THB com 10%
de glicerol com armazenamento a -80°C. As estimativas da unidade
formadora de colénia (CFU) foram determinadas por diluicdes em série
de estoques congelados em agar Trypticase de soja com 5% de sangue
de ovelha (Becton, Dickenson, and Company) com 37°C em 5% de
incubagdes com CO> por 18 a 24 horas.

Ensaio opsonofagocitico concentrado (COPA)

[230] Os estoques congelados de S. pneumoniae foram
descongelados e ressuspensos a 2 x 10°CFU/ml em tampao de ensaio
(solucado salina tamponada de Hank com 10% de FBS inativado por
calor). A uma placa de 96 pocos, 10 pl de suspensao de bactérias foram
adicionados a cada poc¢o seguidos por 20 ul de soro de coelho inativado
por calor diluido em tampao de ensaio para ser testado no ensaio. As
bactérias e o soro de coelho foram incubados a temperatura ambiente
durante 30 min com agitacdo. A cada poco, foram adicionados 10 pl de

complemento de coelho bebé (Pel-Freeze Biologicals), seguido por
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incubacao a temperatura ambiente por 30 min com agitacido. As células
HL60 (ATCC) foram lavadas com tamp&o de ensaio e ressuspendidas
para 1 x 107 células / ml. A cada pogo, foram adicionados 40 pl de
suspensao de HL60 (raz&o de HLG0 para bactérias de 200:1) seguido
por incubacao com agitacao a 37°C com 5% de CO: durante 1 hora. A
placa foi transferida para gelo e incubada durante 20 minutos. Cada
amostra (nao diluida, diluicdes 1/5 e 1/25 em agua) foi entdo semeada
em placas de agar de sangue a 5%. Apos incubagdo durante a noite a
37°C com 5% de CO2, as CFU foram contadas para cada amostra e
diluicéo.

Soro de coelho

[231] Coelhos brancos da Nova Zelandia (n = 3) foram imunizados
com 100 ug de Rhavi-ligante (GGGGSSS)-SP1500-ligante (AAA)-
SP0785 (CP1, marcado com His) e 0,625 mg de aluminio elementar de
AIPOg4 por dose para um total de trés doses com duas semanas entre
cada imunizagao (coelhos 87, 88 e 1762). Os soros foram coletados
antes da imunizacao (P0O) e duas semanas apods a terceira imunizacao
(P3) e armazenados a -80°C.

Resultados e Discusséo:

Atividade opsonofagocitica de S. pneumoniae de anticorpos dirigidos
contra CP1

[232] Um ensaio opsonofagocitico concentrado modificado

(COPA) foi estabelecido para investigar a morte mediada por anticorpos
de proteinas de S. pneumoniae. Os soros de dois coelhos imunizados
com CP1 (P3 dos coelhos 87 e 88) foram analisados em comparacao
com os soros pré-imunes (P0). Em todas as diluicdes testadas para
ambos os coelhos, a incubagdo com o soro imune P3 resultou em uma
reducdo da CFU (Figura 4), ou na exibi¢gado alternativa dos mesmos
resultados, um aumento na porcentagem de atividade de morte (Figura

7, Painel A), em comparacao a incubagcdo com o soro prée-imune (PO)

Peticao 870210032450, de 09/04/2021, pag. 121/207



117/181

para S. pneumoniae sorotipo 6B, um tipo incorporado na vacina Prevnar
13 disponivel comercialmente. A atividade de eliminagdo do soro imune
era dependente de ambas as células HL60 e do complemento ativo
(dados ndo mostrados). Os mesmos soros foram testados em dois
sorotipos nao incorporados em vacinas disponiveis comercialmente, S.
pneumoniae sorotipo 15A (Figura 5 e Figura 7, Painel B: diluicdo 1/2) e
sorotipo 35B (Figura 6 e Figura 7, Painel C: 1/ 2 diluicdo). O soro de um
terceiro coelho imunizado com CP1 (P3 do coelho 1762) foi testado em
comparagao com o soro pre-imune (P0O) contra S. pneumoniae sorotipo
16F, um outro sorotipo ndo incorporado em vacinas comercialmente
disponiveis (Figura 7, Painel D: Diluicbes de 1/2, 1/6, 1/18, 1/54). Para
todos os coelhos e sorotipos ndo vacinais testados, a incubagao com os
soros imunes P3 resultou em uma reducao da CFU, ou alternativamente
exibido, um aumento na porcentagem de atividade de morte, em
comparagdo com a incubacdo com os soros pré-imunes (P0). A
atividade de eliminagdo do soro imune era dependente de ambas as
células HL60 e do complemento ativo (dados ndo mostrados).

Exemplo 3: Comparacdo da inducdo da resposta Th17 em

camundongos apos imunizacdo com uma mistura (nao conjugada)

de SP0785, SP1500 e uma proteina rizavidina truncada Rhavi, ou
com proteinas de fusdao CP1 ou SP0785-ligante (SSSGG)-SP1500-
ligante (SSVDKL)-PdT

Materiais e métodos:

Producéo de proteina recombinante

[233] Proteinas recombinantes marcadas com histidina foram
expressas em Escherichia coli e purificadas usando cromatografia de
afinidade com acido Ni-nitrilotriacético. Uma segunda purificacdo foi
executada com cromatografia de exclusdo de tamanho com uma coluna
Superdex 200. A concentracio de proteina foi medida usando um kit de

ensaio de proteina de acido bicinconinico (BCA) (Bio-Rad).
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Formulacéo
[234] A toxina da cdlera (CT) foi usada como adjuvante para

imunizagao intranasal para facilitar a indugéo de respostas de células T
a proteinas sozinhas. Proteinas (quantidade indicada na Tabela 6)
foram misturadas com 1 yg de CT em solugdo salina em um volume
final de 20 ul por dose antes da administragao.

Protocolo de imunizacao de camundonqo intranasal

[235] Para imunizagdo intranasal com proteinas adjuvadas com
CT, os camundongos C57BL / 6 (grupos de n = 15) receberam 2
imunizagdes com intervalo de 1 semana. Amostras de sangue periférico
foram colhidas 3 semanas apds a ultima imunizacéo para estimulagao
de IL-17A ex vivo na presenca de antigeno(s) apropriado(s) como
estimulante.

Tabela 6. Grupos de estudo de imunizagao intranasal de

camundongo
Cronograma de |Coleta de
Dose ) #de L
Grupo | Antigeno . |Adjuvante imunizagao sangue
(Proteina) camundongos . .
(dias) (dias)
A - - CT 15 0,7 28
B CP1 10 ug CT 15 0,7 28
Mistura Rhavi +
C 10 pg CT 15 0,7 28

SP0785 + SP1500

SP0785-ligante
D (SSSGG)-SP1500- 17 yg CT 15 0,7 28
ligante (SSVDKL)-PdT

E SP0785 10 pg CT 15 0,7 28

F SP1500 10ug |CT 15 07 28
Abreviaturas: CP1: proteina de fusdo 1 (Rhavi-ligante (GGGGSSS)-
SP1500-ligante  (AAA)-SP0785); Rhavi: rizavidina  truncada,

aminoacidos [45-179]; CT: toxina da cdlera

Nota: todas as proteinas recombinantes foram marcadas com His.
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Inducéo de IL-17A e medicado de sanque total

[236] A estimulagdoex vivo de amostras de sangue periférico
colhidas 3 semanas apos a ultima imunizag&o intranasal foi realizada
em placas de fundo redondo de 96 pocgos. Todos os estimulantes
(proteinas purificadas ou células inteiras de pneumococo mortas
(inativadas)) foram diluidos em meio de estimulagdo (DMEM F-12; FBS
a 10%, 2-mercaptoetanol 50 uyM, ciprofloxacina 10 ug / ml) a uma
concentracao final de 10 ug / ml. Em cada pocgo, 25 ul de sangue
heparinizado foram adicionados a 225 pl de meio de estimulacéo
contendo os estimulantes indicados, seguido de incubagao a 37°C com
5% de CO: durante 6 dias. Os sobrenadantes foram coletados apods
centrifugagao, e IL-17A foi analisado com um kit ELISA (R&D systems).
Anaélises estatisticas

[237] As analises estatisticas foram realizadas com o PRISM
(GraphPad Software). Todos os dados sobre a concentragao de IL-17A
foram analisados usando o teste U de Mann-Whitney. As concentracdes
meédias geométricas de IL-17A foram calculadas para cada grupo.
Resultados e Discusséo:

Respostas de IL-17A apds imunizagdo intranasal com uma mistura de
proteinas SP1500, SP0785 e Rhavi, ou com CP1 ou SP0785-ligante
(SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT.

[238] Como visto na Figura 8, a imunizacdo intranasal com CP1

com adjuvante CT induziu uma resposta Th17 especifica ao antigeno
mais forte em comparagédo com a imunizagdo com SP0785 ou SP1500
adjuvado com CT, ou apenas com CT (controle). A resposta Th17 é
indicada pelo aumento da producéo de IL-17A apds estimulagao ex vivo
do sangue periférico de camundongos imunizados com SP0785
purificado (Painel A), SP1500 purificado (Painel B) ou células inteiras
pneumocaocicas mortas (inativadas) (WCV; Painel C) .

[239] Como visto na Figura 9, a imunizacao intranasal com CP1
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adjuvado com CT também induziu uma resposta Th17 especifica de
antigeno mais forte em comparagao com a imunizagdo com proteina de
fusdo SP0785-ligante  (SSSGG)-SP1500-ligante  (SSVDKL)-PdT
adjuvado com CT ou com CT sozinho (controle). A resposta Th17 &
indicada pelo aumento da producéo de IL-17A apds estimulagao ex vivo
de sangue periférico de camundongos imunizados com SP0785
purificado (Painel A) ou SP1500 purificado (Painel B).

[240] Como visto na Figura 10, a imunizagao intranasal com CP1
com adjuvante CT induziu uma resposta Th17 especifica ao antigeno
mais forte em comparagdo com a imunizacdo com uma combinacao
(mistura) de SP0785, SP1500 e Rhavi adjuvado com CT, ou apenas
com CT (controle). A resposta Th17 é indicada pelo aumento da
producdo de IL-17A apds estimulagdo ex vivo do sangue periférico de
camundongos imunizados com SP0785 purificado (Painel A), SP1500
purificado (Painel B) ou células inteiras pneumocécicas mortas
(inativadas) (WCV; Painel C).

Exemplo 4: Comparagdo da atividade hemolitica de CP1 e SP0785-
ligante (SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT

Materiais e métodos:

Producéo de proteina recombinante

[241] As proteinas de fusdo recombinantes marcadas com
histidina CP1 e SP0785-ligante (SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-
PdT foram expressas em Escherichia coli e purificadas usando
cromatografia de afinidade com acido Ni-nitrilotriacético. Uma segunda
purificacdo foi executada com cromatografia de exclusdo de tamanho
com uma coluna Superdex 200. A concentracao de proteina foi medida
usando um kit de ensaio de proteina de acido bicinconinico (BCA) (Bio-
Rad).

Ensaio de atividade hemolitica de proteinas de fusdo

[242] O ensaio foi adaptado de Benton et al, 1997. O tampé&o de

Peticao 870210032450, de 09/04/2021, pag. 125/207



121/181

ensaio continha 10 mM de ditiotreitol, 0,1% de albumina de soro bovino
em PBS pH 7,4 e 2% de glébulos vermelhos de ovelha. Os glébulos
vermelhos de ovelha foram preparados como se segue: adicionar 200
ul de sangue de ovelha + 1 ml de PBS pH 7,4, misturar bem, peletizar e
lavar 3x a 8.000 rpm durante 30 segundos cada; finalmente
ressuspender as células sanguineas em 10 ml de PBS resfriado e
manter no gelo até o uso. O ensaio foi realizado diluindo um padrao de
pneumolisina (Ply), pneumolisoide PdT e proteinas de fusdo para testar
(CP1 e SP0785-ligante (SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT) nas
concentracdes indicadas na placa com 100 pl / pogo, adicionando entao
50 ul de globulos vermelhos de ovelha a 2% a todos os pogos. A placa
foi incubada durante 30 min a 37°C. Apo6s a incubacédo, a placa foi
centrifugada durante 5 min a 2.000 rpm a temperatura ambiente e 100
ul de sobrenadante foram transferidos para uma placa de 96 pogos
vazia para medir a absorbancia a ODa2. [Benton, K.A., J.C. Paton, and
D.E. Briles. 1997. As diferencgas na viruléncia para camundongos entre
as cepas de Streptococcus pneumoniae dos tipos capsulares 2, 3, 4, 5
e 6 ndo sao atribuiveis a diferencas na produg¢ao de pneumolisina. Infect
Immun. 65:1237-44]

Resultados e Discussé&o:

[243] Como visto na Figura 11, a incubacgao de globulos vermelhos
de ovelha com a proteina de fusdo CP1 n&o resultou em hemdlise em
nenhuma concentracao testada. A incubacdo com proteina de fuséo
SP0785-ligante (SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT ou PdT
pneumolisoide sozinho, em concentragdes acima de 1 mg/ mle 0,5 mg
/ ml, respectivamente, resultou em hemdlise quase completa dos
glébulos vermelhos de ovelha. Estes resultados mostram que as fragdes
SP0785 e SP1500 das duas proteinas de fusdo ndo contribuem para a
atividade hemolitica. A atividade hemolitica da proteina de fuséo
SP0785-ligante (SSSGG)-SP1500-ligante (SSVDKL)-PdT é atribuivel,
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em vez disso, ao pneumolisoide PdT.

Sequéncias

[244] SEQ ID NO: 1, proteina rizavidina, comprimento total
[aminoacidos 1-179]:
MITSLYATFGTIADGRRTSGGKTMIRTNAVAALVFAVATSALAFDASN
FKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCQ
NSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNT
EIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKD

[245] SEQ ID NO: 2, proteina rizavidina truncada, denotada Rhavi
[aminoacidos 45-179]:
FDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQ
GTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQV
NGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKD
[246] SEQ ID NO: 3, proteina SP0785, comprimento total
[aminoacidos 1-399], cepa TIGR4:
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVV
AKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASKGDLDEILVSVGDKVSEG
QAL
VKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNEAASAPAPQLPA
PVGG
EDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDA
TTVL
STLEGTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLAN
LSV
GQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKY
PYTI
DVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDE
QQK
AKKVEVSLGNADAENQEITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEAT
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N

[247] SEQ ID NO: 4, proteina SP0785 sem sequéncia de sinal
[aminoacidos 33-399]:

Nota: Uma incompatibilidade T394A com SP0785 NCBI Sequéncias
ABJ54007.1 e YP816180
FRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDAS
KGDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHI
NELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQ
LGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTVVEVNSNVSKSPT
GASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKK
WTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQ
GFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLG
NADAENQEITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN

[248] SEQ ID NO: 5, proteina de consenso SP0785 [aminoacidos
1-399]:
WP 081570978 1

MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 054387396 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LIVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 097557828 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 000728643 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 061633543 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
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WP 050965059 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
FVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 055387306 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 050203943 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 000728633 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPIH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 088799985 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 061764363 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 050259582 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 023396621 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVILGAGGILLFRQPSQTALKDEPIHL
VVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 000728632 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDELTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80

WP 061366281 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
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WP 061743315 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 057525500 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPIH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 000728639 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 084572368 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 084354434 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPYQTALKDEPTH
LVVVKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 050214972 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTAVKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 050208881 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVILGAGGILLFRQPSQTALKDEPIHL
VVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 088793209 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 069123032 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVAKEGSVASSILLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
WP 000728647 1
MKKKNGKAKKWQLYAAIGAASVVVLGAGGILLFRQPSQTALKDEPTH
LVVANEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK 80
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WP 081570978 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 054387396 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 097557828 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQNPTP 160
WP 000728643 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 061633543 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPTPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 050965059 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 055387306 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 050203943 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 000728633 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 088799985 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
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WP 061764363 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASALAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 050259582 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVPSPTP 160
WP 023396621 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 000728632 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 061366281 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 061743315 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVAKADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 057525500 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 000728639 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVAKADRHIN
ELNQARNEAASAQAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 084572368 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARVDCHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 084354434 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
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WP 050214972 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVAKADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 050208881 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVAKADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 088793209 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAVYDSASRAVAKADRHIN
ELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 069123032 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVAKADRHIN
ELNQVRNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 000728647 81
GDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVAKADRHIN
ELNQARNEAASAQAPQLPAPVGGEDATVQSPTP 160
WP 081570978 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 054387396 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 097557828 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 000728643 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 061633543 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240

Peticao 870210032450, de 09/04/2021, pag. 133/207



129/181

WP 050965059 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 055387306 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 050203943 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 000728633 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 088799985 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 061764363 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 050259582 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 023396621 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 000728632 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 061366281 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
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WP 061743315 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 057525500 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 000728639 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 084572368 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 084354434 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 050214972 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 050208881 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 088793209 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 069123032 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
WP 000728647 161
VAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTV
VEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGEL 240
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WP 081570978 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 054387396 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 097557828 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 000728643 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 061633543 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 050965059 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 055387306 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 050203943 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGAAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 000728633 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 088799985 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEGGDLKQGFSVNIEVK 320
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WP 061764363 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 050259582 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 023396621 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 000728632 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 061366281 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
SGNNTGSKYPYTIDVTGEIGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 061743315 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGRLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 057525500 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
SGNNTGSKYPYTIDVTGEIGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 000728639 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 084572368 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
WP 084354434 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320
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WP 050214972 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGNLKQGFSVNIEVK 320

WP 050208881 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320

WP 088793209 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320

WP 069123032 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320

WP 000728647 241
SEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPA
AGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVK 320

WP 081570978 321
SKTKAILVPVSSLVMDNSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399

WP 054387396 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399

WP 097557828 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399

WP 000728643 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKSKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399

WP 061633543 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
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WP 050965059 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 055387306 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTFSLEEGKEVKADEATN 399
WP 050203943 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 000728633 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 088799985 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 061764363 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 050259582 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 023396621 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 000728632 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 061366281 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
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WP 061743315 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 057525500 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 000728639 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 084572368 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 084354434 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 050214972 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 050208881 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 088793209 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKTDEATN 399
WP 069123032 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
WP 000728647 321
SKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQE
ITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN 399
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[249] SEQ ID NO: 6, proteina SP1500, comprimento total
[aminoacidos 1-278], cepa TIGR4:
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVNWQPIDWDLKEAEL
TKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSNSYMKNEQVLVTKKSSGITTAKD
MTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLK
NDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVGARKEDT
NLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ

[250] SEQ ID NO:7, proteina SP1500 sem sequéncia de sinal
[aminoacidos 27-278]:
TSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAVF
EKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEIL
KNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLND
YNVFTVGLETEAFAVGARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQK

WFGEDVATKEVKEGQ

[251] SEQ ID NO: 8, proteina de consenso SP1500 [aminoacidos
1-278]:

WP_ 000759187 o e—

MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

WP 050213573 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

WP 061814735 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

WP 084843602 o e —
MKKWMHVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFD
STFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72
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WP 000759185 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

WP 050261378 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNTSETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

WP 050220771 o e —
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

CKAB82396 1 ----
MKkwMKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNTSETSGDNWSKYESNKSITI

GFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 76

WP 088802838 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

WP 049512265 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

CKL85404 1 ----
MKkwMKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITI
GFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 76

EHZ28755 1 e
MLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVP

MGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 68

WP 100128002 1T e
MKKWILVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYESNKSITIGFDST
FVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

WP 053039665 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72
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WP 101514844 1T e
MKKWILVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYESNKSITIGFDST
FVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72
WP 050242061 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNASEISGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72
WP 023941000 1T e
MKKWMFVLVSLMTALFLVACGKNASETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72

EHE15463 1 e
MLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVP
MGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 68
EHE34295 1 e
MLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVP
MGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 68
CCMO08008 T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNSSETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72
KGI27253 1 e
MKkwMKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNASETSGDNWSKYESNKSITI
GFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 76
WP 088777969 1T e
MKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNASETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72
WP 050223531 1T e
MKKWMLVLVSLMIALFLVACGKNTSETSGDNWSKYESNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 72
CKJ33697 1
MKkwmkkwMKKWMLVLVSLMTALFLVACGKNASETSGDNWSKYESN
KSITIGFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV 80
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WP 000759187 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
WP 050213573 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
WP 061814735 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
WP 084843602 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
WP 000759185 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
WP 050261378 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152
WP 050220771 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152
CKA82396 77
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 156
WP 088802838 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
WP 049512265 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152

Peticao 870210032450, de 09/04/2021, pag. 144/207



140/181

CKL85404 77
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMNGKTLGAQA 156
EHZ28755 69
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA 148
WP 100128002 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152
WP 053039665 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATYERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
WP 101514844 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSH
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152
WP 050242061 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152
WP 023941000 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152
EHE15463 69
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA 148
EHE34295 69
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA 148
CCMO08008 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATYERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMTGKTLGAQA 152
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KGI27253 77
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMTGKILGAQA 156

WP 088777969 73
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152

WP 050223531 73
FEKYGITINWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSH
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMAGKTLGAQA 152

CKJ33697 81
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKLSGITTAKDMTGKILGAQA 160

WP 000759187 153
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

WP 050213573 153
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEVNQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

WP 061814735 153
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

WP 084843602 153
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

WP 000759185 153
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

WP 050261378 153
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
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WP 050220771 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
CKA82396 157
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 236
WP 088802838 153
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
WP 049512265 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIEGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
CKL85404 157
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 236
EHZ28755 149
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 228
WP 100128002 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
WP 053039665 153
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
WP 101514844 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
WP 050242061 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232
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WP 023941000 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

EHE15463 149
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 228

EHE34295 149
GSSGYADFEANPELLKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 228

CCMO08008 153
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

KGI27253 157
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLEIEAFAVG 236

WP 088777969 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQIFNEALIDLKNDRIDGLLIDR

VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

WP 050223531 153
GSSGYADFEANPAILKDIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVG 232

CKJ33697 161
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLEIEAFAVG 240

WP 000759187 233
ARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 050213573 233

ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278
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WP 061814735 233
ARKEDTTLVKKINEDFSSLYKNGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 084843602 233
ARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 000759185 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 050261378 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 050220771 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

CKA82396 237
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
282

WP 088802838 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEGVATKEVKEGQ
278

WP 049512265 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

CKL85404 237
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
282

EHZ28755 229

ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
274
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WP 100128002 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 053039665 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 101514844 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 050242061 233
TRKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

WP 023941000 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

EHE15463 229
SRKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
274

EHE34295 229
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
274

CCMO08008 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEG-
277

KGI27253 237
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
282

WP 088777969 233

ARKEDITLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278
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WP 050223531 233
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
278

CKJ33697 241
ARKEDTTLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ
286

[252] SEQ ID NO: 9, gene de rizavidina que codifica a proteina de

rizavidina de comprimento completo:
TTGATTATTACGAGTTTATATGCAACCTTCGGTACGATCGCCGACG
GTCGGCGCACATCAGGAGGAAAAACCATGATCCGTACTAATGCAG
TTGCAGCACTTGTGTTTGCTGTAGCAACCTCAGCTCTTGCTTTCGA
TGCAAGCAACTTCAAGGATTTTTCAAGCATCGCATCGGCTTCCAG
CAGTTGGCAGAACCAGTCCGGCTCGACGATGATCATTCAAGTCGA
CTCGTTCGGAAATGTCTCCGGCCAATATGTAAACAGAGCCCAGGG
CACCGGATGCCAGAACTCGCCCTATCCGCTAACAGGAAGGGTAA
ACGGGACGTTCATCGCATTTTCGGTCGGCTGGAACAATTCGACGG
AGAACTGCAATTCCGCAACCGGATGGACCGGCTACGCACAGGTC
AACGGCAACAACACTGAGATAGTCACGAGCTGGAACCTCGCTTAC
GAAGGCGGCTCCGGTCCGGCCATTGAGCAAGGACAAGACACTTT
CCAGTACGTGCCGACGACTGAGAACAAAAGCCTCTTGAAGGATTA
A

[253] SEQ ID NO: 10, gene de rizavidina que codifica a proteina
rizavidina truncada, denotado Rhavi [aminoacidos 45-179]:
TTTGATGCGAGTAACTTTAAAGATTTCAGCTCTATTGCGAGCGCCA
GTAGCTCTTGGCAGAATCAGAGTGGCAGCACCATGATTATCCAGG
TGGATTCTTTCGGCAACGTTAGTGGCCAGTATGTTAATCGTGCGC
AGGGCACGGGTTGCCAGAACTCTCCGTACCCGCTGACCGGCCGC
GTGAATGGCACGTTTATCGCCTTCAGCGTTGGCTGGAACAATTCT
ACCGAAAACTGTAATAGTGCAACCGGCTGGACGGGTTATGCGCA
GGTGAACGGTAACAATACCGAAATTGTTACGAGCTGGAATCTGGC
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CTATGAAGGCGGTTCTGGCCCGGCAATCGAACAGGGTCAGGATA
CCTTTCAGTACGTTCCGACCACGGAAAACAAAAGCCTGCTGAAAG
AT

[254] SEQ ID NO: 11, gene SP0785 que codifica a proteina
SP0785 de comprimento completo [aminoacidos 1-399], cepa TIGRA4:
ATGAAGAAAAAGAATGGTAAAGCTAAAAAGTGGCAACTGTATGCA
GCAAT
CGGTGCTGCGAGTGTAGTTGTATTGGGTGCTGGGGGGATTTTACT
CTTTA
GACAACCTTCTCAGACTGCTCTAAAAGATGAGCCTACTCATCTTGT
TGTT
GCCAAGGAAGGAAGCGTGGCCTCCTCTGTTTTATTGTCAGGGACA
GTAAC
AGCAAAAAATGAACAATATGTTTATTTTGATGCTAGTAAGGGTGAT
TTAG
ATGAAATCCTTGTTTCTGTGGGCGATAAGGTCAGCGAAGGGCAGG
CTTTA
GTCAAGTACAGTAGTTCAGAAGCGCAGGCGGCCTATGATTCAGCT
AGTCG
AGCAGTAGCTAGGGCAGATCGTCATATCAATGAACTCAATCAAGC
ACGAA
ATGAAGCCGCTTCAGCTCCGGCTCCACAGTTACCAGCGCCAGTA
GGAGGA
GAAGATGCAACGGTGCAAAGCCCAACTCCAGTGGCTGGAAATTCT
GTTGC
TTCTATTGACGCTCAATTGGGTGATGCCCGTGATGCGCGTGCAGA
TGCTG
CGGCGCAATTAAGCAAGGCTCAAAGTCAATTGGATGCAACAACTG
TTCTC
AGTACCCTAGAGGGAACTGTGGTCGAAGTCAATAGCAATGTTTCT
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AAATC
TCCAACAGGGGCGAGTCAAGTTATGGTTCATATTGTCAGCAATGA
AAATT
TACAAGTCAAGGGAGAATTGTCTGAGTACAATCTAGCCAACCTTTC
TGTA
GGTCAAGAAGTAAGCTTTACTTCTAAAGTGTATCCTGATAAAAAAT
GGAC
TGGGAAATTAAGCTATATTTCTGACTATCCTAAAAACAATGGTGAA
GCAG
CTAGTCCAGCAGCCGGGAATAATACAGGTTCTAAATACCCTTATAC
TATT
GATGTGACAGGCGAGGTTGGTGATTTGAAACAAGGTTTTTCTGTC
AACAT
TGAGGTTAAAAGCAAAACTAAGGCTATTCTTGTTCCTGTTAGCAGT
CTAG
TAATGGATGATAGTAAAAATTATGTCTGGATTGTGGATGAACAACA
AAAG
GCTAAAAAAGTTGAGGTTTCATTGGGAAATGCTGACGCAGAAAAT
CAAGA
AATCACTTCTGGTTTAACGAACGGTGCTAAGGTCATCAGTAATCCA
ACAT
CTTCCTTGGAAGAAGGAAAAGAGGTGAAGGCTGATGAAGCAACTA
AT

[255] SEQ ID NO: 12, gene SP0785 que codifica a proteina
SP0785 sem sequéncia de sinal [aminoacidos 33-399]:
TTTAGACAACCTTCTCAGACTGCTCTAAAAGATGAGCCTACTCATC
TTGTTGTTGCCAAGGAAGGAAGCGTGGCCTCCTCTGTTTTATTGT
CAGGGACAGTAACAGCAAAAAATGAACAATATGTTTATTTTGATGC
TAGTAAGGGTGATTTAGATGAAATCCTTGTTTCTGTGGGCGATAAG
GTCAGCGAAGGGCAGGCTTTAGTCAAGTACAGTAGTTCAGAAGCG
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CAGGCGGCCTATGATTCAGCTAGTCGAGCAGTAGCTAGGGCAGA
TCGTCATATCAATGAACTCAATCAAGCACGAAATGAAGCCGCTTCA
GCTCCGGCTCCACAGTTACCAGCGCCAGTAGGAGGAGAAGATGC
AACGGTGCAAAGCCCAACTCCAGTGGCTGGAAATTCTGTTGCTTC
TATTGACGCTCAATTGGGTGATGCCCGTGATGCGCGTGCAGATGC
TGCGGCGCAATTAAGCAAGGCTCAAAGTCAATTGGATGCAACAAC
TGTTCTCAGTACCCTAGAGGGAACTGTGGTCGAAGTCAATAGCAA
TGTTTCTAAATCTCCAACAGGGGCGAGTCAAGTTATGGTTCATATT
GTCAGCAATGAAAATTTACAAGTCAAGGGAGAATTGTCTGAGTACA
ATCTAGCCAACCTTTCTGTAGGTCAAGAAGTAAGCTTTACTTCTAA
AGTGTATCCTGATAAAAAATGGACTGGGAAATTAAGCTATATTTCT
GACTATCCTAAAAACAATGGTGAAGCAGCTAGTCCAGCAGCCGGG
AATAATACAGGTTCTAAATACCCTTATACTATTGATGTGACAGGCG
AGGTTGGTGATTTGAAACAAGGTTTTTCTGTCAACATTGAGGTTAA
AAGCAAAACTAAGGCTATTCTTGTTCCTGTTAGCAGTCTAGTAATG
GATGATAGTAAAAATTATGTCTGGATTGTGGATGAACAACAAAAGG
CTAAAAAAGTTGAGGTTTCATTGGGAAATGCTGACGCAGAAAATCA
AGAAATCACTTCTGGTTTAACGAACGGTGCTAAGGTCATCAGTAAT
CCAACATCTTCCTTGGAAGAAGGAAAAGAGGTGAAGGCTGATGAA
GCAACTAAT

[256] SEQ ID NO: 13, gene SP1500 que codifica a proteina
SP1500 de comprimento completo [aminoacidos 1-278], cepa TIGRA4:
ATGAAAAAATGGATGCTTGTATTAGTCAGTCTGATGACTGCTTTGT
TCTT
AGTAGCTTGTGGGAAAAATTCTAGCGAAACTAGTGGAGATAATTG
GTCAA
AGTACCAGTCTAACAAGTCTATTACTATTGGATTTGATAGTACTTTT
GTT
CCAATGGGATTTGCTCAGAAAGATGGTTCTTATGCAGGATTTGATA
TTGA
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TTTAGCTACAGCTGTTTTTGAAAAATACGGAATCACGGTAAATTGG
CAAC
CGATTGATTGGGATTTGAAAGAAGCTGAATTGACAAAAGGAACGA
TTGAT
CTGATTTGGAATGGCTATTCCGCTACAGACGAACGCCGTGAAAAG
GTGGC
TTTCAGTAACTCATATATGAAGAATGAGCAGGTATTGGTTACGAAG
AAAT
CATCTGGTATCACGACTGCAAAGGATATGACTGGAAAGACATTAG
GAGCT
CAAGCTGGTTCATCTGGTTATGCGGACTTTGAAGCAAATCCAGAA
ATTTT
GAAGAATATTGTCGCTAATAAGGAAGCGAATCAATACCAAACCTTT
AATG
AAGCCTTGATTGATTTGAAAAACGATCGAATTGATGGTCTATTGAT
TGAC
CGTGTCTATGCAAACTATTATTTAGAAGCAGAAGGTGTTTTAAACG
ATTA
TAATGTCTTTACAGTTGGACTAGAAACAGAAGCTTTTGCGGTTGGA
GCCC
GTAAGGAAGATACAAACTTGGTTAAGAAGATAAATGAAGCTTTTTC
TAGT
CTTTACAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATCAGCCAAAAATGGTTT
GGAGA

AGATGTAGCAACCAAAGAAGTAAAAGAAGGACAG

[257] SEQ ID NO: 14, gene SP1500 que codifica a proteina
SP1500 sem sequéncia de sinal [aminoacidos 27-278]:
ACTAGTGGAGATAATTGGTCAAAGTACCAGTCTAACAAGTCTATTA
CTATTGGATTTGATAGTACTTTTGTTCCAATGGGATTTGCTCAGAA
AGATGGTTCTTATGCAGGATTTGATATTGATTTAGCTACAGCTGTT
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TTTGAAAAATACGGAATCACGGTAAATTGGCAACCGATTGATTGG
GATTTGAAAGAAGCTGAATTGACAAAAGGAACGATTGATCTGATTT
GGAATGGCTATTCCGCTACAGACGAACGCCGTGAAAAGGTGGCTT
TCAGTAACTCATATATGAAGAATGAGCAGGTATTGGTTACGAAGAA
ATCATCTGGTATCACGACTGCAAAGGATATGACTGGAAAGACATTA
GGAGCTCAAGCTGGTTCATCTGGTTATGCGGACTTTGAAGCAAAT
CCAGAAATTTTGAAGAATATTGTCGCTAATAAGGAAGCGAATCAAT
ACCAAACCTTTAATGAAGCCTTGATTGATTTGAAAAACGATCGAAT
TGATGGTCTATTGATTGACCGTGTCTATGCAAACTATTATTTAGAA
GCAGAAGGTGTTTTAAACGATTATAATGTCTTTACAGTTGGACTAG
AAACAGAAGCTTTTGCGGTTGGAGCCCGTAAGGAAGATACAAACT
TGGTTAAGAAGATAAATGAAGCTTTTTCTAGTCTTTACAAGGACGG
CAAGTTCCAAGAAATCAGCCAAAAATGGTTTGGAGAAGATGTAGC
AACCAAAGAAGTAAAAGAAGGACAG

[258] SEQ ID NO: 15, etiqueta His 1:

HHHHHH

[259] SEQ ID NO: 16, etiqueta His 2:

MSYYHHHHHH

[260] SEQ ID NO: 17, proteina de fusdo SP1500-SP0785:
MTSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEIL
KNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLND
YNVFTVGLETEAFAVGARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQK
WFGEDVATKEVKEGQFRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSVASSVLLS
GTVTAKNEQYVYFDASKGDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQA
AYDSASRAVARADRHINELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQ
SPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTL
EGTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLANLSV
GQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKY
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PYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWI
VDEQQKAKKVEVSLGNADAENQEITSGLT
NGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN

[261] SEQ ID NO: 18, proteina de fusdo SP0785-SP1500:
MFRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDA
SKGDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADR
HINELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTPVAGNSVASIDA
QLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTVVEVNSNVSKS
PTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDK
KWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQ
GFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLG
NADAENQEITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATNTSGDNWS
KYQSNKSITIGFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVN
WQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSNSYMKNEQV
LVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEILKNIVANKEA
NQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGL
ETEAFAVGARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVAT
KEVKEGQ

[262] SEQ ID NO: 19, proteina de fusdo Rhavi-SP1500-SP0785:
MFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRA
QGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQ
VNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGP
AIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKDTSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVP
MGFAQKDGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTI
DLIWNGYSATDERREKVAFSNSYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGK
TLGAQAGSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRI
DGLLIDRVYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVGARKEDTNLV
KKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQFRQPSQTALK
DEPTHLVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASKGDLDEILVS
VGDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNE
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AASAPAPQLPAPVGGEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARA
DAAAQLSKAQSQLDATTVLSTLEGTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHI
VSNENLQVKGELSEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISD
YPKNNGEAASPAAGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSK
TKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQEIT
SGLT NGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN

[263] SEQ ID NO: 20, proteina de fusdo Rhavi-SP0785-SP1500:
MFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRA
QGTGCQNSPYP
LTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSW
NLAYEGGSGP
AIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKDFRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSV
ASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASKGDLDEILVSVGDKVSEGQALVKY
SSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNEAASAPAPQLPAPVG
GEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLD
ATTVLSTLEGTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSE
YNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAA
GNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMD
DSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQEITSGLTNGAKVISNPT
SSLEEGKEVKADEATNTSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVPMGFAQK
DGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNG
YSATDERREKVAFSNSYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLE
TEAFAVGARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATK
EVKEGQ

[264] SEQ ID NO: 21, proteina de fusdo SP1500-SP0785-Rhavi:
MTSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEIL
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KNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLND
YNVFTVGLETEAFAVGARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQK
WFGEDVATKEVKEGQFRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSVASSVLLS
GTVTAKNEQYVYFDASKGDLDEILVSVGDKVSEGQALVKYSSSEAQA
AYDSASRAVARADRHINELNQARNEAASAPAPQLPAPVGGEDATVQ
SPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQLDATTVLSTL
EGTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLANLSV
GQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKY
PYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWI
VDEQQKAKKVEVSLGNADAENQEITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKE
VKADEATNFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSG
QYVNRAQGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATG
WTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGP
AIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKD

[265] SEQ ID NO: 22, proteina de fusdo SP0785-SP1500-Rhavi:
MFRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDA
SKGDLDEILVSV
GDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNEA
ASAPAPQLPAP
VGGEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQ
LDATTVLSTLE
GTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLANLSV
GQEVSFTSKV
YPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKYPYTIDVTGEVG
DLKQGFSVN
IEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAE
NQEITSGLT
NGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATNTSGDNWSKYQSNKSITIGFDS
TFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVNWQPIDWDLKEAEL
TKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSNSYMKNEQVLVTKKSSGITTAKD
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MTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLK
NDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVGARKEDT
NLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQFDASNFK
DFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCQNS
PYPLTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIV
TSWNLAYEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKD

[266] SEQ ID NO: 23, proteina de fusdo CP1, ligante Rhavi
(GGGGSSS)-SP1500-ligante (AAA)-SP0785:
MFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRA
QGTGCQNSPYP
LTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSW
NLAYEGGSGP
AIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSTSGDNWSKYQSNKSITI
GFDSTFVPMGF
AQKDGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLI
WNGYSATDE
RREKVAFSNSYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQAGSSGY
ADFEANPEILK
NIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLNDY
NVFTVGLE
TEAFAVGARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATK
EVKEGQAAAF
RQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASK
GDLDEILVSV
GDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNEA
ASAPAPQLPAP
VGGEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQ
LDATTVLSTLE
GTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLANLSV
GQEVSFTSKV
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YPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKYPYTIDVTGEVG
DLKQGFSVN
IEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAE
NQEITSGLT NGAKVISNPTSSLEEGKEVKADEATN

[267] SEQ ID NO: 24, proteina de fusdo Rhavi-GGGGSSS-
SP0785-AAA-SP1500:
MFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRA
QGTGCQNSPYP
LTGRVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSW
NLAYEGGSGP
AIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKDGGGGSSSFRQPSQTALKDEPTHLV
VAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASKGDLDEILVSVGDKVSE
GQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNEAASAPAP
QLPAPVGGEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLS
KAQSQLDATTVLSTLEGTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQ
VKGELSEYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGE
AASPAAGNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSKTKAILVPV
SSLVMDDSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQEITSGLTNGA
KVISNPTSSLEEGKEVKADEATNAAATSGDNWSKYQSNKSITIGFDST
FVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVNWQPIDWDLKEAELT
KGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSNSYMKNEQVLVTKKSSGITTAKD
MTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLK
NDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVGARKEDT
NLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQ

[268] SEQ ID NO: 25, proteina de fusdo SP1500-GGGGSSS-
SP0785-AAA-Rhavi:
MTSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVPMGFAQKDGSYAGFDIDLATAV
FEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNGYSATDERREKVAFSN
SYMKNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQAGSSGYADFEANPEIL
KNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDRVYANYYLEAEGVLND
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YNVFTVGLETEAFAVGARKEDTNLVKKINEAFSSLYKDGKFQEISQK
WFGEDVATKEVKEGQGGGGSSSFRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGS
VASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDASKGDLDEILVSVGDKVSEGQALVK
YSSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNEAASAPAPQLPAPV
GGEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQL
DATTVLSTLEGTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELS
EYNLANLSVGQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAA
GNNTGSKYPYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMD
DSKNYVWIVDEQQKAKKVEVSLGNADAENQEITSGLTNGAKVISNPT
SSLEEGKEVKADEATNAAAFDASNFKDFSSIASASSSWQNQSGSTMI
IQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCQNSPYPLTGRVNGTFIAFSVGWNN
STENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSWNLAYEGGSGPAIEQGQDT
FQYVPTTENKSLLKD

[269] SEQ ID NO:26, proteina de fusdo SP0785-ligante
(GGGGSSS)-SP1500-ligante (AAA)-Rhauvi:
MFRQPSQTALKDEPTHLVVAKEGSVASSVLLSGTVTAKNEQYVYFDA
SKGDLDEILVSV
GDKVSEGQALVKYSSSEAQAAYDSASRAVARADRHINELNQARNEA
ASAPAPQLPAP
VGGEDATVQSPTPVAGNSVASIDAQLGDARDARADAAAQLSKAQSQ
LDATTVLSTLE
GTVVEVNSNVSKSPTGASQVMVHIVSNENLQVKGELSEYNLANLSV
GQEVSFTSKVYPDKKWTGKLSYISDYPKNNGEAASPAAGNNTGSKY
PYTIDVTGEVGDLKQGFSVNIEVKSKTKAILVPVSSLVMDDSKNYVWI
VDEQQKAKKVEVSLGNADAENQEITSGLTNGAKVISNPTSSLEEGKE
VKADEATNGGGGSSSTSGDNWSKYQSNKSITIGFDSTFVPMGFAQK
DGSYAGFDIDLATAVFEKYGITVNWQPIDWDLKEAELTKGTIDLIWNG
YSATDERREKVAFSNSYMNEQVLVTKKSSGITTAKDMTGKTLGAQA
GSSGYADFEANPEILKNIVANKEANQYQTFNEALIDLKNDRIDGLLIDR
VYANYYLEAEGVLNDYNVFTVGLETEAFAVGARKEDTNLVKKINEAF
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SSLYKDGKFQEISQKWFGEDVATKEVKEGQAAAFDASNFKDFSSIAS
ASSSWQNQSGSTMIIQVDSFGNVSGQYVNRAQGTGCQNSPYPLTG
RVNGTFIAFSVGWNNSTENCNSATGWTGYAQVNGNNTEIVTSWNLA
YEGGSGPAIEQGQDTFQYVPTTENKSLLKD

[270] SEQ ID NO: 27, sequéncia de acido nucleico otimizado por
cddon que codifica a proteina de fusdo SP1500-SP0785
ATGACCAGCGGCGACAATTGGTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGC
ATCACGATCGGCTTCGACAGCACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCG
CAAAAAGACGGTAGCTACGCGGGTTTCGATATTGACCTGGCGACC
GCTGTCTTTGAGAAATACGGCATTACGGTTAATTGGCAGCCGATT
GATTGGGACCTGAAAGAGGCCGAACTCACCAAAGGCACCATCGA
CCTGATCTGGAATGGTTACTCCGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAA
AGTTGCCTTCAGCAACAGCTATATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTA
ACCAAGAAATCTAGCGGCATTACGACCGCGAAAGACATGACCGGT
AAGACGCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTT
CGAGGCGAATCCTGAGATTCTGAAAAACATCGTTGCGAATAAAGA
GGCGAACCAGTACCAGACCTTTAACGAAGCACTGATCGACCTGAA
AAACGATCGCATTGACGGTCTGCTGATCGATCGTGTGTACGCGAA
CTATTATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTGAACGATTATAATGTTTTT
ACCGTGGGTCTGGAGACTGAGGCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAA
GGAAGATACCAACCTGGTTAAAAAGATTAATGAGGCATTTAGCTCA
CTGTACAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTC
GGTGAAGATGTTGCGACGAAAGAGGTTAAAGAGGGCCAATTTCGC
CAACCGAGCCAGACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACCCATCTGGTT
GTTGCGAAAGAGGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCTGCTGAGCG
GTACGGTTACTGCCAAAAACGAACAATACGTGTACTTCGATGCTA
GCAAGGGTGATCTGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGGGTGACAAA
GTTAGCGAAGGCCAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCTCCGAGGC
ACAGGCAGCGTACGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGLCGCGTGCC
GACCGTCACATTAACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGAGGCCGCA
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AGCGCGCCAGCACCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGTGGCGAAG
ATGCGACGGTGCAGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTAATTCGGTC
GCCAGCATCGATGCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGATGCCCGTGC
GGATGCGGCTGCTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCAACTGGACG
CGACGACGGTGCTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTGTCGAAGTC
AACAGCAATGTGAGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGCCAGGTTAT
GGTCCACATTGTGAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAGGGTGAGCT
GAGCGAGTATAACCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCAAGAGGTCA
GCTTTACCAGCAAGGTCTACCCGGATAAGAAATGGACCGGCAAGT
TGAGCTACATCAGCGACTACCCGAAGAACAATGGCGAGGCAGCC
TCCCCGGCAGCCGGCAACAATACCGGCTCTAAGTATCCGTACACC
ATCGACGTAACCGGTGAGGTCGGCGACCTGAAACAGGGTTTTAG
CGTGAATATCGAAGTGAAGTCCAAGACCAAGGCAATTTTGGTTCC
GGTTAGCTCCCTGGTGATGGACGATAGCAAGAATTATGTGTGGAT
TGTCGACGAGCAACAGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGTGAGCCTGG
GCAATGCTGATGCCGAGAACCAAGAAATCACGTCTGGTCTGACCA
ACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACCCGACCAGCAGCCTGGAAGAG
GGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAAGCTACGAAC

[271] SEQ ID NO: 28, sequéncia de acido nucleico otimizada por
cddon que codifica a proteina de fusdo SP0785-SP1500
ATGTTTCGCCAACCGAGCCAGACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACC
CATCTGGTTGTTGCGAAAGAGGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCT
GCTGAGCGGTACGGTTACTGCCAAAAACGAACAATACGTGTACTT
CGATGCTAGCAAGGGTGATCTGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGG
GTGACAAAGTTAGCGAAGGCCAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCT
CCGAGGCACAGGCAGCGTACGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGC
GCGTGCCGACCGTCACATTAACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGA
GGCCGCAAGCGCGCCAGCACCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGT
GGCGAAGATGCGACGGTGCAGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTA
ATTCGGTCGCCAGCATCGATGCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGAT
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GCCCGTGCGGATGCGGCTGCTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCA
ACTGGACGCGACGACGGTGCTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTG
TCGAAGTCAACAGCAATGTGAGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGC
CAGGTTATGGTCCACATTGTGAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAG
GGTGAGCTGAGCGAGTATAACCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCA
AGAGGTCAGCTTTACCAGCAAGGTCTACCCGGATAAGAAATGGAC
CGGCAAGTTGAGCTACATCAGCGACTACCCGAAGAACAATGGCG
AGGCAGCCTCCCCGGCAGCCGGCAACAATACCGGCTCTAAGTAT
CCGTACACCATCGACGTAACCGGTGAGGTCGGCGACCTGAAACA
GGGTTTTAGCGTGAATATCGAAGTGAAGTCCAAGACCAAGGCAAT
TTTGGTTCCGGTTAGCTCCCTGGTGATGGACGATAGCAAGAATTA
TGTGTGGATTGTCGACGAGCAACAGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGT
GAGCCTGGGCAATGCTGATGCCGAGAACCAAGAAATCACGTCTG
GTCTGACCAACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACCCGACCAGCAGCC
TGGAAGAGGGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAAGCTACGAACACC
AGCGGCGACAATTGGTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGCATCACG
ATCGGCTTCGACAGCACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCGCAAAAA
GACGGTAGCTACGCGGGTTTCGATATTGACCTGGCGACCGCTGT
CTTTGAGAAATACGGCATTACGGTTAATTGGCAGCCGATTGATTG
GGACCTGAAAGAGGCCGAACTCACCAAAGGCACCATCGACCTGA
TCTGGAATGGTTACTCCGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAAAGTTG
CCTTCAGCAACAGCTATATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTAACCAA
GAAATCTAGCGGCATTACGACCGCGAAAGACATGACCGGTAAGAC
GCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTTCGAGG
CGAATCCTGAGATTCTGAAAAACATCGTTGCGAATAAAGAGGCGA
ACCAGTACCAGACCTTTAACGAAGCACTGATCGACCTGAAAAACG
ATCGCATTGACGGTCTGCTGATCGATCGTGTGTACGCGAACTATT
ATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTGAACGATTATAATGTTTTTACCGT
GGGTCTGGAGACTGAGGCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAAGGAAG
ATACCAACCTGGTTAAAAAGATTAATGAGGCATTTAGCTCACTGTA
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CAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTCGGTGA
AGATGTTGCGACGAAAGAGGTTAAAGAGGGCCAA

[272] SEQ ID NO: 29, sequéncia de acido nucleico otimizado por
cddon que codifica a proteina de fusdo Rhavi-SP1500-SP0785:
ATGTTCGACGCATCCAACTTTAAAGACTTTAGCAGCATCGCGTCC
GCAAGCTCTAGCTGGCAGAATCAATCTGGTAGCACCATGATTATC
CAAGTGGACAGCTTTGGTAACGTCAGCGGTCAATATGTTAATCGT
GCACAGGGTACGGGTTGTCAGAATTCTCCGTACCCGCTGACCGG
TCGTGTTAACGGCACGTTCATCGCTTTCAGCGTCGGTTGGAACAA
TTCTACTGAAAATTGCAACAGCGCGACCGGTTGGACGGGCTATGC
ACAAGTGAATGGCAATAACACCGAAATCGTCACGTCCTGGAATCT
GGCGTATGAGGGTGGCAGCGGTCCGGCTATTGAACAGGGCCAG
GATACCTTCCAATACGTCCCTACGACCGAGAATAAGTCCCTTCTG
AAAGACACCAGCGGCGACAATTGGTCCAAATACCAGAGCAACAAG
AGCATCACGATCGGCTTCGACAGCACTTTTGTGCCGATGGGTTTC
GCGCAAAAAGACGGTAGCTACGCGGGTTTCGATATTGACCTGGC
GACCGCTGTCTTTGAGAAATACGGCATTACGGTTAATTGGCAGCC
GATTGATTGGGACCTGAAAGAGGCCGAACTCACCAAAGGCACCAT
CGACCTGATCTGGAATGGTTACTCCGCAACCGATGAGCGTCGCG
AAAAAGTTGCCTTCAGCAACAGCTATATGAAGAATGAACAAGTGTT
GGTAACCAAGAAATCTAGCGGCATTACGACCGCGAAAGACATGAC
CGGTAAGACGCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGCTCTGGCTATGCGG
ATTTCGAGGCGAATCCTGAGATTCTGAAAAACATCGTTGCGAATAA
AGAGGCGAACCAGTACCAGACCTTTAACGAAGCACTGATCGACCT
GAAAAACGATCGCATTGACGGTCTGCTGATCGATCGTGTGTACGC
GAACTATTATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTGAACGATTATAATGTT
TTTACCGTGGGTCTGGAGACTGAGGCATTCGCGGTTGGTGCGCG
CAAGGAAGATACCAACCTGGTTAAAAAGATTAATGAGGCATTTAGC
TCACTGTACAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATTAGCCAGAAGTGG
TTCGGTGAAGATGTTGCGACGAAAGAGGTTAAAGAGGGCCAATTT
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CGCCAACCGAGCCAGACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACCCATCT
GGTTGTTGCGAAAGAGGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCTGCTGA
GCGGTACGGTTACTGCCAAAAACGAACAATACGTGTACTTCGATG
CTAGCAAGGGTGATCTGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGGGTGACA
AAGTTAGCGAAGGCCAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCTCCGAGG
CACAGGCAGCGTACGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGCGCGTGC
CGACCGTCACATTAACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGAGGCCG
CAAGCGCGCCAGCACCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGTGGCGA
AGATGCGACGGTGCAGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTAATTCGG
TCGCCAGCATCGATGCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGATGCCCGT
GCGGATGCGGCTGCTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCAACTGGA
CGCGACGACGGTGCTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTGTCGAAG
TCAACAGCAATGTGAGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGCCAGGTT
ATGGTCCACATTGTGAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAGGGTGAG
CTGAGCGAGTATAACCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCAAGAGGTC
AGCTTTACCAGCAAGGTCTACCCGGATAAGAAATGGACCGGCAAG
TTGAGCTACATCAGCGACTACCCGAAGAACAATGGCGAGGCAGC
CTCCCCGGCAGCCGGCAACAATACCGGCTCTAAGTATCCGTACAC
CATCGACGTAACCGGTGAGGTCGGCGACCTGAAACAGGGTTTTA
GCGTGAATATCGAAGTGAAGTCCAAGACCAAGGCAATTTTGGTTC
CGGTTAGCTCCCTGGTGATGGACGATAGCAAGAATTATGTGTGGA
TTGTCGACGAGCAACAGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGTGAGCCTGG
GCAATGCTGATGCCGAGAACCAAGAAATCACGTCTGGTCTGACCA
ACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACCCGACCAGCAGCCTGGAAGAG
GGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAAGCTACGAAC

[273] SEQ ID NO: 30, sequéncia de acido nucleico otimizada por
cddon que codifica a proteina de fusdo Rhavi-SP0785-SP1500:
ATGTTCGACGCATCCAACTTTAAAGACTTTAGCAGCATCGCGTCC
GCAAGCTCTAGCTGGCAGAATCAATCTGGTAGCACCATGATTATC
CAAGTGGACAGCTTTGGTAACGTCAGCGGTCAATATGTTAATCGT
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GCACAGGGTACGGGTTGTCAGAATTCTCCGTACCCGCTGACCGG
TCGTGTTAACGGCACGTTCATCGCTTTCAGCGTCGGTTGGAACAA
TTCTACTGAAAATTGCAACAGCGCGACCGGTTGGACGGGCTATGC
ACAAGTGAATGGCAATAACACCGAAATCGTCACGTCCTGGAATCT
GGCGTATGAGGGTGGCAGCGGTCCGGCTATTGAACAGGGCCAG
GATACCTTCCAATACGTCCCTACGACCGAGAATAAGTCCCTTCTG
AAAGACTTTCGCCAACCGAGCCAGACTGCGTTGAAAGATGAGCCG
ACCCATCTGGTTGTTGCGAAAGAGGGCAGCGTGGCATCGAGCGT
GCTGCTGAGCGGTACGGTTACTGCCAAAAACGAACAATACGTGTA
CTTCGATGCTAGCAAGGGTGATCTGGATGAAATTCTGGTGAGCGT
GGGTGACAAAGTTAGCGAAGGCCAGGCACTGGTGAAGTATTCATC
CTCCGAGGCACAGGCAGCGTACGACAGCGCAAGCCGCGCAGTG
GCGCGTGCCGACCGTCACATTAACGAATTGAACCAAGCGCGTAAC
GAGGCCGCAAGCGCGCCAGCACCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGG
GTGGCGAAGATGCGACGGTGCAGAGCCCGACCCCGGTTGCGGG
TAATTCGGTCGCCAGCATCGATGCGCAGCTGGGTGACGCGCGTG
ATGCCCGTGCGGATGCGGCTGCTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGC
CAACTGGACGCGACGACGGTGCTGAGCACCTTGGAGGGTACCGT
TGTCGAAGTCAACAGCAATGTGAGCAAGAGCCCAACGGGTGCGA
GCCAGGTTATGGTCCACATTGTGAGCAATGAAAACTTACAGGTCA
AGGGTGAGCTGAGCGAGTATAACCTGGCGAATCTGAGCGTTGGT
CAAGAGGTCAGCTTTACCAGCAAGGTCTACCCGGATAAGAAATGG
ACCGGCAAGTTGAGCTACATCAGCGACTACCCGAAGAACAATGGC
GAGGCAGCCTCCCCGGCAGCCGGCAACAATACCGGCTCTAAGTA
TCCGTACACCATCGACGTAACCGGTGAGGTCGGCGACCTGAAAC
AGGGTTTTAGCGTGAATATCGAAGTGAAGTCCAAGACCAAGGCAA
TTTTGGTTCCGGTTAGCTCCCTGGTGATGGACGATAGCAAGAATT
ATGTGTGGATTGTCGACGAGCAACAGAAAGCGAAAAAAGTTGAAG
TGAGCCTGGGCAATGCTGATGCCGAGAACCAAGAAATCACGTCTG
GTCTGACCAACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACCCGACCAGCAGCC

Peticao 870210032450, de 09/04/2021, pag. 168/207



164/181

TGGAAGAGGGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAAGCTACGAACACC
AGCGGCGACAATTGGTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGCATCACG
ATCGGCTTCGACAGCACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCGCAAAAA
GACGGTAGCTACGCGGGTTTCGATATTGACCTGGCGACCGCTGT
CTTTGAGAAATACGGCATTACGGTTAATTGGCAGCCGATTGATTG
GGACCTGAAAGAGGCCGAACTCACCAAAGGCACCATCGACCTGA
TCTGGAATGGTTACTCCGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAAAGTTG
CCTTCAGCAACAGCTATATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTAACCAA
GAAATCTAGCGGCATTACGACCGCGAAAGACATGACCGGTAAGAC
GCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTTCGAGG
CGAATCCTGAGATTCTGAAAAACATCGTTGCGAATAAAGAGGCGA
ACCAGTACCAGACCTTTAACGAAGCACTGATCGACCTGAAAAACG
ATCGCATTGACGGTCTGCTGATCGATCGTGTGTACGCGAACTATT
ATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTGAACGATTATAATGTTTTTACCGT
GGGTCTGGAGACTGAGGCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAAGGAAG
ATACCAACCTGGTTAAAAAGATTAATGAGGCATTTAGCTCACTGTA
CAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTCGGTGA
AGATGTTGCGACGAAAGAGGTTAAAGAGGGCCAA

[274] SEQ ID NO: 31, sequéncia de acido nucleico otimizado por
cddon que codifica a proteina de fusdo SP1500-SP0785-Rhavi:
ATGACCAGCGGCGACAATTGGTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGC
ATCACGATCGGCTTCGACAGCACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCG
CAAAAAGACGGTAGCTACGCGGGTTTCGATATTGACCTGGCGACC
GCTGTCTTTGAGAAATACGGCATTACGGTTAATTGGCAGCCGATT
GATTGGGACCTGAAAGAGGCCGAACTCACCAAAGGCACCATCGA
CCTGATCTGGAATGGTTACTCCGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAA
AGTTGCCTTCAGCAACAGCTATATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTA
ACCAAGAAATCTAGCGGCATTACGACCGCGAAAGACATGACCGGT
AAGACGCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTT
CGAGGCGAATCCTGAGATTCTGAAAAACATCGTTGCGAATAAAGA
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GGCGAACCAGTACCAGACCTTTAACGAAGCACTGATCGACCTGAA
AAACGATCGCATTGACGGTCTGCTGATCGATCGTGTGTACGCGAA
CTATTATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTGAACGATTATAATGTTTTT
ACCGTGGGTCTGGAGACTGAGGCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAA
GGAAGATACCAACCTGGTTAAAAAGATTAATGAGGCATTTAGCTCA
CTGTACAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTC
GGTGAAGATGTTGCGACGAAAGAGGTTAAAGAGGGCCAATTTCGC
CAACCGAGCCAGACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACCCATCTGGTT
GTTGCGAAAGAGGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCTGCTGAGCG
GTACGGTTACTGCCAAAAACGAACAATACGTGTACTTCGATGCTA
GCAAGGGTGATCTGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGGGTGACAAA
GTTAGCGAAGGCCAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCTCCGAGGC
ACAGGCAGCGTACGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGCGCGTGCC
GACCGTCACATTAACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGAGGCCGCA
AGCGCGCCAGCACCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGTGGCGAAG
ATGCGACGGTGCAGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTAATTCGGTC
GCCAGCATCGATGCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGATGCCCGTGC
GGATGCGGCTGCTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCAACTGGACG
CGACGACGGTGCTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTGTCGAAGTC
AACAGCAATGTGAGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGCCAGGTTAT
GGTCCACATTGTGAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAGGGTGAGCT
GAGCGAGTATAACCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCAAGAGGTCA
GCTTTACCAGCAAGGTCTACCCGGATAAGAAATGGACCGGCAAGT
TGAGCTACATCAGCGACTACCCGAAGAACAATGGCGAGGCAGCC
TCCCCGGCAGCCGGCAACAATACCGGCTCTAAGTATCCGTACACC
ATCGACGTAACCGGTGAGGTCGGCGACCTGAAACAGGGTTTTAG
CGTGAATATCGAAGTGAAGTCCAAGACCAAGGCAATTTTGGTTCC
GGTTAGCTCCCTGGTGATGGACGATAGCAAGAATTATGTGTGGAT
TGTCGACGAGCAACAGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGTGAGCCTGG
GCAATGCTGATGCCGAGAACCAAGAAATCACGTCTGGTCTGACCA
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ACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACCCGACCAGCAGCCTGGAAGAG
GGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAAGCTACGAACTTCGACGCATC
CAACTTTAAAGACTTTAGCAGCATCGCGTCCGCAAGCTCTAGCTG
GCAGAATCAATCTGGTAGCACCATGATTATCCAAGTGGACAGCTT
TGGTAACGTCAGCGGTCAATATGTTAATCGTGCACAGGGTACGGG
TTGTCAGAATTCTCCGTACCCGCTGACCGGTCGTGTTAACGGCAC
GTTCATCGCTTTCAGCGTCGGTTGGAACAATTCTACTGAAAATTGC
AACAGCGCGACCGGTTGGACGGGCTATGCACAAGTGAATGGCAA
TAACACCGAAATCGTCACGTCCTGGAATCTGGCGTATGAGGGTGG
CAGCGGTCCGGCTATTGAACAGGGCCAGGATACCTTCCAATACGT
CCCTACGACCGAGAATAAGTCCCTTCTGAAAGAC

[275] SEQ ID NO: 32, sequéncia de acido nucleico otimizada por
cddon que codifica a proteina de fusdo SP0785-SP1500-Rhavi:
ATGTTTCGCCAACCGAGCCAGACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACC
CATCTGGTTGTTGCGAAAGAGGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCT
GCTGAGCGGTACGGTTACTGCCAAAAACGAACAATACGTGTACTT
CGATGCTAGCAAGGGTGATCTGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGG
GTGACAAAGTTAGCGAAGGCCAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCT
CCGAGGCACAGGCAGCGTACGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGC
GCGTGCCGACCGTCACATTAACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGA
GGCCGCAAGCGCGCCAGCACCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGT
GGCGAAGATGCGACGGTGCAGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTA
ATTCGGTCGCCAGCATCGATGCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGAT
GCCCGTGCGGATGCGGCTGCTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCA
ACTGGACGCGACGACGGTGCTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTG
TCGAAGTCAACAGCAATGTGAGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGC
CAGGTTATGGTCCACATTGTGAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAG
GGTGAGCTGAGCGAGTATAACCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCA
AGAGGTCAGCTTTACCAGCAAGGTCTACCCGGATAAGAAATGGAC
CGGCAAGTTGAGCTACATCAGCGACTACCCGAAGAACAATGGCG
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AGGCAGCCTCCCCGGCAGCCGGCAACAATACCGGCTCTAAGTAT
CCGTACACCATCGACGTAACCGGTGAGGTCGGCGACCTGAAACA
GGGTTTTAGCGTGAATATCGAAGTGAAGTCCAAGACCAAGGCAAT
TTTGGTTCCGGTTAGCTCCCTGGTGATGGACGATAGCAAGAATTA
TGTGTGGATTGTCGACGAGCAACAGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGT
GAGCCTGGGCAATGCTGATGCCGAGAACCAAGAAATCACGTCTG
GTCTGACCAACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACCCGACCAGCAGCC
TGGAAGAGGGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAAGCTACGAACACC
AGCGGCGACAATTGGTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGCATCACG
ATCGGCTTCGACAGCACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCGCAAAAA
GACGGTAGCTACGCGGGTTTCGATATTGACCTGGCGACCGCTGT
CTTTGAGAAATACGGCATTACGGTTAATTGGCAGCCGATTGATTG
GGACCTGAAAGAGGCCGAACTCACCAAAGGCACCATCGACCTGA
TCTGGAATGGTTACTCCGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAAAGTTG
CCTTCAGCAACAGCTATATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTAACCAA
GAAATCTAGCGGCATTACGACCGCGAAAGACATGACCGGTAAGAC
GCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTTCGAGG
CGAATCCTGAGATTCTGAAAAACATCGTTGCGAATAAAGAGGCGA
ACCAGTACCAGACCTTTAACGAAGCACTGATCGACCTGAAAAACG
ATCGCATTGACGGTCTGCTGATCGATCGTGTGTACGCGAACTATT
ATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTGAACGATTATAATGTTTTTACCGT
GGGTCTGGAGACTGAGGCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAAGGAAG
ATACCAACCTGGTTAAAAAGATTAATGAGGCATTTAGCTCACTGTA
CAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTCGGTGA
AGATGTTGCGACGAAAGAGGTTAAAGAGGGCCAATTCGACGCATC
CAACTTTAAAGACTTTAGCAGCATCGCGTCCGCAAGCTCTAGCTG
GCAGAATCAATCTGGTAGCACCATGATTATCCAAGTGGACAGCTT
TGGTAACGTCAGCGGTCAATATGTTAATCGTGCACAGGGTACGGG
TTGTCAGAATTCTCCGTACCCGCTGACCGGTCGTGTTAACGGCAC
GTTCATCGCTTTCAGCGTCGGTTGGAACAATTCTACTGAAAATTGC
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AACAGCGCGACCGGTTGGACGGGCTATGCACAAGTGAATGGCAA
TAACACCGAAATCGTCACGTCCTGGAATCTGGCGTATGAGGGTGG
CAGCGGTCCGGCTATTGAACAGGGCCAGGATACCTTCCAATACGT
CCCTACGACCGAGAATAAGTCCCTTCTGAAAGAC

[276] SEQ ID NO: 33, sequéncia de acido nucleico otimizada por
cddon que codifica a proteina de fusdo CP1 Rhavi-ligante (GGGGSSS)-
SP1500-ligante (AAA)-SP0785:
ATGTTCGACGCATCCAACTTTAAAGACTTTAGCAGCATCGCGTCC
GCAAGCTCTAGCTGGCAGAATCAATCTGGTAGCACCATGATTATC
CAAGTGGACAGCTTTGGTAACGTCAGCGGTCAATATGTTAATCGT
GCACAGGGTACGGGTTGTCAGAATTCTCCGTACCCGCTGACCGG
TCGTGTTAACGGCACGTTCATCGCTTTCAGCGTCGGTTGGAACAA
TTCTACTGAAAATTGCAACAGCGCGACCGGTTGGACGGGCTATGC
ACAAGTGAATGGCAATAACACCGAAATCGTCACGTCCTGGAATCT
GGCGTATGAGGGTGGCAGCGGTCCGGCTATTGAACAGGGCCAG
GATACCTTCCAATACGTCCCTACGACCGAGAATAAGTCCCTTCTG
AAAGACGGCGGTGGCGGTTCGAGCTCGACCAGCGGCGACAATTG
GTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGCATCACGATCGGCTTCGACAG
CACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCGCAAAAAGACGGTAGCTACGC
GGGTTTCGATATTGACCTGGCGACCGCTGTCTTTGAGAAATACGG
CATTACGGTTAATTGGCAGCCGATTGATTGGGACCTGAAAGAGGC
CGAACTCACCAAAGGCACCATCGACCTGATCTGGAATGGTTACTC
CGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAAAGTTGCCTTCAGCAACAGCTA
TATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTAACCAAGAAATCTAGCGGCATT
ACGACCGCGAAAGACATGACCGGTAAGACGCTGGGTGCGCAGGC
CGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTTCGAGGCGAATCCTGAGATTCT
GAAAAACATCGTTGCGAATAAAGAGGCGAACCAGTACCAGACCTT
TAACGAAGCACTGATCGACCTGAAAAACGATCGCATTGACGGTCT
GCTGATCGATCGTGTGTACGCGAACTATTATCTGGAAGCCGAGGG
CGTTCTGAACGATTATAATGTTTTTACCGTGGGTCTGGAGACTGAG
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GCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAAGGAAGATACCAACCTGGTTAAA
AAGATTAATGAGGCATTTAGCTCACTGTACAAGGACGGCAAGTTC
CAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTCGGTGAAGATGTTGCGACGAAA
GAGGTTAAAGAGGGCCAAGCGGCCGCATTTCGCCAACCGAGCCA
GACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACCCATCTGGTTGTTGCGAAAGA
GGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCTGCTGAGCGGTACGGTTACTG
CCAAAAACGAACAATACGTGTACTTCGATGCTAGCAAGGGTGATC
TGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGGGTGACAAAGTTAGCGAAGGC
CAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCTCCGAGGCACAGGCAGCGTA
CGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGCGCGTGCCGACCGTCACATTA
ACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGAGGCCGCAAGCGCGCCAGCA
CCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGTGGCGAAGATGCGACGGTGC
AGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTAATTCGGTCGCCAGCATCGAT
GCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGATGCCCGTGCGGATGCGGCTG
CTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCAACTGGACGCGACGACGGTG
CTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTGTCGAAGTCAACAGCAATGTG
AGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGCCAGGTTATGGTCCACATTGT
GAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAGGGTGAGCTGAGCGAGTATAA
CCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCAAGAGGTCAGCTTTACCAGCAA
GGTCTACCCGGATAAGAAATGGACCGGCAAGTTGAGCTACATCAG
CGACTACCCGAAGAACAATGGCGAGGCAGCCTCCCCGGCAGC CCG
GCAACAATACCGGCTCTAAGTATCCGTACACCATCGACGTAACCG
GTGAGGTCGGCGACCTGAAACAGGGTTTTAGCGTGAATATCGAAG
TGAAGTCCAAGACCAAGGCAATTTTGGTTCCGGTTAGCTCCCTGG
TGATGGACGATAGCAAGAATTATGTGTGGATTGTCGACGAGCAAC
AGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGTGAGCCTGGGCAATGCTGATGCC
GAGAACCAAGAAATCACGTCTGGTCTGACCAACGGTGCGAAAGTT
ATTAGCAACCCGACCAGCAGCCTGGAAGAGGGTAAAGAGGTCAA
AGCCGACGAAGCTACGAAC

[277] SEQ ID NO: 34, sequéncia de acido nucleico otimizada por
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cdédon que codifica a proteina de fusdo Rhavi-ligante (GGGGSSS)-
SP0785-ligante (AAA)-SP1500:
ATGTTCGACGCATCCAACTTTAAAGACTTTAGCAGCATCGCGTCC
GCAAGCTCTAGCTGGCAGAATCAATCTGGTAGCACCATGATTATC
CAAGTGGACAGCTTTGGTAACGTCAGCGGTCAATATGTTAATCGT
GCACAGGGTACGGGTTGTCAGAATTCTCCGTACCCGCTGACCGG
TCGTGTTAACGGCACGTTCATCGCTTTCAGCGTCGGTTGGAACAA
TTCTACTGAAAATTGCAACAGCGCGACCGGTTGGACGGGCTATGC
ACAAGTGAATGGCAATAACACCGAAATCGTCACGTCCTGGAATCT
GGCGTATGAGGGTGGCAGCGGTCCGGCTATTGAACAGGGCCAG
GATACCTTCCAATACGTCCCTACGACCGAGAATAAGTCCCTTCTG
AAAGACGGCGGTGGCGGTTCGAGCTCGTTTCGCCAACCGAGCCA
GACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACCCATCTGGTTGTTGCGAAAGA
GGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCTGCTGAGCGGTACGGTTACTG
CCAAAAACGAACAATACGTGTACTTCGATGCTAGCAAGGGTGATC
TGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGGGTGACAAAGTTAGCGAAGGC
CAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCTCCGAGGCACAGGCAGCGTA
CGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGCGCGTGCCGACCGTCACATTA
ACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGAGGCCGCAAGCGCGCCAGCA
CCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGTGGCGAAGATGCGACGGTGC
AGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTAATTCGGTCGCCAGCATCGAT
GCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGATGCCCGTGCGGATGCGGCTG
CTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCAACTGGACGCGACGACGGTG
CTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTGTCGAAGTCAACAGCAATGTG
AGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGCCAGGTTATGGTCCACATTGT
GAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAGGGTGAGCTGAGCGAGTATAA
CCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCAAGAGGTCAGCTTTACCAGCAA
GGTCTACCCGGATAAGAAATGGACCGGCAAGTTGAGCTACATCAG
CGACTACCCGAAGAACAATGGCGAGGCAGCCTCCCCGGCAGCCCG
GCAACAATACCGGCTCTAAGTATCCGTACACCATCGACGTAACCG
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GTGAGGTCGGCGACCTGAAACAGGGTTTTAGCGTGAATATCGAAG
TGAAGTCCAAGACCAAGGCAATTTTGGTTCCGGTTAGCTCCCTGG
TGATGGACGATAGCAAGAATTATGTGTGGATTGTCGACGAGCAAC
AGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGTGAGCCTGGGCAATGCTGATGCC
GAGAACCAAGAAATCACGTCTGGTCTGACCAACGGTGCGAAAGTT
ATTAGCAACCCGACCAGCAGCCTGGAAGAGGGTAAAGAGGTCAA
AGCCGACGAAGCTACGAACCGGCCGCAACCAGCGGCGACAATTG
GTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGCATCACGATCGGCTTCGACAG
CACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCGCAAAAAGACGGTAGCTACGC
GGGTTTCGATATTGACCTGGCGACCGCTGTCTTTGAGAAATACGG
CATTACGGTTAATTGGCAGCCGATTGATTGGGACCTGAAAGAGGC
CGAACTCACCAAAGGCACCATCGACCTGATCTGGAATGGTTACTC
CGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAAAGTTGCCTTCAGCAACAGCTA
TATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTAACCAAGAAATCTAGCGGCATT
ACGACCGCGAAAGACATGACCGGTAAGACGCTGGGTGCGCAGGC
CGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTTCGAGGCGAATCCTGAGATTCT
GAAAAACATCGTTGCGAATAAAGAGGCGAACCAGTACCAGACCTT
TAACGAAGCACTGATCGACCTGAAAAACGATCGCATTGACGGTCT
GCTGATCGATCGTGTGTACGCGAACTATTATCTGGAAGCCGAGGG
CGTTCTGAACGATTATAATGTTTTTACCGTGGGTCTGGAGACTGAG
GCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAAGGAAGATACCAACCTGGTTAAA
AAGATTAATGAGGCATTTAGCTCACTGTACAAGGACGGCAAGTTC
CAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTCGGTGAAGATGTTGCGACGAAA
GAGGTTAAAGAGGGCCAA

[278] SEQ ID NO: 35, sequéncia de acido nucleico otimizada por
cddon que codifica a proteina de fusdo SP1500-ligante (GGGGSSS)-
SP0785-ligante (AAA)-Rhavi:
ATGACCAGCGGCGACAATTGGTCCAAATACCAGAGCAACAAGAGC
ATCACGATCGGCTTCGACAGCACTTTTGTGCCGATGGGTTTCGCG
CAAAAAGACGGTAGCTACGCGGGTTTCGATATTGACCTGGCGACC
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GCTGTCTTTGAGAAATACGGCATTACGGTTAATTGGCAGCCGATT
GATTGGGACCTGAAAGAGGCCGAACTCACCAAAGGCACCATCGA
CCTGATCTGGAATGGTTACTCCGCAACCGATGAGCGTCGCGAAAA
AGTTGCCTTCAGCAACAGCTATATGAAGAATGAACAAGTGTTGGTA
ACCAAGAAATCTAGCGGCATTACGACCGCGAAAGACATGACCGGT
AAGACGCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGCTCTGGCTATGCGGATTT
CGAGGCGAATCCTGAGATTCTGAAAAACATCGTTGCGAATAAAGA
GGCGAACCAGTACCAGACCTTTAACGAAGCACTGATCGACCTGAA
AAACGATCGCATTGACGGTCTGCTGATCGATCGTGTGTACGCGAA
CTATTATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTGAACGATTATAATGTTTTT
ACCGTGGGTCTGGAGACTGAGGCATTCGCGGTTGGTGCGCGCAA
GGAAGATACCAACCTGGTTAAAAAGATTAATGAGGCATTTAGCTCA
CTGTACAAGGACGGCAAGTTCCAAGAAATTAGCCAGAAGTGGTTC
GGTGAAGATGTTGCGACGAAAGAGGTTAAAGAGGGCCAAGGCGG
TGGCGGTTCGAGCTCGTTTCGCCAACCGAGCCAGACTGCGTTGA
AAGATGAGCCGACCCATCTGGTTGTTGCGAAAGAGGGCAGCGTG
GCATCGAGCGTGCTGCTGAGCGGTACGGTTACTGCCAAAAACGA
ACAATACGTGTACTTCGATGCTAGCAAGGGTGATCTGGATGAAAT
TCTGGTGAGCGTGGGTGACAAAGTTAGCGAAGGCCAGGCACTGG
TGAAGTATTCATCCTCCGAGGCACAGGCAGCGTACGACAGCGCA
AGCCGCGCAGTGGCGCGTGCCGACCGTCACATTAACGAATTGAA
CCAAGCGCGTAACGAGGCCGCAAGCGCGCCAGCACCGCAGCTG
CCGGCTCCGGTGGGTGGCGAAGATGCGACGGTGCAGAGCCCGA
CCCCGGTTGCGGGTAATTCGGTCGCCAGCATCGATGCGCAGCTG
GGTGACGCGCGTGATGCCCGTGCGGATGCGGCTGCTCAACTGAG
CAAGGCTCAGAGCCAACTGGACGCGACGACGGTGCTGAGCACCT
TGGAGGGTACCGTTGTCGAAGTCAACAGCAATGTGAGCAAGAGC
CCAACGGGTGCGAGCCAGGTTATGGTCCACATTGTGAGCAATGAA
AACTTACAGGTCAAGGGTGAGCTGAGCGAGTATAACCTGGCGAAT
CTGAGCGTTGGTCAAGAGGTCAGCTTTACCAGCAAGGTCTACCCG
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GATAAGAAATGGACCGGCAAGTTGAGCTACATCAGCGACTACCCG
AAGAACAATGGCGAGGCAGCCTCCCCGGCAGCCGGCAACAATAC
CGGCTCTAAGTATCCGTACACCATCGACGTAACCGGTGAGGTCG
GCGACCTGAAACAGGGTTTTAGCGTGAATATCGAAGTGAAGTCCA
AGACCAAGGCAATTTTGGTTCCGGTTAGCTCCCTGGTGATGGACG
ATAGCAAGAATTATGTGTGGATTGTCGACGAGCAACAGAAAGCGA
AAAAAGTTGAAGTGAGCCTGGGCAATGCTGATGCCGAGAACCAAG
AAATCACGTCTGGTCTGACCAACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACC
CGACCAGCAGCCTGGAAGAGGGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAA
GCTACGAACCGGCCGCATTCGACGCATCCAACTTTAAAGACTTTA
GCAGCATCGCGTCCGCAAGCTCTAGCTGGCAGAATCAATCTGGTA
GCACCATGATTATCCAAGTGGACAGCTTTGGTAACGTCAGCGGTC
AATATGTTAATCGTGCACAGGGTACGGGTTGTCAGAATTCTCCGT
ACCCGCTGACCGGTCGTGTTAACGGCACGTTCATCGCTTTCAGCG
TCGGTTGGAACAATTCTACTGAAAATTGCAACAGCGCGACCGGTT
GGACGGGCTATGCACAAGTGAATGGCAATAACACCGAAATCGTCA
CGTCCTGGAATCTGGCGTATGAGGGTGGCAGCGGTCCGGCTATT
GAACAGGGCCAGGATACCTTCCAATACGTCCCTACGACCGAGAAT
AAGTCCCTTCTGAAAGAC

[279] SEQ ID NO: 36, sequéncia de acido nucleico otimizada por
cddon que codifica a proteina de fusdao SP0785-ligante (GGGGSSS)-
SP1500-ligante (AAA)-Rhavi:
ATGTTTCGCCAACCGAGCCAGACTGCGTTGAAAGATGAGCCGACC
CATCTGGTTGTTGCGAAAGAGGGCAGCGTGGCATCGAGCGTGCT
GCTGAGCGGTACGGTTACTGCCAAAAACGAACAATACGTGTACTT
CGATGCTAGCAAGGGTGATCTGGATGAAATTCTGGTGAGCGTGG
GTGACAAAGTTAGCGAAGGCCAGGCACTGGTGAAGTATTCATCCT
CCGAGGCACAGGCAGCGTACGACAGCGCAAGCCGCGCAGTGGC
GCGTGCCGACCGTCACATTAACGAATTGAACCAAGCGCGTAACGA
GGCCGCAAGCGCGCCAGCACCGCAGCTGCCGGCTCCGGTGGGT
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GGCGAAGATGCGACGGTGCAGAGCCCGACCCCGGTTGCGGGTA
ATTCGGTCGCCAGCATCGATGCGCAGCTGGGTGACGCGCGTGAT
GCCCGTGCGGATGCGGCTGCTCAACTGAGCAAGGCTCAGAGCCA
ACTGGACGCGACGACGGTGCTGAGCACCTTGGAGGGTACCGTTG
TCGAAGTCAACAGCAATGTGAGCAAGAGCCCAACGGGTGCGAGC
CAGGTTATGGTCCACATTGTGAGCAATGAAAACTTACAGGTCAAG
GGTGAGCTGAGCGAGTATAACCTGGCGAATCTGAGCGTTGGTCA
AGAGGTCAGCTTTACCAGCAAGGTCTACCCGGATAAGAAATGGAC
CGGCAAGTTGAGCTACATCAGCGACTACCCGAAGAACAATGGCG
AGGCAGCCTCCCCGGCAGCCGGCAACAATACCGGCTCTAAGTAT
CCGTACACCATCGACGTAACCGGTGAGGTCGGCGACCTGAAACA
GGGTTTTAGCGTGAATATCGAAGTGAAGTCCAAGACCAAGGCAAT
TTTGGTTCCGGTTAGCTCCCTGGTGATGGACGATAGCAAGAATTA
TGTGTGGATTGTCGACGAGCAACAGAAAGCGAAAAAAGTTGAAGT
GAGCCTGGGCAATGCTGATGCCGAGAACCAAGAAATCACGTCTG
GTCTGACCAACGGTGCGAAAGTTATTAGCAACCCGACCAGCAGCC
TGGAAGAGGGTAAAGAGGTCAAAGCCGACGAAGCTACGAACGGC
GGTGGCGGTTCGAGCTCGACCAGCGGCGACAATTGGTCCAAATA
CCAGAGCAACAAGAGCATCACGATCGGCTTCGACAGCACTTTTGT
GCCGATGGGTTTCGCGCAAAAAGACGGTAGCTACGCGGGTTTCG
ATATTGACCTGGCGACCGCTGTCTTTGAGAAATACGGCATTACGG
TTAATTGGCAGCCGATTGATTGGGACCTGAAAGAGGCCGAACTCA
CCAAAGGCACCATCGACCTGATCTGGAATGGTTACTCCGCAACCG
ATGAGCGTCGCGAAAAAGTTGCCTTCAGCAACAGCTATATGAAGA
ATGAACAAGTGTTGGTAACCAAGAAATCTAGCGGCATTACGACCG
CGAAAGACATGACCGGTAAGACGCTGGGTGCGCAGGCCGGTAGC
TCTGGCTATGCGGATTTCGAGGCGAATCCTGAGATTCTGAAAAAC
ATCGTTGCGAATAAAGAGGCGAACCAGTACCAGACCTTTAACGAA
GCACTGATCGACCTGAAAAACGATCGCATTGACGGTCTGCTGATC
GATCGTGTGTACGCGAACTATTATCTGGAAGCCGAGGGCGTTCTG
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AACGATTATAATGTTTTTACCGTGGGTCTGGAGACTGAGGCATTC
GCGGTTGGTGCGCGCAAGGAAGATACCAACCTGGTTAAAAAGATT
AATGAGGCATTTAGCTCACTGTACAAGGACGGCAAGTTCCAAGAA
ATTAGCCAGAAGTGGTTCGGTGAAGATGTTGCGACGAAAGAGGTT
AAAGAGGGCCAACGGCCGCATTCGACGCATCCAACTTTAAAGACT
TTAGCAGCATCGCGTCCGCAAGCTCTAGCTGGCAGAATCAATCTG
GTAGCACCATGATTATCCAAGTGGACAGCTTTGGTAACGTCAGCG
GTCAATATGTTAATCGTGCACAGGGTACGGGTTGTCAGAATTCTC
CGTACCCGCTGACCGGTCGTGTTAACGGCACGTTCATCGCTTTCA
GCGTCGGTTGGAACAATTCTACTGAAAATTGCAACAGCGCGACCG
GTTGGACGGGCTATGCACAAGTGAATGGCAATAACACCGAAATCG
TCACGTCCTGGAATCTGGCGTATGAGGGTGGCAGCGGTCCGGCT
ATTGAACAGGGCCAGGATACCTTCCAATACGTCCCTACGACCGAG
AATAAGTCCCTTCTGAAAGAC

[280] SEQ ID NO:37, sequéncia de ligante [7 aminoacidos]:
GGGGSSS

[281] SEQ ID NO: 38, sequéncia de ligante [3 aminoacidos]:

AAA

[282] SEQ ID NO: 39, sequéncia de ligante [5 repeticbes de
aminoacidos]:

(GGGGS)n

[283] SEQ ID NO: 40, sequéncia de ligante [6 aminoacidos]:
GGGGGG

[284] SEQ ID NO: 41, sequéncia de ligante [15 aminoacidos]:
GGGGSGGGGSGGGGS

[285] SEQ ID NO: 42, sequéncia de ligante [30 aminoacidos]:
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGES

[286] SEQ ID NO: 43, sequéncia de ligag¢ao [18 aminoacidos]:
KESGSVSSEQLAQFRSLD

[287] SEQ ID NO: 44, sequéncia de ligante [14 aminoacidos]:
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EGKSSGSGSESKST

[288] SEQ ID NO: 45, sequéncia de ligante:

(Gly)n

[289] SEQ ID NO: 46, sequéncia de ligante [8 aminoacidos]:
GGGGGGGG

[290] SEQ ID NO: 47, sequéncia de ligante [12 aminoacidos]:
GSAGSAAGSGEF

[291] SEQ ID NO: 48, sequéncia de ligante [5 repeticbes de
aminoacidos]:

(EAAAK),

[292] SEQ ID NO: 49, sequéncia de ligante:

A(EAAAK),A

[293] SEQ ID NO: 50, sequéncia de ligante:
A(EAAAK).ALEA(EAAAK)A

[294] SEQ ID NO: 51, sequéncia de ligante:

[A(EAAAK)nA]m

[295] SEQ ID NO: 52, sequéncia de ligante [12 aminoacidos]:
AEAAAKEAAAKA

[296] SEQ ID NO: 53, sequéncia de ligante [2 repeticbes de

aminoacidos]:

(XP)n

[297] SEQ ID NO: 54, sequéncia de ligante:

(AP),

[298] SEQ ID NO: 55, sequéncia de ligante:

(KP)n

[299] SEQ ID NO: 56, sequéncia de ligante:

(QP)n

[300] SEQ ID NO: 57, sequéncia de ligante [14 aminoacidos]:
APAPAPAPAPAPAP

[301] SEQ ID NO: 58, sequéncia ligante GAG [21 aminoacidos]:
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GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAP

[302] SEQ ID NO: 59, sequéncia de ligante GAG2 [39

aminoacidos]:

GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGGGGGAP

[303] SEQ ID NO: 60, sequéncia de ligante GAG3 [57

aminoacidos]:
GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGGGGGAP

GGGGGAAAAAGGGGGGAP
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Equivalentes

[304] Os versados na técnica reconhecerdo, ou serao capazes de
confirmar usando ndo mais que experimentagcdo de rotina, muitos
equivalentes as modalidades especificas da invengcdo descritas no
presente documento. O escopo da presente invengao nao se destina a
ser limitado a Descricdo acima, mas sim conforme estabelecido nas

seguintes reivindicagodes:
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REIVINDICACOES

1. Proteina de fusado, caracterizada pelo fato de que
compreende:
(i) uma porcao de ligagao a biotina;

(i) um polipeptideo ou fragmento SP1500; e

(i) um polipeptideo ou fragmento SP0785.

2. Proteina de fusado, caracterizada pelo fato de que
compreende:

(i) uma porgao de ligagcdo a biotina compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90% idéntica a SEQ
ID NO: 2 ou uma por¢éao de ligacao a biotina da mesma;

(i) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90% idéntica a SEQ ID NO: 7 ou
uma porgao antigénica da mesma; e

(iii) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90% idéntica a SEQ ID NO: 4 ou

uma porc¢ao antigénica da mesma.

3. Proteina de fusado, caracterizada pelo fato de que
compreende:
(i) uma porgao de ligagdo a biotina compreendendo

uma sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90% idéntica a
SEQ ID NO: 2 ou uma porcéao de ligacao a biotina da mesma;

(i) um primeiro polipeptideo compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90% idéntica a SEQ
ID NO: 7 ou uma porg¢ao antigénica da mesma;

(iii) um segundo polipeptideo compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90% idéntica a SEQ
ID NO: 4 ou uma porg¢ao antigénica da mesma; e

(iv) um primeiro ligante posicionado entre a porgéo de

ligacdo a biotina e o primeiro polipeptideo e / ou um segundo ligante
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posicionado entre o primeiro polipeptideo e o segundo polipeptideo.

4. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizada pelo fato de que o primeiro ligante compreende a
sequéncia de aminoacidos GGGGSSS.

5. Proteina de fusdo, de acordo com a reivindicacédo 3
ou 4, caracterizada pelo fato de que o segundo ligante compreende a
sequéncia de aminoacidos AAA.

6. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que a porcao de ligagao
a biotina é ligada de forma C-terminal ao primeiro polipeptideo.

7. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que a porcao de ligagao
a biotina é ligada de forma N-terminal ao primeiro polipeptideo.

8. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que o primeiro
polipeptideo é ligado de forma C-terminal ao segundo polipeptideo.

9. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que o primeiro
polipeptideo é ligado de forma N-terminal ao segundo polipeptideo.

10. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que o segundo
polipeptideo é ligado de forma C-terminal a porgao de ligagao a biotina.

11. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que o segundo
polipeptideo é ligado de forma N-terminal a porgao de ligagao a biotina.

12. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

13. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que compreende a
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sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

14. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 13, caracterizada pelo fato de que compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

15. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 14, caracterizada pelo fato de que compreende a
sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90% idéntica a SEQ
ID NO: 23.

16. Proteina de fus&o, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 15, caracterizada pelo fato de que a proteina de fuséo
é CP1.
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RESUMO
Patente de Invencdo: “VACINAS DE PROTEINA DE FUSAO
PNEUMOCOCICA”.
A presente invengao refere-se a tecnologias para a

prevencao e / ou tratamento de infeccbes pneumocadcicas.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

927 17BF23F2FS51DD

Campo 2

6 4 0C3 4F 975 6FAZ2AT7

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA (JUNTADA) 08-04-2021
- Data de Geracédo do Cdédigo: 09/04/2021
- Hora de Geracao do Cdédigo: 10:22:04
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 92717BF23F2F51DD
- Campo 2: 640C34F9756FA2A7
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