%

)
|

-Ji_é—’ %

() R 122020000047-3 1. || HLIQNNANINNIL

(22) Data do Depésito: 19/06/2012

Republica Federativa do Brasil  (45) Data de Concessao: 13/04/2021

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: COMPOSIGCOES COMPREENDENDO PROTEINA LUKE ISOLADA OU POLIPEPTIDEO DA MESMA, UMA
PROTEINA LUKD ISOLADA OU POLIPEPTIDEO DA MESMA OU SUA COMBINAGAO, BEM COMO SEU USO

(51) Int.Cl.: A61K 39/085; A61K 39/395.

(30) Prioridade Unionista: 19/06/2011 US 61/498,596.

(73) Titular(es): NEW YORK UNIVERSITY.

(72) Inventor(es): VICTOR J. TORRES; FRANCIS ALONZO.
(86) Pedido PCT: PCT US2012043179 de 19/06/2012

(87) Publicacao PCT: WO 2012/177658 de 27/12/2012

(85) Data do Inicio da Fase Nacional: 02/01/2020

(62) Pedido Original do Dividido: BR112013032774-0 - 19/06/2012

(57) Resumo: A presente invengéo se refere a métodos e composi¢des para prevenir e tratar Staphylococcus aureus em um
sujeito. Composicdes terapéuticas da presente invengdo compreendem proteinas ou polipeptideos de leucocidina E e/ou D e
anticorpos antileucocidina E/ou D. A invencéo ainda se refere a métodos para identificar inibidores de citotoxicidade de LUkE/D e
inibidores de ligacédo de LukE/D-leucécito.



1/51

Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "COM-
POSICOES COMPREENDENDO PROTEINA LUKE ISOLADA OU
POLIPEPTIDEO DA MESMA, UMA PROTEINA LUKD ISOLADA OU
POLIPEPTIDEO DA MESMA OU SUA COMBINACAO, BEM COMO
SEU USO".

Dividido do BR112013032774-0, depositado em 19.06.2012.
[0001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério US
61/498.596, depositado em 19 de junho de 2011, que esta aqui incor-
porado por referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

[0002] Esta invencao refere-se aos métodos de triagem para tratar

e infecgbes por Staphylococcus aureus e condigdes associadas a Sta-
phylococcus aureus.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[0003] Staphylococcus aureus ("S. aureus") € uma bactéria que

comensalmente coloniza mais do que 25% da populacdo humana. De
modo importante, este organismo é capaz de quebrar seu local inicial
de colonizacéao, resultando em disseminacado e doencga bacteriana. S.
aureus € a principal causa de infecgdes nosocomiais, € 0 agente etio-
l6gico mais comum de endocardite infecciosa bem como infecgdes de
pele e tecido mole, e € uma das quatro causas principais de doengas
de origem alimentar. Juntas, S. aureus infecta mais do que 1,2 milhdo
de pacientes por ano em hospitais dos EUA. A ameaca de S. aureus a
saude humana € ainda destacada pela emergéncia das cepas resis-
tentes a antibidticos (ou seja, cepas de S. aureus resistentes a metici-
lina (MRSA)), incluindo cepas que sdo resistentes a vancomicina, um
antibidtico considerado de ultima linha de defesa contra infeccéo por
S. aureus. Estes fatos destacam a importancia do desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos contra este patégeno importante.

[0004] S. aureus produz um arranjo diverso de fatores de virulén-
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cia e toxinas que permitem que esta bactéria neutralize e resiste ao
ataque por diferentes tipos de células imunes, especificamente subpo-
pulagcbes de ceélulas brancas sanguineas que compdem o sistema de
defesa primario corporal. A producédo destes fatores de viruléncia e
toxinas permite que S. aureus mantenha um estado infeccioso (ver Ni-
zet, "Understanding How Leading Bacterial Pathogens Subvert Innate
Immunity to Reveal Novel Therapeutic Targets," J. Allergy Clin. Immunol.
120(1):13-22 (2007)). Entre estes fatores de viruléncia, S. aureus produz
varias leucotoxinas bicomponentes, que danificam as membranas de
células de defesa do hospedeiro e eritrécitos pela agao sinergistica de
duas proteinas ndo associadas ou subunidades (ver, Menestrina et al.,
"Mode of Action of Beta-Barrel Pore-Forming Toxins of the Staphylo-
coccal Alpha-Hemolysin Family," Toxicol. 39(11):1661-1672 (2001)).
Entre estas leucotoxinas bicomponentes, gama-hemolisina (HIgAB e
HIgCB) e Leucocidina de Pantone-Valentine (PVL) sdo mais bem ca-
racterizadas.

[0005] A toxicidade de leucodicinas para células mamiferas envol-
ve a agao de dois componentes ou subunidades. A primeira subunida-
de é chamada de subunidade classe S (ou seja, "eluida lenta"), e a
segunda subunidade é chamada de subunidade classe F (ou seja,
"eluida rapida"). As subunidades S e F atuam sinergicamente para
formar poros em células brancas sanguineas incluindo mondécitos, ma-
crofagos, células dendriticas e neutrofilos (coletivamente conhecidos
como fagaocitos) (ver Menestrina et al., "Mode of Action of Beta-Barrel
Pore-Forming Toxins of the Staphylococcal Alpha-Hemolysin Family,"
Toxicol. 39(11):1661-1672 (2001)). O mecanismo pelo qual as toxinas
bicomponentes formam poros em membranas de células alvo ndo é
totalmente entendido. O mecanismo de acao proposto destas toxinas
envolve a ligagdo da subunidade S @ membrana de célula alvo, mais

provavelmente através de um receptor, seguido por ligagdo da subuni-
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dade F a subunidade S, assim, formando um oligbmero que por sua
vez forma um pré-poro que insere na membrana de célula alvo (Jaya-
singhe et al., "The Leukocidin Pore: Evidence for an Octamer With
Four LukF Subunits and Four LukS Subunits Alternating Around a Cen-
tral Axis," Protein. Sci. 14(10):2550-2561 (2005)). Os poros formados
pelas leucotoxinas bicomponentes sao tipicamente seletivos para ca-
tion. A formagao de poro causa morte celular via lise, que no caso de
células brancas sanguineas alvo, foi reportado resultar de um desequi-
librio osmotico devido ao influxo de cations (Miles et al., "The Sta-
phylococcal Leukocidin Bicomponent Toxin Forms Large lonic Chan-
nels," Biochemistry 40(29):8514-8522 (2001)).

[0006] Além de PVL (também conhecido como leucocidina S/F-PV
ou LUkSF-PV) e gama-hemolisina (HIgAB e HIgCB), o repertério de
leucotoxinas bicomponentes produzido pro S. aureus é conhecido por
incluir leucocidina E/D ("LukE/D"), leucocidina A/B ("LukAB") e leucoci-
dina M/F ("LUkMF"). Assim, as subunidades de classe S destes leuco-
cidinas bicomponentes incluem HIgA, HIgC, LukE, LukS-PV, LukA, e
LukM, e as subunidades classe F incluem HIgB, LukD, LukF-PV, LukB,
e LukF'-PV. As subunidades S e F de S. aureus nao sao especificos
de leucocidina. Ou seja, sao intercambiaveis de modo que as combi-
nacdes bicomponentes poderiam gerar um poro funcional em uma cé-
lula branca do sangue, enormemente aumentando o repertério de leu-
cotoxinas (Meyer et al., "Analysis of the Specificity of Panton-Valentine
Leucocidin and Gamma-Hemolysin F Component Binding," Infect.
Immun. 77(1):266-273 (2009)).

[0007] Desenhar uma terapia efetiva para tratar infeccdo por
MRSA foi especialmente desafiador. Além da resisténcia a meticilina e
antibidticos relacionados, MRSA ainda demonstrou ter niveis significa-
tivos de resisténcia aos macrolideos (por exemplo, eritromicina), com-

binacdes de inibidor de beta-lactamase (por exemplo, Unasyn, Aug-
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mentin), e fluorquinolonas (por exemplo, ciprofloxacina), bem como
clindamicina, trimetoprima/sulfametoxasol (Bactrim), e rifampina. No
caso de infeccédo grave por S. aureus, os médicos recorrem a vanco-
micina intravenosa. No entanto, ha relatos de resisténcia de S. aureus
a vancomicina. Assim, ha uma necessidade para desenvolver novos
tratamentos que efetivamente combatem infecgéo por S. aureus.
[0008] A presente invencdo € direcionada para superar estas e
outras limitagcdes na técnica.

SUMARIO DA INVENCAO

[0009] Um primeiro aspecto da presente invencao refere-se a uma

composi¢cdo compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma proteina Leucocidina E (LUkE) isolada ou polipeptideo da
mesma, uma proteina Leucocidina D (LukD) isolada ou polipeptideo da
mesma, ou uma combinagcao das mesmas, e um carreador farmaceuti-
camente aceitavel.

[0010] Outro aspecto da presente invencéao refere-se a um método
para imunizar contra uma infecgéo por Staphylococcus aureus em um
sujeito. Este método envolve administrar uma composi¢ao da presente
invencdo em uma quantidade efetiva para imunizar contra infecgao por
S. aureus no sujeito.

[0011] Outro aspecto da presente invencao refere-se a uma com-
posicdo compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um anticorpo selecionado do grupo que consiste em um anticorpo
LukE, um anticorpo LukD, ou uma combinagao dos mesmos, em um
carreador farmaceuticamente aceitavel.

[0012] Outro aspecto da presente invencgao é dirigido a um método
para prevenir uma infeccéo por S. aureus e/ou condi¢cdes associadas a
S. aureus em um sujeito. Este método envolve administrar uma com-
posicdo compreendendo um anticorpo selecionado do grupo que con-

siste em um anticorpo LuUkE, um anticorpo LukD, ou uma combinacgao
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dos mesmos, em uma quantidade efetiva para prevenir infeccéo por S.
aureus e/ou condicao associada a S. aureus no sujeito.

[0013] Outro aspecto da presente invencdo € direcionado a um
meétodo para tratar uma infec¢do por S. aureus e/ou condigdes associ-
adas a S. aureus em um sujeito. Este método envolve administrar uma
composi¢ao compreendendo um ou mais inibidores de citotoxicidade
mediada por LUKE/D em uma quantidade efetiva para tratar a infeccéo
por S. aureus e/ou a condi¢cdo associada a S. aureus no sujeito.

[0014] Outro aspecto da presente invengao refere-se a um método
para prever a gravidade de infecgao por S. aureus. Este método en-
volve cultivar S. aureus obtida de um sujeito infectado via uma amostra
de fluido ou tecido a partir do sujeito e quantificar a expresséo de LUkE
e/ou LukD no S. aureus cultivado. As quantidades quantificadas de
LukE e/ou LukD na amostra do sujeito sdo comparadas a quantidade
de LukE e/ou LukD em uma amostra controle que produz pouca ou
quantidades indetectaveis de LUkE e/ou LukD e a gravidade da infec-
cao por S. aureus é prevista baseado em dita comparacéo.

[0015] Outro aspecto da presente invencéao refere-se a um método
para tratar um sujeito com infec¢do por S. aureus. Este método envol-
ve cultivar S. aureus obtido de um sujeito infectado via uma amostra
de fluido ou tecido do sujeito e quantificar a expressdo de LUkE e/ou
LukD no S. aureus cultivado. As quantidades quantificadas de LukE
e/ou LukD na amostra do sujeito sdo comparadas a quantidade de
LukE e/ou LukD em uma amostra controle que produz pouca ou quan-
tidades indetectaveis de LUkE e/ou LukD e um tratamento apropriado
para o sujeito € determinada baseado nesta comparagdo. O método
ainda envolve administrar o tratamento apropriado determinado ao su-
jeito para tratar a infeccao por S. aureus.

[0016] Outro aspecto da presente invengao refere-se a um método

para identificar inibidores de citotoxicidade de LukE/D. Este método
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envolve fornecer uma populacao de células, uma preparacao contendo
LUkE/D, e um inibidor de LUKE/D candidato. A populacédo de célula é
exposta a preparagao contendo LUKE/D na presenca e auséncia do
inibidor candidato, e citotoxicidade mediada por LUKE/D é medida na
presenca e na auséncia do inibidor candidato. A quantidade medida de
citotoxicidade na presenga e na auséncia do inibidor candidato € com-
parada e um inibidor de citotoxicidade de LUkE/D ¢ identificada basea-
do naquela comparacao.

[0017] Outro aspecto da presente invengao refere-se a um método
para identificar inibidores de formacao de poro mediada por LUkE/D.
Este método envolve fornecer uma populagdo de leucocitos, uma pre-
paracao contendo LUkE e LukD, e um inibidor candidato. A populacao
de leucdcito é exposta a preparagao contendo LUKE e LukD na pre-
senca e auséncia do inibidor candidato, e a formag¢ao do poro na popu-
lacdo de leucécito € medida na presenca e auséncia do inibidor candi-
dato. A quantidade medida de formagéo de poro na presenga e na au-
séncia do inibidor candidato € comparada e um inibidor de formacao
de poro mediada por LUKE/D é identificada baseado naquela compara-
cao.

[0018] Outro aspecto da presente invencdo € direcionado a um
método para identificar inibidores de ligagao de leucdcito LUKE e/ou
LukD. Este método envolve fornecer uma populacdo de leucdcitos,
uma preparacgado contendo LUKE e LukD marcadamente detectavel, e
um inibidor candidato. A populacédo de célula € exposta a preparacéo
contendo o LUKE e LukD detectavelmente marcado na presenca e au-
séncia do inibidor candidato, e ligacdo de LUkE e/ou LukD marcado a
populacdo de leucécito € medida na presenca e auséncia do inibidor
candidato. A quantidade medida de leucdcito de ligagao de LUkE e/ou
LukD na presenca e na auséncia do inibidor candidato € comparada e

um inibidor de ligacdo de leucdcito de LUKE e/ou LukD é identificado
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baseado nesta comparacao.

[0019] O sucesso tremendo de S. aureus como um patdégeno € em
parte devido a sua capacidade de expressar um arsenal de fatores que
danificam o hospedeiro. Entre estes fatores estdo um numero de toxi-
nas de proteina bacteriana que sdo secretadas no meio extracelular
onde atuam matando células hospedeiras. Leucocidina E/D (LUkE/D) é
uma toxina fracamente caracterizada produzida por S. aureus. Como
demonstrado aqui, esta toxina se direciona e mata leucécitos hospe-
deiros, que sao ceélulas imunes importantes na protecdo do hospedeiro
de infeccdo por S. aureus. O achado que LUkE/D é critica para a pato-
génese in vivo, destaca a importancia desta toxina no processo de do-
enga. Como descrito aqui, a imunizagdo com LuUkE e/ou LukD gera an-
ticorpos neutralizantes contra S. aureus. Portanto, estratégias de vaci-
na ativa e/ou passiva oferece uma nova estratégia terapéutica para
prevenir infecgao por S. aureus. Além disso, a inibicao direta de citoto-
xicidade mediada por LUkE/D oferece um novo meio para tratar indivi-
duos com infeccao por S. aureus.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0020] As Figuras 1A-1B mostram que a dele¢do do gene rot em

S. aureus desprovido de locus agr (AagrArot) restaura a viruléncia em
camundongos aos niveis de tipo selvagem ("WT") e leva a super pro-
dugao de LUkE/D. Figura 1A é uma curva de sobrevivéncia que mostra
que um mutante duplo Aagr Arot apresenta caracteristicas de virulén-
cia WT em camundongos. A sobrevivéncia de camundongos foi moni-
torada apos injegdo intravenosa com ~1X10” CFU de S. aureus WT,
Aagr, ou mutantes duplos Aagr Arot. Numero total de camundongos
por grupo foi de N=6. A significancia estatistica entre curvas foi deter-
minada usando o teste Log-rank (Mantel-Cox). ***, p < 0,0005. Na Figura
1B, a producdo de leucotoxinas € restabelecida em um mutante duplo

Aagr Arot. Sd0 mostrados immunoblots de amostras de proteina de so-
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brenadantes de cultura bacteriana precipitada por TCA (crescida por 5
horas em RPMI+CAS) das seguintes cepas: WT, Aagr, e Aagr Arot.
Pistas de controle negativo contém sobrenadante precipitado por TCA
de respectivas mutantes de delecéo de leucotoxina (AIUKE/D, AlukA/B,
Ahla, AhlgC). Exoproteinas mutantes duplas AlukE/D AhlgACB foram
ainda sondados em todos os LUkE immunoblots como um controle pa-
ra reatividade cruzada de anticorpo LukE.

[0021] As Figuras 2A-2C ilustram que a delecao de rot isolado re-
sulta em hiperviruléncia em animais, um fendtipo causado por depres-
sao e superproducao resultante de LukE/D. A curva de sobrevida de
Figura 2A mostra a hiperviruléncia de um mutante Arot comparado
com uma cepa WT parental. A sobrevida de camundongos foi monito-
rada apos injecdo intravenosa com ~1X10” CFU de S. aureus cepas
WT e Arot. Numero total de camundongos por grupo: WT, N=17; Arot,
N=12. A producéo de LUKE/D é aumentada na auséncia do repressor
de transcricdo Rot, enquanto a producgao de outras leucotoxinas é am-
plamente ndo afetada. Sdo mostrados nos immunoblots da Figura 2B
amostras de proteinas de sobrenadantes de cultura bacteriana precipi-
tada em TCA (crescidos por 5 horas em RPMI+CAS) das seguintes
cepas: WT, e Arot. Pistas de controle negativo contém sobrenadante
precipitado com TCA dos respectivos mutantes duplos toxina-rot (Arot
AIUKE/D, Arot AlukA/B, Arot Ahla, e Arot AhIgACB). Exoproteinas de
mutantes triplas Arot AIUKE/D AhlgACB foram ainda sondadas em to-
dos os LUkE immunoblots como um controle para reatividade cruzada
de anticorpo LUkE. Como indicado pela curva de sobrevivéncia da Fi-
gura 2C, a hiperviruléncia de um mutante Arot é derivo a producéao
aumentada de LukE/D. A sobrevida de camundongos foi monitorada
apos injecao intravenosa com ~1X10” CFU de S. aureus WT, Arot, e
Arot AluKE/D. A significancia estatistica entre curvas de sobrevivéncia

foi determinada usando o teste Log-rank (Mantel-Cox). **, p < 0,005;
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*** p <0,0005.

[0022] As Figuras 3A-3B mostram que Rot se liga ao promotor
IuKE/D e reprime a expressado do gene. Como mostrado na Figura 3A,
expressado de gene ideal IuKE/D é dependente de desrepressao de
Rot. As fusbes de transcricdo de regido promotora IukE/D para GFP
foram usadas para medir a ativagcdo do promotor em caldo de cultura
nos seguintes fundamentos de cepa (WT, Aagr, Arot, e Aagr Arot). Flu-
orescéncia GFP foi medida ao longo do tempo e os valores expressos
como unidades fluorescentes relativas (RFU) apds normalizagao a
densidade o6ptica bacteriana a 600nm. Os valores mostrados sao re-
sultados de trés experimentos realizados em triplicata. Na Figura 3B,
Rot se liga ao promotor IUKE/D. A Figura 3B € um immunoblot de um
promotor pull-down de DNA intragénico biotinilado (ndo especifico) ou
DNA promotor de IukE/D ligado as esferas magnéticas de estreptavidi-
na M280 e incubados com lisados de células inteiras de S. aureus. Rot
foi detectado via immunoblot usando um anticorpo anti-Rot.

[0023] As Figuras 4A-4F ilustram que um mutante simples AlukE/D
€ significativamente atenuado para viruléncia em um modelo de ca-
mundongo de infecgdo sistémica. As Figuras 4A e 4B mostram a veri-
ficacdo da delegcao IukE/D em S. aureus Newman. Na Figura 4A, PCR
de DNA gendmico de S. aureus com iniciadores especificos de IukE é
mostrado. S&do mostrados na Figura 4B immunoblots de amostras de
proteinas de sobrenadantes de cultura bacteriana precipitada com
TCA (crescidas por 5 horas em RPMI+CAS) das seguintes cepas: WT,
AIUKE/D, AluKE/D::plukE/D, AhIgACB, e AhlgACB. Exoproteinas mutan-
tes AlukE/D foram ainda sondadas como um controle para reatividade
cruzada de anticorpo LukE. Figuras 4C-4F mostram que o mutante
AIUKE/D é gravemente comprometido para viruléncia em camundongos.
Nas Figuras 4C e 4D, a sobrevida de camundongos foi monitorada apés
injec&o intravenosa com ~1X107 CFU (Figura 4C) ou ~1X10® CFU (Figu-
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ra 4D) de S. aureus cepas WT, AIUKE/D, and AIUKE/D::plukE/D. Nume-
ro total de camundongos por grupo foi de N=6. A significancia estatisti-
ca entre curvas foi determinada usando o teste Log-rank (Mantel-Cox).
** p <0,005; ***, p < 0,0005. As Figuras 4E e 4F descrevem enumera-
¢ao de CFU bacteriano (Figura 4E) patologia bruta (Figura 4F) de rins
96 horas ap6s a infecgdo com ~1X10” CFU das mesmas cepas descri-
tas para as Figuras 4C e 4D. As setas designam locais de abscessos
renais. A significancia estatistica foi determinada usando ANOVA de
uma via com varias comparagdes pos-testes de Tukey. **, p < 0,005;
*** p <0,0005.

[0024] As Figuras 5A-5E mostram que LUKE/D é toxica para e for-
ma poros em células imunes humanas. A Figura 5A € uma curva de
viabilidade celular que mostra que LUKE/D recombinante purificado é
toxico a linhagem celular tipo mondcito humana THP-1. A linhagem
celular THP-1 foi intoxicada com LukE, LukD recombinante, ou uma
mistura de LukE+LukD (LukE/D). A viabilidade celular foi monitorada 1
hora apds a intoxicacdo usando CellTiter, onde as células tratadas
com meio foram ajustadas para 100% viaveis. Os resultados represen-
tam a média de amostras em triplicata + S.D. LUkKE/D recombinante
purificada é n&o toxica a linhagem celular HL60 humana, como mos-
trado na curva de viabilidade celular da Figura 5B. A linhagem celular
HL60 foi intoxicada como acima e a viabilidade celular foi monitorada 1
hora apds a intoxicacdo usando CellTiter, onde as células tratadas
com meio foram ajustadas em 100% viaveis. Em contraste, as curvas
de viabilidade celular da Figura 5C mostram LuUkE/D recombinante pu-
rificada é toxica a ambos neutrofilos primarios humanos (grafico da
esquerda) e murinos primarias (grafico da direita) (também conhecidos
como neutrofilos polimorfonucleares ou PMNs). Os PMNs foram intoxi-
cados como acima e a viabilidade celular foi monitorada 1 hora apoés a

intoxicacdo usando CellTiter, onde as células tratadas com meio foram
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ajustadas em 100% viaveis. LUKE/D medeia a citotoxicidade para célu-
las hospedeiras THP-1 formando poros na membrana celular como
mostrado na Figura 5D. As células THP-1 e HL60 foram incubadas
com LUKE/D purificada, e a formacao de poro foi medida com um en-
saio de incorporagdo de brometo de etidio. A fluorescéncia média de
experimentos em ftriplicata € mostrada para ambos THP-1 e HL60. Fi-
gura 5E mostra uma imagem de microscopia de absor¢ao de brometo
de etidio de LUkE/D tratada (30 ug/ml) e células controle (sem toxina)
de THP-1.

[0025] As Figuras 6A-6B ilustram que a citotoxicidade de LUkE/D é
neutralizada com uma afinidade purificada de anticorpo policlonal o-
LukE. As células THP-1 foram intoxicadas com 1,5 ug de LukE/D re-
combinante apds incubagédo com 0,1 ug de anticorpo policlonal a-LukE
ou soro pré-imune. A viabilidade celular (Figura 6A) e formacéo de po-
ro (Figura 6B) foram monitorados usando CellTiter e brometo de etidio
respectivamente. Para os ensaios de CellTiter, as células tratadas com
meio foram ajustadas para 100% de viabilidade. Os resultados repre-
sentam a média de amostras em duplicata + desvio padréo (S.D.).
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0026] Um primeiro aspecto da presente invencéao refere-se a uma

composicdo compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma proteina LUKE isolada ou polipeptideo da mesma, uma protei-
na LukD isolada ou polipeptideo da mesma, ou uma combinacao das
mesmas, em um carreador farmaceuticamente aceitavel.

[0027] Em uma modalidade da inveng¢ao, a composi¢ao compre-
ende uma proteina LuUkE isolada ou polipeptideo. Em outra modalidade
da invencgao, a composi¢cao compreende uma proteina LukD isolada ou
polipeptideo. Ainda em outra modalidade da invengdo a composigao
compreende ambas as proteinas LUKE e LukD ou polipeptideos.

[0028] De acordo com este aspecto da invencao, proteinas LukE
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isoladas apropriadas incluem aquelas derivadas de qualquer cepa de
S. aureus. A sequéncia de aminoacido de proteinas LUKE de varias
cepas de S. aureus que sao apropriadas para a composi¢cao da pre-
sente invengdo sao mostradas na Tabela 1 abaixo (ou seja, SEQ ID
Nos:1-10). SEQ ID NO:11 da Tabela 1 € uma sequéncia consenso
LukE demonstrando o alto nivel de identidade de sequéncia através
das proteinas LUkE de varias cepas S. aureus. Assim, em uma moda-
lidade da presente invencdo, a proteina LUKE isolada compreende
uma sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:11. Em outra modalida-
de da presente invencao, a proteina LUKE isolada compreende uma
sequéncia de aminoacido contendo cerca de 70-80% similaridade de
sequéncia a SEQ ID NO:11, mais preferencialmente, cerca de 80-90%
similaridade de sequéncia a SEQ ID NO:11, e mais preferencialmente
90-95% similaridade de sequéncia a SEQ ID NO:11, e mais preferen-
cialmente cerca de 95-99% similaridade de sequéncia a SEQ ID
NO:11.

[0029] Em outra modalidade da presente inveng¢ao, a composi¢cao
compreende um polipeptideo imunogénico isolado de LUkE. Polipepti-
deos LUkE apropriados sdo cerca de 50 a cerca de 100 aminoacidos
em comprimento. Mais preferencialmente polipeptideos LUKE s&o en-
tre cerca de 100-200 aminoacidos em comprimento, mais preferenci-
almente entre cerca de 200-250 aminoacidos em comprimento, e mais
preferencialmente entre 250-300 aminoacidos em comprimento. Os
residuos de aminoacido N-terminal de LUKE completa representam a
sequéncia de secregao nativa/sinal. Assim, a forma "madura" secreta-
da de LukE é representada por residuos de aminoacido 29-311 em
cada uma das SEQ ID NOs:1-10 e SEQ ID NO:11. Correspondente-
mente, residuos de aminoacido 1-311 em cada uma das SEQ ID
NOs:1-10 e SEQ ID NO:11 sao referenciados como a forma "imatura"

de LukE. Assim, em uma modalidade da presente invencio, os poli-
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peptideos LUKE compreendem residuos de aminoacidos 29-311 da
SEQ ID NO:11. Alternativamente, o polipeptideo LUKE da presente in-
vengao compreende residuos de aminoacidos 48-291, aminoacidos
29-301, ou aminoacidos 48-301 de SEQ ID NO:11. Estes polipeptideos
LukE sao desprovidos de atividade de LukE, mas mantendo a antige-
nicidade. Nestes casos, polipeptideos LUKE apropriados ainda incluem
aqueles polipeptideos compreendendo uma sequéncia de aminoacido
contendo cerca de 70-80% similaridade de sequéncia, preferencial-
mente 80-90% similaridade de sequéncia, mais preferencialmente 90-
95% similaridade de sequéncia, e mais preferencialmente 95-99% si-
milaridade de sequéncia aos residuos de aminoacidos 29-311 da SEQ
ID NO:11, residuos de aminoacidos 48-291 da SEQ ID NO:11, resi-
duos de aminoacidos 29-301 da SEQ ID NO:11, ou residuos de ami-
noacidos 48-301 da SEQ ID NO:11.

[0030] De acordo com este aspecto da invencéao, proteinas LukD
isoladas apropriadas incluem aquelas proteinas derivadas de qualquer
cepa de S. aureus. A sequéncia de aminoacido de proteinas LukD de
varias cepas de S. aureus que sao apropriadas para a composicao da
presente invengado sdo mostradas na Tabela 2 abaixo (ou seja, SEQ ID
Nos: 12-21). SEQ ID NO:22 da Tabela 2 € uma sequéncia consenso
LukD demonstrando o alto nivel de identidade de sequéncia atraveés
das proteinas LukD de varias cepas S. aureus. Assim, em uma moda-
lidade da presente invencdo, a proteina LukD isolada compreende
uma sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:22. Em outra modalida-
de da presente invengao, a proteina LukD isolada compreende uma
sequéncia de aminoacido contendo cerca de 70-80% similaridade de
sequéncia a SEQ ID NO:22, preferencialmente, cerca de 80-90% simi-
laridade de sequéncia a SEQ ID NO:22, e mais preferencialmente 90-
95% similaridade de sequéncia a SEQ ID NO:22, e mais preferencial-
mente cerca de 95-99% similaridade de sequéncia a SEQ ID NO:22.
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[0031] Em outra modalidade da presente invencdo, a composicao
compreende um polipeptideo imunogénico de LukD. Polipeptideos
LukD apropriados sdo cerca de 50 a cerca de 100 aminoacidos em
comprimento. Mais preferencialmente polipeptideos LukD sao entre
cerca de 100-200 aminoacidos em comprimento, mais preferencial-
mente entre cerca de 200-250 aminoacidos em comprimento, e mais
preferencialmente entre 250-300 aminoacidos em comprimento. Os
residuos de aminoacidos N-terminal de LukD completa representam a
sequéncia de secrec¢ao nativa/sinal. Assim, a forma madura secretada
de LukD é representada por residuos de aminoacidos 27-327 em cada
uma das SEQ ID NOs:12-21 e SEQ ID NO:22. Assim, residuos de
aminoacidos 1-327 da SEQ ID NOs:12-21 e SEQ ID NO:22 séao refe-
renciadas como a forma "imatura" de LukD. Assim, em uma modalida-
de da presente invencgao, o polipeptideo LUKE compreende residuos
de aminoacidos 27-327 da SEQ ID NO:22. Alternativamente, o poli-
peptideo LUKE da presente invengdo compreende residuos de amino-
acidos 46-307, 27-312, e 46-312 da SEQ ID NO:22. Este polipeptideo
LukD é desprovido de atividade de LukD, mas mantém antigenicidade.
Em cada um dos casos, polipeptideos apropriados ainda incluem
aqueles polipeptideos compreendendo uma sequéncia de aminoacido
contendo cerca de 70-80% similaridade de sequéncia, preferencial-
mente 80-90% similaridade de sequéncia, mais preferencialmente 90-
95% similaridade de sequéncia, e mais preferencialmente 95-99% si-
milaridade de sequéncia aos residuos de aminoacidos 27-327 da SEQ
ID NO:22, residuos de aminoacidos 46-307 da SEQ ID NO:22, resi-
duos de aminoacidos 27-312 da SEQ ID NO:22, ou residuos de ami-
noacidos 46-312 da SEQ ID NO:22.
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Tabela 1 - Alinhamento de sequéncia LUkE de S. Aureus

Cepa de 3. Aureus

—_—
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e EEREN T RO D TVEDE Y NECEL IVEMOET INGRT SES YVEGSEIELIE 100
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N=1E = EERSTTONY OO TR KXY HECAL TVEMO ST TSR TOF S DG AL 154
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i s ¢ BEASY TRV CE DFVE LR R LA LT VEMG ST TSR TSFSLWEG S SUD LIE 150
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N B b b o R e T e S R
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[0032] Assim, salvo se indicado de modo contrario, ambas as for-
mas madura e imatura de LUKE e LukD nativas, e as sequéncias con-
tendo menos do que 100% de similaridade com LUkE e LukD nativas
(ou seja, sequéncias nativas e analogos parecidos, coletivamente refe-
renciados aqui como "LukE" e "LukD") podem ser usados nos métodos
da presente invengao.

[0033] As proteinas LUKE e LukD e polipeptideos da invencgao po-
dem diferir de polipeptideos nativos designados como SEQ ID NOS:1-
11 e 12-22 respectivamente, em termos de uma ou mais insercdes de
aminoacidos adicionais, substituicdes ou delegdes, por exemplo, um

ou mais residuos de aminoacidos dentro das SEQ ID NOS:1-22 po-
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dem ser substituidos por outro aminoacido de uma polaridade seme-
Ihante, que atuam como um equivalente funcional, em uma alteracéo
silenciosa. Isto quer dizer, a alteracao relativa a sequéncia nativa po-
deria ndo apreciavelmente diminuir as propriedades basicas de LukE
ou LukD nativas. Como dito analogo de LUkKE ou LukD pode ser triado
de acordo com os protocolos revelados aqui (por exemplo, o ensaio de
toxicidade celular e 0 ensaio de lesdo de membrana) para determinar
se este mantém a atividade de LUkE ou LukD nativa. As substituicbes
dentro destes leucocidinas podem ser selecionadas de outros mem-
bros da classe a qual o aminoacido pertence. Por exemplo, aminoaci-
dos néo polares (hidrofébicos) incluem alanina, leucina, isoleucina, va-
lina, prolina, fenilalanina, triptofano e metionina. Aminoacidos neutros
polares incluem glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagini-
na e glutamina. Aminoacidos carregados positivamente (basicos) in-
cluem arginina, lisina e histidina. Aminoacidos carregados negativa-
mente (acidos) incluem acido aspartico e acido glutamico.

[0034] Em outras modalidades, alteragdes n&o corretivas (por
exemplo, uma ou mais substituicdes de aminoacidos, delecdes e/ou
adicbes) podem ser feitas para fins de detoxificagcdo e/ou LukD. Os
LukE e LukD detoxificados podem ser usados nas composicdes de
vacina ativa. Alteragdes moleculares podem ser obtidas por métodos
bem conhecidos na técnica, incluindo extensao de iniciador em um
molde de plasmideo usando moldes em fita simples (Kunkel et al.,
Proc. Acad. Sci., USA 82:488-492 (1985), que esta aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade), moldes de DNA de fita dupla (Pa-
pworth, et al., Strategies 9(3):3-4 (1996), que esta aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade), e clonagem por PCR (Braman, J. (ed.),
IN VITRO MUTAGENESIS PROTOCOLS, 2nd ed. Humana Press, To-
towa, N.J. (2002), que esta aqui incorporado por referéncia em sua

totalidade). Métodos para determinar se uma determinacéo alteracao
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molecular em LUkE e LukD reduz a citotoxicidade de LUKE/D s&o des-
critos aqui.

[0035] Em uma modalidade preferencial da presente invencéo,
uma preparagao altamente purificada de LUkE/LukD é utilizada. Exem-
plos incluem proteinas LUKE e LukD ou polipeptideos purificados das
varias cepas exemplificadas nas tabelas 1 e 2. Os métodos para purifi-
car toxinas LUKE e LukD sado conhecidos na técnica (Gravet et al.,
"Characterization of a Novel Structural Member, LukE-LukD, of the Bi-
Component Staphylococcal Leucotoxins Family," FEBS 436: 202-208
(1998), que esta aqui incorporado por referéncia em sua totalidade).
Como usado aqui, proteina "isolada" ou polipeptideo refere-se a uma
proteina ou polipeptideo que foi separado de outras proteinas, lipideos
e acidos nucleicos com os quais esta naturalmente associado. A pure-
za pode ser medida por qualquer método padrdo apropriado, por
exemplo, por cromatografia em coluna, eletroforese em gel de poliacri-
lamida, de analise de HPLC. Uma proteina isolada ou polipeptideo da
invencao pode ser purificada a partir de uma fonte natural, produzida
por técnicas de DNA recombinante ou por métodos quimicos.

[0036] Em uma modalidade deste aspecto da presente invencao, a
proteina isolada LUkE ou LukD ou polipeptideo da mesma da compo-
sicao esta ligada a uma molécula carreadora imunogénica. Em alguns
casos, a molécula carreadora imunogénica pode ser covalentemente
ou nao covalentemente ligada a proteina ou peptideo imunogénico.
Moléculas carreadoras imunogénicas exemplares incluem, entre ou-
tras, albumina sérica bovina, ovoalbumina de ovo de galinha, hemoci-
anina de keyhole limpet, toxoide tetenico, toxoide diftérico, tiroglobuli-
na, um polissacarideo capsular de pneumococos, CRM 197, e uma
proteina da membrana externa de meningococos.

[0037] Em determinadas modalidades da presente invencdo, a

composicado pode ainda conter um ou mais antigenos adicionais de S.
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aureus. Antigenos apropriados de S. aureus incluem, entre outros, an-
tigeno alfa hemolisina, proteina A, um antigeno polissacarideo de so-
rotipo 336, coagulase, fator de aglutinacéo A, fator de aglutinagdo B,
uma proteina de ligagao a fibronectina, uma proteina de ligagcédo ao fi-
brinogénio, uma proteina de ligagdo ao colageno, uma proteina de li-
gacgao a elastina, uma proteina analoga a MHC, um polissacarideo de
adesao intracelular, beta hemolisina, delta hemolisina, gama hemolisi-
na, leucocidina Panton-Valentine, leucocidina A, leucocidina B, leuco-
cidina M, toxina A esfoliativa, toxina B esfoliative, protease V8, liase
hialuronato, lipase, estafiloquinase, uma enterotoxina, toxina de sin-
drome de choque séptico 1, poli-N-succinil beta-1—6 glucosamina, ca-
talase, beta-lactamase, acido teicoico, peptidoglicano, uma proteina de
ligacdo a penicilina, proteina de inibicdo de quimiotaxia, inibidor de
complemento, Sbi, antigeno tipo 5, antigeno tipo 8, acido lipoteicoico,
e proteinas de superficie microbiana que reconhecem proteinas hos-
pedeiras (por exemplo, determinantes de superficie de ferro, proteinas
de repeticdo de serina-aspartato).

[0038] De acordo com este aspecto da invengdo, a composigao
pode ainda compreender um ou mais adjuvantes. Adjuvantes apropri-
ados s&o conhecidos na técnica e incluem, entre outros, flagelina, ad-
juvante completo ou incompleto de Freund, hidréxido de aluminio, liso-
lecitina, poliois plurénicos, polianions, peptideos, emulsao de dleo, di-
nitrofenol, iscomatriz, e particulas de DNA polication de lipossoma.
[0039] Nas modalidades em que a composicao terapéutica é pre-
tendida par auso como uma vacina ativa, as proteinas LUkE e/ou LukD
ou polipeptideos podem ser alterados de modo a apresentar toxicidade
reduzida. Alteracdes par afins de reducdo de toxicidade de LukE e
LukD incluem tratamento quimico (por exemplo, modificacdo de resi-
duos de aminoacidos especificos como descrito supra) ou conjugag¢ao

a outra fracao (por exemplo, a outro antigeno bacteriano, como um
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polissacarideo bacteriano ou uma glicoproteina bacteriana). Alteragdes
quimicas a outras toxinas de S. aureus para fins de detoxificacdo (ou
reduzir a toxicidade) sdo conhecidos. Métodos para determinar se de-
terminada alterag&o reduz toxicidade de LUkE ou LukD s&o conhecidos
na técnica e/ou descritos aqui.

[0040] As composicoes terapéuticas da presente invencado sao
preparadas por formulagcdo de LUKE e LukD com um carreador farma-
ceuticamente aceitavel e opcionalmente um excipiente farmaceutica-
mente aceitavel. Como usado aqui, os termos "carreador farmaceuti-
camente aceitavel" e "excipiente farmaceuticamente aceitavel" (por
exemplo, aditivos como diluentes, imunoestimulantes, adjuvantes, an-
tioxidantes, preservativos e agentes de solubilizagéo) sdo nao téxicos
a célula ou mamifero sendo exposto a este nas dosagens e concen-
tracbes empregadas. Exemplos de carreadores farmaceuticamente
aceitaveis incluem agua, por exemplo, tamponada com fosfato, citrato
e outro acido orgéanico. Exemplos representativos de excipientes far-
maceuticamente aceitaveis que podem ser Uteis na presente invencao
incluem antioxidantes como acido ascorbico; polipeptideos de baixo
peso molecular (menos do que cerca de 10 residuos); proteinas, como
albumina sérica, gelatina, ou imunoglobulinas; adjuvantes (seleciona-
dos de modo a evitar toxicidade induzida por adjuvante, como [3-
glucano como descrito na patente US 6.355.625, que esta aqui incor-
porada por referéncia em sua totalidade, ou um fator estimulante de
granulécito (GCSF)); polimeros hidrofilicos como polivinilpirrolidona;
aminoacidos como glicina, glutamina, asparagina, arginina ou lisina;
monossacarideos, dissacarideos, e outros carboidratos incluindo gli-
cose, manose ou dextrinas; agentes quelantes como EDTA; alcodis de
agucar como manitol ou sorbitol; contraions formadores de sal como
sodio; e/ou surfactantes nédo idnicos como TWEEN®, polietileno glicol
(PEG), e PLURONICS®.

Peticdo 870200000240, de 02/01/2020, pag. 83/119



22/51

[0041] Composicdes terapéuticas da presente invencado podem ser
preparadas para armazenamento por mistura dos ingredientes ativos
contendo o grau desejado de pureza com o carreador farmaceutica-
mente aceitavel e excipiente opcional e/ou agente ativo adicional, na
forma de formulacdes liofilizadas ou solugdes aquosas.

[0042] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um método
para imunizar contra uma infec¢cao por Staphylococcus aureus em um
sujeito. Este método envolve administrar uma composi¢édo da presente
invencdo, em uma quantidade efetiva para minimizar contra infeccéo
por S. aureus no sujeito. Um sujeito apropriado para tratamento de
acordo com este aspecto da presente invengdo € um sujeito em risco
de desenvolver uma infecgao por S. aureus.

[0043] De acordo com este aspecto da inveng¢ao, uma quantidade
terapeuticamente eficaz da composi¢cao para administracdo a um sujei-
to para imunizar contra infeccao por S. aureus é a quantidade neces-
saria para gerar uma resposta imune humoral (ou seja, mediada por
anticorpo). Preferencialmente, a administragdo de uma quantidade te-
rapeuticamente eficaz da composigcao da presente invencao induz uma
resposta imune neutralizante contra S. aureus no sujeito. Para efetuar
uma resposta imune efetiva em um sujeito, a composi¢céo pode ainda
conter um ou mais antigenos adicionais de S. aureus ou um adjuvante
como descrito supra. Em uma modalidade alternativa deste aspecto da
invencado, o adjuvante é administrado separadamente da composicao
ao sujeito, antes, depois ou concomitante com a administracdo da
composi¢ao da presente invencao.

[0044] Os modos de administragcdo e dosagem terapeuticamente
eficaz relacionadas a este aspecto da invencao séo descritos infra.
[0045] Outro aspecto da presente invencao refere-se a uma com-
posicdo compreendendo quantidade terapeuticamente eficaz de um

anticorpo selecionado do grupo que consiste em um anticorpo Leuco-
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cidina E (LUkE), um anticorpo Leucocidina D (LukD), ou uma combina-
¢do das mesmas, em um carreador farmaceuticamente aceitavel.
[0046] Em uma modalidade deste aspecto da presente invencao, a
composi¢cao compreende um anticorpo LUKE ou fragmento de ligacao
ao antigeno do mesmo. Anti corpos LUKE apropriados incluem aqueles
que reconhecem um ou mais epitopos em uma sequéncia de aminoa-
cido da SEQ ID NO:11. Da mesma forma, em outra modalidade, a
composi¢cdo compreende um anticorpo LukD ou fragmento de ligacao
ao antigeno do mesmo. Anticorpos LukD apropriados reconhecem um
ou mais epitopos em uma sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO:22. Em outra modalidade da invencéo, a composicao compreende
ambos anticorpos LUKE e LukD ou fragmentos de ligagdo ao antigeno
do mesmo. Preferencialmente, a composi¢cao compreende um ou mais
anticorpos LUKE e/ou LukD neutralizantes. Ainda em outra modalidade,
a composicao de anticorpo anti-LukE e/ou anti-LukD é multivalente de
modo que esta também contenha um anticorpo que especificamente
se liga a outro antigeno bacteriano (e que opcionalmente neutraliza
outro antigeno bacteriano). Por exemplo, a composi¢dao pode compre-
ender um ou mais anticorpos que reconhecem um ou mais antigenos
adicionais S. aureus, incluindo, entre outros, um ou mais dos antige-
nos S. aureus descritos supra.

[0047] Para fins da presente invengao, o termo "anticorpo” inclui
anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais, fragmentos de anticor-
po, formas geneticamente modificadas dos anticorpos e combinagdes
dos mesmos. Mais especificamente, o termo "anticorpo," que é usado
de modo intercambiavel com o termo "imunoglobulina," inclui molécu-
las de imunoglobulina completas (ou seja, de ocorréncia natural ou
formadas por processos de recombinag¢ao de fragmento gene de imu-
noglobulina normal) (por exemplo, um anticorpo IgG) e fragmentos

imunologicamente ativos dos mesmos (ou seja, incluindo a parte de
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ligacdo especifica da molécula de imunoglobulina completa), que no-
vamente pode ser de ocorréncia natura ou sintético em natureza. As-
sim, o termo "fragmento de anticorpo” inclui uma parte de um anticorpo
como F(ab')2, F(ab)2, Fab', Fab, Fv, scFv e semelhantes. Independente
da estrutura, um fragmento de anticorpo se liga com 0 mesmo antige-
no que é reconhecido pelo anticorpo completo, e, no contexto da pre-
sente invengao, especificamente se liga ao complexo LukE, LukD, ou
LUkE/D. Métodos para preparar e triar fragmentos de anticorpo séo
bem conhecidos na técnica.

[0048] Na presente invencdo, os anticorpos anti-LUkE tém algum
grau de reatividade cruzada com outras subunidade S de leucocidina
Staphylococcus como HIgC, LukS-PVL, HIgA, LukS-I, LuUkA, e LukM.
Da mesma forma, em algumas modalidades, os anticorpos anti-LukD
da presente invencao podem ter algum grau de reatividade cruzada
com outras subunidades F de leucocidina Staphylococcus como LukF'-
PV, LukF-PV, LukB, LukF-I, e HIgB. Anticorpos anti-LUKE e/ou an-
ti-LukD podem inibir ou reduzir atividade LukE e atividade de LukD,
respectivamente. Em algumas modalidades, os anticorpos anti-LuUkE
e/ou anti-LukD neutralizam (por exemplo, substancialmente eliminam)
atividade LUkE e LukD, respectivamente.

[0049] Anticorpos de ocorréncia natural tipicamente tém duas ca-
deias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas, com cada ca-
deia leve covalentemente ligada a uma cadeia pesada por uma ligagao
dissulfeto intercadeia e varias ligagdes dissulfeto ainda ligadas as duas
cadeias pesadas uma a outra. As cadeias individuais podem dobrar
em dominios contendo tamanhos semelhantes (110-125 aminoacidos)
e estruturas, mas diferentes funcdes. A cadeia leve pode compreender
um dominio variavel (VL) e/ou um dominio constante (CL). A cadeia
pesada pode ainda compreender um dominio variavel (VH) e/ou, de-

pendendo da classe ou isotipo de anticorpo, trés ou quatro dominios
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constantes (CHI, CH2, CH3 e CH4). Em humanos, os isotipos sdo IgA,
IgD, IgE, 1gG, e IgM, com IgA e IgG ainda subdividido em subclasses
ou subtipos (IgA1-2 e IgG1-4).

[0050] Geralmente, os dominios variaveis mostram variabilidade
de sequéncia de aminoacido consideravel de um anticorpo ao seguin-
te, particularmente no local do sitio de ligagdo ao antigeno. Trés regi-
oes, chamadas de regides hiper variaveis determinantes de comple-
mentaridade (CDRs), sdo encontrados em cada um de VL e VH, que
sao suportados por regides menos variaveis chamadas regides estru-
turais variaveis. Os anticorpos inventivos incluem anticorpos monoclo-
nais IgG bem como fragmentos de anticorpo ou formas projetadas. Es-
tes sdo, por exemplo, fragmentos Fv, ou proteinas em que as CDRs
e/ou dominios variaveis dos anticorpos exemplificados sao projetados
como proteinas de ligagao ao antigeno de cadeia simples.

[0051] A porcao de um anticorpo que consiste em dominios VL e
VH é designada como um Fv (fragmento variavel) e constitui o sitio de
ligacdo ao antigeno. Um Fv de cadeia simples (scFv ou SCA) € um
fragmento de anticorpo contendo um dominio VL € um dominio VH em
uma cadeia de polipeptideo, em que o N terminal de um dominioe o C
terminal do outro dominio sdo unidos por um ligante flexivel. Os ligan-
tes de peptideo usados para produzir os anticorpos de cadeia simples
sdo peptideos tipicamente flexiveis, selecionados para garantir que a
dobra tridimensional apropriada do dominio VL e VH ocorre. O ligante
€ geralmente 10 a 50 residuos de aminoacidos, e em alguns casos €
mais curto, por exemplo, cerca de 10 a 30 residuos de aminoacidos,
ou 12 a 30 residuos de aminoacidos, ou ainda 15 a 25 residuos de
aminoacidos. Um exemplo de ditos peptideos ligantes inclui repetigbes
de quatro residuos de glicina seguido por um residuo de serina.

[0052] Anticorpos de cadeia simples sdo desprovidos de alguns ou

todos os dominios constantes dos anticorpos completos dos quais sao
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derivados. Portanto, podem superar alguns dos problemas associados
com o uso de anticorpos completos. Por exemplo, anticorpos de ca-
deia simples tendem a estar livres de certas interagbes indesejadas
entre regides constantes de cadeia pesada e outras moléculas bioldgi-
cas. Além disso, anticorpos de cadeia simples sao consideravelmente
menores do que anticorpos completos e podem ter maior permeabili-
dade do que anticorpos completos, permitindo que anticorpos de ca-
deia simples se localizem e se liguem aos sitios de ligagdo ao antige-
no alvo de modo mais eficientemente. Além disso, o tamanho relati-
vamente pequeno de anticorpo de cadeia simples o torna menos pro-
vavel a provocar uma resposta imune indesejada em um recipiente do
que os anticorpos inteiros.

[0053] Fab (Fragmento, ligagdo ao antigeno) refere-se aos frag-
mentos do anticorpo que consistem em dominios VL, CL, VH, e CH1.
Aqueles gerados apos digestdo por papaina simplesmente sao refe-
renciados como Fab e n&o retém a regido em dobradica de cadeia pe-
sada. Apos a digestao por papaina, varios Fabs retendo a dobradica
de cadeia pesada sédo geradas. Aqueles fragmentos com as ligacbes
dissulfelto intercadeia intactas sdo referenciados como F(ab')2, en-
quanto um Fab' unico resulta quando as liga¢des dissulfeto ndo séo
retidas. Fragmentos F(ab')> tém maior avidez para antigeno que os
fragmentos Fab monovalentes.

[0054] Fc (cristalizacao de fragmento) é a designacao para a parte
ou fragmento de um anticorpo que compreende dominios constantes
de cadeia pesada pareados. Em um anticorpo IgG, por exemplo, o Fc
compreende dominios CH2 e CH3. O Fc de um anticorpo IgA ou um
IgM ainda compreende um dominio CH4. O Fc € associado com liga-
¢ao ao receptor Fc, ativacao de citotoxicidade mediada por comple-
mento e citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Para

anticorpos como IgA e IgM, que sao complexos de varias proteinas
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tipo 1gG, formagao complexa requer dominios constantes Fc.

[0055] Finalmente a regido em dobradica separa as partes Fab e
Fc do anticorpo, fornecendo para mobilidade de Fabs em relagao a
cada outro e em relagdo a Fc, bem como incluindo varias ligacdes dis-
sulfeto para ligacédo covalente das duas cadeias pesadas.

[0056] "Especificidade" de anticorpo refere-se ao reconhecimento
seletivo para um epitopo particular de um antigeno. O termo "epitopo"
inclui qualquer determinante de proteina capaz de ligacao especifica a
uma imunoglobulina ou receptor de célula T ou de outra forma intera-
gindo com uma molécula. Determinantes de epitopo geralmente con-
sistem em agrupamentos de superficie quimicamente ativa de molécu-
las como aminoacidos ou carboidratos ou cadeias laterais de acucar e
geralmente tém caracteristicas estruturais tridimensionais especificas,
bem como caracteristicas de carga especificas. Um epitopo pode ser
"linear" ou "conformacional". Em um epitopo linear, todos os pontos de
interacado entre a proteina e a molécula de interagdo (como um anti-
corpo) ocorrem linearmente o longo da sequéncia de aminoacido pri-
mario da proteina. Em um epitopo conformacional, os pontos de inte-
racao ocorrem através de residuos de aminoacidos na proteina que
sdo separadas de uma outra, ou seja, aminoacidos ndo contiguos jus-
tapostos por dobra terciaria de uma proteina. Epitopos formados de
aminoacidos contiguos sao tipicamente retidos em exposi¢cdo aos sol-
ventes desnaturantes, enquanto que epitopos formados por dobra ter-
ciaria séo tipicamente perdidos no tratamento com solventes desnatu-
rantes. Um epitopo tipicamente inclui pelo menos 3 e mais geralmente,
pelo menos, 5 ou 8-10 aminoacidos em uma unica conformagao espaci-
al. Anticorpos que reconhecem o mesmo epitopo podem ser verificados
em um imunoensaio simples que mostram a capacidade de um anticorpo
em bloquear a ligagao de outro anticorpo a um antigeno alvo.

[0057] Anticorpos monoclonais da presente invencdo podem ser
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murinos, humanos, humanizados ou quiméricos. Um anticorpo huma-
nizado € uma proteina recombinante em que as CDRs de um anticor-
po de uma espécie; por exemplo, um anticorpo de roedor, coelho, cao,
cabra, cavalo ou de galinha (ou qualquer outro anticorpo animal apro-
priado), sdo transferidos em dominios humanos variaveis de cadeia
pesada ou leve. Os dominios constantes da molécula de anticorpo séo
derivados daqueles de um anticorpo humano. Os métodos para prepa-
rar anticorpos humanizados sdao bem conhecidos na técnica. Anticor-
pos quiméricos preferencialmente tém regides constantes derivados
substancialmente ou exclusivamente de regides constantes de anti-
corpo e regides variaveis derivadas substancialmente ou exclusiva-
mente da sequéncia da regido variavel de um mamifero além de um
humano. O processo de quimerizagcdo pode ser feito mais efetivo por
ainda substituindo as regides variaveis - além das regides hiper varia-
veis ou as regides determinantes de complementaridade (CDRs), de
um anticorpo murino (ou outro ndo mamifero ndo humano) com as se-
guéncias humanas correspondentes. As regides variaveis além das
CDRs sao ainda conhecidas como as regides estruturais variaveis
(FRs). Ainda outros anticorpos monoclonais da presente invengao séo
biespecificas, de modo que tém especificidade para ambas LukE e
LukD. Anticorpos biespecificos sao preferencialmente humanos ou
humanizados.

[0058] Os anticorpos descritos acima podem ser obtidos de acordo
com as técnicas padrdes. Por exemplo, LUkE, LukD, ou um fragmento
imunologicamente ativo de LUKE ou LukD podem ser administrados a
um sujeito (por exemplo, um mamifero como um humano ou camun-
dongo). As leucocidinas podem ser usadas por si s6 como imunoge-
nos ou podem ser ligados a uma proteina carreadora ou outros objetos
como esferas de sefarose. Apds o mamifero ter produzido anticorpos,

uma mistura de células produtoras de anticorpos, como esplendcitos,
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sao isolados, dos quais anticorpos policlonais podem ser obtidos. Anti-
corpos monoclonais podem ser produzidos por isolamento de células
produtoras de anticorpos individuais da mistura e imortalizar os mes-
mos por, por exemplo, fusdo dos mesmos com células tumorais, como
células de mieloma. Os hibridomas resultantes sao preservados em
cultura e os anticorpos monoclonais sao coletados do meio de cultura.
[0059] Outro aspecto da presente invencédo € direcionado a um
método de prevenir a infecgdo por S. aureus e/ou condi¢cdes associa-
das a S. aureus em um sujeito. Este método compreende administrar
uma composi¢ao da invengcdo compreendendo um anticorpo selecio-
nado do grupo que consiste em um anticorpo Leucocidina E (LukE),
um anticorpo Leucocidina D (LukD), ou uma combinagdo das mesmas,
em uma quantidade efetiva para prevenir infeccdo por S. aureus e/ou
condicao associada a S. aureus no sujeito.

[0060] De acordo com este aspecto da invencao, condicdes asso-
ciadas a S. aureus incluem, entre outras, feridas e infec¢cdes de pele,
abscessos de tecido, foliculite, osteomielite, pneumonia, sindrome de
pele escalda, septicemia, artrite séptica, miocardite, endocardite, e
sindrome de choque téxico.

[0061] Os modos de administracdo e dosagem terapeuticamente
eficaz relacionadas a este aspecto da invencao sao descritos infra.
[0062] Outro aspecto da presente invencdo € direcionado a um
método para tratar uma infeccéo por S. aureus e/ou condigdes associ-
adas a S. aureus em um sujeito. Este método envolve administrar uma
composi¢ao compreendendo um ou mais inibidores de citotoxicidade
mediada por LUKE/D em uma quantidade efetiva para tratar a infeccéo
por S. aureus e/ou a condi¢cdo associada a S. aureus no sujeito.

[0063] De acordo com este aspecto da invengao, inibidores apro-
priados de citotoxicidade mediada por LUKE/D incluem inibidores de

proteina ou peptideo, inibidores de acido nucleico, ou inibidores de
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molécula pequena.

[0064] Em uma modalidade da invencgao, o inibidor de citotoxicida-
de mediada por LUKE/D é um inibidor LUkE. Inibidores LUkE apropria-
dos incluem anticorpos ou fragmentos de anticorpo que reconhecem
um epitopo em uma sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:11. Em
outra modalidade da invencgéo, o inibidor de citotoxicidade mediada por
LUKE/D é um inibidor LukD. Inibidores de LukD apropriados incluem
anticorpos ou fragmentos de anticorpo que reconhecem um epitopo
em uma sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:22.

[0065] Em outra modalidade deste aspecto da presente invencao,
o inibidor de citotoxicidade mediada por LUkKE/D inibe a interacéo de
LukE e LukD. Inibidores apropriados de acordo com esta modalidade
incluem anticorpos anti-LUKE e/ou LukD que direcionam as regides de
interacdo de LUukE ou LukD. Alternativamente, inibidores apropriados
incluem moléculas pequenas que se ligam as regides de interagdo de
LUkE e/ou LukD. Estas regides de interagdo podem incluir aminoaci-
dos 3-13 da SEQ ID NO:11, aminoacidos 32-47 da SEQ ID NO:11,
aminoacidos 126-139 da SEQ ID NO:11, aminoacidos 151-156 da
SEQ ID NO:11, e aminoacidos 272-283 da SEQ ID NO:11. As regides
de interacdo podem ainda incluir aminoacidos: 3-17 da SEQ ID NO:22,
aminoacidos 33-51 da SEQ ID NO:22, aminoacidos 94-113 da SEQ ID
NO:22, aminoacidos 115-131 da SEQ ID NO:22, e aminoacidos 229-
2741 da SEQ ID NO:22.

[0066] Em outra modalidade deste aspecto da presente invencéo,
o inibidor de citotoxicidade mediada por LUKE/D inibe LUKE/D de se
ligar a membrana plasmatica de leucdcitos. Inibidores apropriados in-
cluem anticorpos ou moléculas pequenas que reconhecem os epitopos
de LUkE e/ou LukD que interagem com a membrana plasmatica de
leucdcitos. As regides de LUKE e LukD que interagem com a membra-

na plasmatica incluem os aminoacidos que contém o dominio rim de
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LukE. Estas regides de aminoacidos incluem aminoacidos LukE 57-75,
da SEQ ID NO:11, aminoacidos 162-198 da SEQ ID NO:11, e aminoa-
cidos 230-273 da SEQ ID NO:11 e aminoacidos LukD 59-75 da SEQ
ID NO:22, aminoacidos 170-220 da SEQ ID NO:22, e aminoacidos
253-268 da SEQ ID NO:22. Assim, anticorpos que reconhecem estes
epitopos de LUkE e/ou LukD sao particularmente apropriados para es-
ta modalidade da invencgao.

[0067] Em outra modalidade deste aspecto da presente invencao,
o inibidor de citotoxicidade mediada por LUKE/D é um agente que pre-
vine formagao de complexo de oligbmero LUKE/D, um agente que blo-
queia formacado de poro mediada por LuUkE/LukD, ou um agente que
bloqueia o poro LUkE/LukD. De acordo com esta modalidade, inibido-
res apropriados do poro mediado por LUkE/LukD incluem ciclodextrina
e compostos relacionados, e qualquer outro inibidor de poro incluir ini-
bidores de proteina ou peptideo, inibidores de acido nucleico, ou inibi-
dores de molécula pequena.

[0068] Ainda em outra modalidade deste aspecto da presente in-
vengao, o inibidor de citotoxicidade mediada por LUKE/D é um agente
que modula a expressao e/ou atividade de um repressor enddégeno ou
ativador de expressao de LUKE/D. Assim, administrar um agente que
induz ou imita a expressdo e ou atividade de repressor de toxinas
("Rot"), que é um repressor de expressao de IukE e lukD, inibe a cito-
toxicidade mediada por LUKE/D em virtude de bloquear a producéo de
toxina. Agentes apropriados que imitam a expressao de Rot e ativida-
de sdo apropriadas para uso nos metodos da presente invencdo sao
revelados na publicacdo de pedido de patente US 2003/0171563 para
McNamara, que esta aqui incorporado por referéncia em sua totalida-
de. Da mesma forma, administrar um agente que inibe a expresséo ou
atividade de SaeRS, que é um ativador da expressao de IukE e IukD,

inibe a mediada por LUKE/D em virtude de bloquear a producao de to-
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xina.

[0069] Para fins deste e outros aspectos da invencéo, o "sujeito"
alvo inclui qualquer animal, preferencialmente um mamifero, mais pre-
ferencialmente um humano. No contexto da administracdo uma com-
posicao da invencao para fins de prevenir uma infeccédo por S. aureus
em um sujeito, o sujeito alvo inclui qualquer sujeito que esta em risco
de ser infectado por S. aureus. Sujeitos particularmente susceptiveis
incluem criangas e jovens, bem como jovens, adultos e idosos imu-
nocomprometidos. No entanto, qualquer crianga, jovem, adulto ou ido-
so ou individuo imunocomprometido em risco para infeccao por S. au-
reus pode ser tratado de acordo com os métodos da presente inven-
cao. No contexto da administragdo uma composi¢cao da invencao para
fins de tratar uma infecgdo por S. aureus em um sujeito, a populagéo
de sujeito alvo inclui qualquer sujeito infectado com S. aureus. Sujeitos
particularmente apropriados incluem aqueles em risco de infecgao ou
aqueles infectados com S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) ou
S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA).

[0070] No contexto do uso de composicdes terapéuticas da pre-
sente invencgéo para prevenir uma infecgdo por S. aureus, vacinagao
ativa ou passiva, a concentracdo de proteinas LUKE e LukD ou poli-
peptideos ou anticorpos anti-LUKE e anti-LukD na composi¢cdo séo
adequadas para obter a prevencéao de infecgao por S. aureus, particu-
larmente a prevencao de S. aureus em populagdes susceptiveis. No
contexto do uso de composicdes terapéuticas para tratar uma infeccao
por S. aureus, as quantidades de anticorpos de anti-LUkE e anti-LukD
ou agentes que inibem a citotoxicidade mediada por LUKE/D s&o capa-
zes de obter uma reducdo em um numero de sintomas, uma redugao
na gravidade de pelo menos um sintoma, ou um retardo na outra pro-
gressao de pelo menos um sintoma ou ainda um alivio total da infec-

cao.
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[0071] Quantidades terapeuticamente eficazs de LukE, LukD, anti-
corpos anti-LUKE e anti-LukD, e agentes que inibem a citotoxicidade
mediada por LUKE/D podem ser determinadas de acordo com proce-
dimentos padrdes, que leva varios fatores em conta, incluindo, por
exemplo, a concentragdes destes agentes ativos na composi¢ao, o
modo e frequéncia de administracdo, a gravidade de infecgédo por S.
aureus a ser tratada (ou prevenida), e detalhes do sujeito como idade,
peso e saude geral e condigao imune. O guia geral pode ser encontra-
do, por exemplo, nas publicacbes de International Conference on
Harmonization e em REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES
(Mack Publishing Company 1990), que esta aqui incorporado por refe-
réncia em sua totalidade. Um médico pode administrar LUKE e LukD
ou anticorpo anti-LUkE e anti-LukD, até uma dosagem ser atingida que
fornece o efeito profilatico desejado ou requerido ou efeito terapéutico.
O progresso desta terapia pode ser facilmente monitorado por ensaios
convencionais.

[0072] As quantidades terapeuticamente eficazs de LukE e LukD
para imunizacao irdo depender se o adjuvante é coadministrado, com
dosagens maiores sendo requeridas na auséncia de adjuvante. A
quantidade de LUkE e LukD para administragdo as vezes varia de 1ug-
500ug por paciente e mais geralmente de 5-500ug por injecéo para
administracdo humana. Ocasionalmente, uma dose maior de 1-2mg
por injecao é usada. Tipicamente cerca de 10, 20, 50 ou 100ug € usa-
do para cada inje¢cdo humana. Preferencialmente, as quantidades de
LukE e LukD sao substancialmente as mesmas. O tempo de injecoes
pode variar significativamente de uma vez ao dia, a uma vez ao ano, a
uma vez a cada década. Geralmente, uma dosagem efetiva pode ser
monitorada obtendo-se uma amostra fluida do sujeito, geralmente uma
amostra sérica, e determinando o titulo do anticorpo desenvolvido con-

tra a proteina LUkE e LukD ou polipeptideo, usando métodos bem co-
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nhecidos na técnica e prontamente adaptaveis ao antigeno especifico
a ser medido. Idealmente, uma amostra € tomada antes da dosagem
inicial e amostras subsequentes sdo tomadas e tituladas apds cada
imunizagdo. Geralmente, uma dose ou cronograma de dosagem que
fornece um titulo detectavel pelo menos quatro vezes maior do que o
controle ou niveis de "fundo" em uma diluicdo sérica de 1:100 é dese-
javel, onde o fundo € definido em relagdo a um soro de controle ou em
relacado ao fundo de uma placa em ensaios de ELISA.

[0073] Quantidade terapeuticamente eficaz das composi¢des de
anticorpo LUKE e LukD tipicamente s&o pelo menos 50 mg de compo-
sicdo por quilograma de peso corporal (mg/kg), incluindo pelo menos
100 mg/kg, pelo menos 150 mg/kg, pelo menos 200 mg/kg, pelo me-
nos 250 mg/kg, pelo menos 500 mg/kg, pelo menos 750 mg/kg e pelo
menos 1000 mg/kg, por dose em uma base diaria. As dosagens para
composi¢des de anticorpo monoclonal podem tender a ser menores,
como cerca de um décimo das composi¢gdes de anticorpo ndo mono-
clonal, como pelo menos cerca de 5 mg/kg, pelo menos cerca de 10
mg/kg, pelo menos cerca de 15 mg/kg, pelo menos cerca de 20 mg/kg,
ou pelo menos cerca de 25 mg/kg. Em alguns métodos, dois ou mais
anticorpos monoclonais com diferentes especificidades de ligagdo sao
administrados simultaneamente, em cujo caso a dosagem de cada an-
ticorpo administrado cai dentro das faixas indicadas. O anticorpo € ge-
ralmente administrado em varias ocasides. Os intervalos entre dosa-
gens simples podem ser semanais, mensais ou anuais. Os intervalos
podem ainda ser irregulares como indicado medindo-se 0s niveis san-
guineos de anticorpo no sujeito. Alternativamente, anticorpo pode ser
administrado como uma formulagdo de liberagdo sustentada, em cujo
caso a administracdo menos frequente é requerida. A dosagem e fre-
quéncia variam dependendo das meias-vidas do anticorpo no sujeito.

Em geral, anticorpos humanos mostram a maior meia-vida, seguido
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por anticorpos humanizados, anticorpos quiméricos e anticorpos nao
humanos. A dosagem e frequéncia de administracdo podem variar de-
pendendo de se o tratamento é profilatico ou terapéutico. Em aplica-
cOes profilaticas, uma dosagem relativamente baixa € administrada em
intervalos relativamente infrequentes por um periodo de tempo longo.
Em aplicagdes terapéuticas, uma dosagem relativamente alta em in-
tervalos relativamente curtos €, algumas vezes requerida até a pro-
gressao da doenca ser reduzida ou terminada, e preferencialmente até
o sujeito mostrar melhora parcial ou completa de sintomas da doenca.

[0074] As composicdes terapéuticas da presente invencao podem
ser administradas como parte de uma terapia de combinagdo em con-
junto com outro agente ativo, dependendo da natureza da infecgao por
S. aureus que esta sendo tratada. Ditos agentes ativos adicionais in-
cluem agentes anti-infecciosos, agentes antibioticos e agentes antimi-
crobianos. Agentes anti-infecciosos representativos que podem ser
uteis na presente invengéao incluem vancomicina e lisostafina. Agentes
antibidticos representativos e agentes antimicrobianos que podem ser
uteis na presente invencgao incluem penicilinas resistentes a penicili-
nase, cefalosporinas e carbapenems, incluindo vancomicina, lisostafi-
na, penicilina G, ampicilina, oxacilina, nafcilina, cloxacilina, dicloxacili-
na, cefalotina, cefazolina, cefalexina, cefradina, cefamandol, cefoxitina,
imipenem, meropenem, gentamicina, teicoplanina, lincomicina e clin-
damicina. As dosagens destes antibiéticos sdo bem conhecidas na
técnica. Ver, por exemplo, MERCK MANUAL OF DIAGNOSIS AND
THERAPY, Section 13, Ch. 157, 100" Ed. (Beers & Berkow, eds.,
2004), que esta aqui incorporado por referéncia em sua totalidade. Os
agentes anti-inflamataorios, anti-infecciosos, antibiéticos e/ou antimicro-
bianos podem ser combinados antes da administracdo ou administra-
dos concomitantemente (como parte da mesma composi¢do ou por

meio de uma composicao diferente) ou sequencialmente com a com-
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posicao terapéutica inventiva da presente invencao. Em certas modali-
dades, a administracao € repetida. O sujeito pode ser uma crianga,
jovem, adulto ou idoso. O sujeito pode ainda ser uma crianga, jovem,
adulto ou idoso imunocomprometido.

[0075] As composicdes terapéuticas da presente invencao podem
ser administradas em uma dose Unica, ou de acordo com um protocolo
de multi-dosagem. Por exemplo, doses relativamente baixas de com-
posicao terapéutica sdo administradas, como uma ou duas doses. Nas
modalidades que incluem terapia antibiotica convencional, que geral-
mente envolve varias doses por um periodo de dias ou semanas, 0s
antibidticos podem ser tomados uma, duas ou trés ou mais vezes dia-
riamente por um periodo de tempo, como por pelo menos 5 dias, 10
dias ou ainda 14 ou mais dias, enquanto a composicao do anticorpo é
geralmente administrada uma vez ou duas vezes. No entanto, as dife-
rentes dosagens, tempo de dosagens e quantidades realtivas de com-
posicao terapéutica e antibioticos podem ser selecionados e ajustados
por um especialista na técnica.

[0076] As composic¢des para a presente invencado pode ser admi-
nistradas por meio parenteral, topico, intravenoso, oral, subcutaneo,
intraperitoneal, intranasal ou intramuscular para tratamento profilatico
e/ou terapéutico. A via de administragao mais tipica é subcutanea em-
bora outras possam ser igualmente efetivas. A seguinte mais comum é
a injecao intramuscular. Este tipo de injecdo € mais tipicamente reali-
zado nos musculos do brago ou perna. As injegdes intravenosas bem
como inje¢cdes intraperitoneais, intra-arteriais, intracraniais, ou intra-
dérmicas s&o ainda efetivas na geragdo de uma resposta imune.
[0077] Os agentes farmacéuticos da presente invengao podem ser
formulados para administragao parenteral. As solugbes ou suspensdes
do agente podem ser preparadas em agua apropriadamente misturada

com um surfactante como hidroxipropilcelulose. As dispersdes podem
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ainda ser preparadas em glicerol, polietilenoglicois liquidos, e misturas
dos mesmos em odleos. Oleos ilustrativos sdo aqueles de origem de
petroleo, animal, vegetal ou sintéticos, por exemplo, 6leo de amen-
doim, oleo de soja ou 6leo mineral. Em geral, agua, salina, dextrose
aquosa e solugao de agucar relacionada e glicois, como propileno gli-
col ou polietileno glicol, sado carreadores liquidos preferenciais, particu-
larmente para solugdes injetaveis. Em condi¢gbes ordinarias de arma-
zenamento e uso, estas preparagcdes contém um preservativo para
prevenir o crescimento de micro-organismos.

[0078] Formulagbes farmacéuticas apropriadas para uso injetavel
incluem solugdes ou dispersdes aquosas estéreis e pos estéreis para
a preparagao extemporanea de solugdes ou dispersodes injetaveis es-
téreis. Em todos os casos, a forma deve ser estéril e deve ser fluida a
extensdo que exista facil seringabilidade. Deve ser estavel nas condi-
cbes de fabricacdo e armazenamento e deve ser preservado contra a
acao de contaminagado de micro-organismos, como bactérias e fungos.
O carreador pode ser um solvente ou meio de dispersdo contendo, por
exemplo, agua, etanol, poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol, e
polietileno glicol liquido), e misturas apropriadas dos mesmos e 0leos
vegetais.

[0079] Quando é desejavel liberar os agentes farmacéuticos da
presente invencgao sistemicamente, podem ser formulados para admi-
nistracao parenteral por injecdo, por exemplo, por inje¢ado em bolus ou
infusdo continua. As formulagdes para injegdo podem ser apresenta-
das sob a forma de dosagem unitaria, por exemplo, em ampolas ou
em recipientes de multiplas doses, com um conservante adicionado.
As composicdes podem tomar formas como suspensdes, solucdes ou
emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos, e podem conter agentes
de formulagdo como agentes de suspensao, estabilizagcdo e/ou disper-

sao.

Peticéo 870200000240, de 02/01/2020, pag. 99/119



38/51

[0080] Administragao intraperitoneal ou intratecal dos agentes da
presente invencdo podem ainda ser obtidas usando dispositivos de
bomba de infusdo como aquelas descritas por Medtronic, Northridge,
CA. Ditos dispositivos permitem infusdo continua de compostos dese-
jados evitando varias inje¢des e varias manipulagdes.

[0081] Além das formulagdes descritas anteriormente, os agentes
podem ainda ser formulados como uma preparacédo em depdsito. Ditas
formulagbdes de acdo longa podem ser formuladas com materiais poli-
meéricos ou hidrofobicos apropriados (por exemplo, como uma emulsio
em um oOleo aceitavel) ou resinas de troca ibnica, ou como derivados
moderadamente soluveis, por exemplo, como um sal moderadamente
soluvel.

[0082] Outro aspecto da presente invencao refere-se a um método
para prever a gravidade de infecgao por S. aureus. Este método en-
volve cultivar S. aureus obtido de um sujeito infectado via uma amostra
de fluido ou tecido do sujeito e quantificar a expressao de LUkE e/ou
LukD no S. aureus cultivado. As quantidades quantificadas de LukE
e/ou LukD na amostra do sujeito sdo comparadas a quantidade de
LukE e/ou LukD em uma amostra controle que produz pouca ou quan-
tidades indetectaveis de LUKE e/ou LukD e a gravidade da infecgéo por
S. aureus é prevista baseado em dita comparacao.

[0083] Outro aspecto da presente invengao refere-se a um método
para tratar um sujeito com infecgao por S. aureus. Este método envol-
ve cultivar S. aureus obtido de um sujeito infectado via uma amostra
de fluido ou tecido do sujeito e quantificar a expressdo de LUkE e/ou
LukD no S. aureus cultivado. As quantidades quantificadas de LukE
e/ou LukD na amostra do sujeito sdo comparadas a quantidade de
LukE e/ou LukD em uma amostra controle que produz pouca ou quan-
tidades indetectaveis de LUKE e/ou LukD e um tratamento apropriado

para o sujeito € determinado baseado nesta comparagdo. O método
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ainda envolve administrar o tratamento apropriado determinado ao su-
jeito para tratar a infec¢ao por S. aureus.

[0084] De acordo com estes aspectos da invencdo, quantificar a
expressao de LUkKE e LukD na amostra do sujeito envolve medir o nivel
de expressao de mRNA de LUkE e/ou LukD ou produgao de proteina.
Os métodos para quantificar mMRNA e niveis de expressao de proteina
em uma amostra sdo bem conhecidos na técnica. Um nivel aumentado
de expressao de mRNA de LukE e/ou LukD ou produgéo de proteina
na amostra do sujeito comparado a amostra controle indica ou prevé
qgue o sujeito tem ou tera uma infec¢do mais grave por S. aureus. Da
mesma forma, um nivel aumentado de expressdao de mRNA de LukE
e/ou LukD ou producado de proteina na amostra do sujeito indica que
um tratamento apropriado para o sujeito contendo a infecgdo envolve
um ou mais agentes que inibem a citotoxicidade mediada por LUkE/D .
Agentes apropriados para inibir a citotoxicidade de LUkE/D sao revela-
dos acima.

[0085] Outro aspecto da presente invengao refere-se a um método
para identificar inibidores de citotoxicidade de LukE/D. Este método
envolve fornecer uma populacao de células, uma preparacao contendo
LUkE/D, e um inibidor de LUKE/D candidato. A populacédo de célula é
exposta a preparacdo contendo LUKE e LukD na presenca e auséncia
do inibidor candidato, e citotoxicidade mediada por LUKE/D é medida
na presencga e na auséncia do inibidor candidato. A quantidade medida
de citotoxicidade na presenca e na auséncia do inibidor candidato é
comparada e um inibidor de citotoxicidade de LukE/D é identificado
baseado nesta comparacao.

[0086] De acordo com este aspecto da invencgao, anticorpos anti-
LukE e anti-LukD, e fragmentos dos mesmos, bem como outras fra-
¢cOes terapéuticas potenciais (por exemplo, moléculas organicas pe-

guenas) podem ser triadas para avaliar suas capacidades em inibir a
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citotoxicidade mediada por LUKE/D . Como descrito abaixo, varios mé-
todos foram desenhados para identificar agentes que inibem algum
aspecto da cascata de eventos que leva a citotoxicidade mediada por
LUkE/D e lise de leucécitos humanos. Os meétodos s&o ainda dese-
nhados para identificar formas alteradas de LUkE e LukD que possuem
toxicidade reduzida em relacido as suas contrapartes nativas. Os even-
tos direcionados que sdo parte da cascata incluem, por exemplo, a li-
gagao de LUkE e/ou LukD as membranas plasmaticas de leucécitos,
interacdo entre LUKE e LukD (oligomerizacdo de LukE/D), e bloqueio
de poro de membrana formado pelo oligbmero LUKE/D. Os formatos de
ensaio geralmente requerem leucdcitos humanos (ou porcao de liga-
¢do a membrana LUkE ou LukD do mesmo), meio de cultura apropria-
do, e LUkE e LukD purificado.

[0087] Um especialista na técnica aprecia que os seguintes proto-
colos sao meramente ilustrativos e que varios parametros operacionais
como condigdes de reagao, escolha de marcador detectavel e equi-
pamentos (por exemplo, instrumentagcdo para detecgcdo e quantifica-
¢cao) podem ser variados como considerados apropriados.

[0088] Os seguintes métodos sdo geralmente direcionados para
identificar agentes que inibem citotoxicidade de LUkE/D, sem necessa-
riamente revelar o evento exato na cascata ser afetada.

[0089] Para identificar inibidores de citotoxicidade LUkE/D, leucécitos
humanos (por exemplo, THP-1) podem ser plaqueados em placas de 384
pocos escuras de fundo claro tratadas com cultura de tecido (Corning) a
5 x 103 células/pogo em um volume final de 50 pl de RPMI (Gibco) su-
plementado com 10% de soro bovino fetal inativado por calor (FBS).
As células podem entdo ser contatadas/misturadas/reagidas/tratadas
com o composto/molécula (~5 ul/diferentes concentracbes) e entao
intoxicada com LukE e LukD, que em modalidades preferenciais séo

substancialmente purificadas (5 yl de uma solugéo ~0,01-5 uM), prefe-
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rencialmente adicionados juntos, em condi¢gdes de cultura para permitir
intoxicacao dos leucocitos por LUKE e LukD, por exemplo, por 1 hora a
37°C, 5% CO2. Como controles, as células podem ser tratadas com
meio de cultura (100% viavel) e com 0,1% v/v Triton X100 (100% de
morte).

[0090] Nestas modalidades, as células tratadas como descrito
acima podem ent&o ser incubadas com um corante para monitorar a
viabilidade celular como CellTiter (Promega) (que permite a determi-
nacao de viabilidade celular via absorbancia medindo-se o numero de
células viaveis em um cultura por quantificacdo da atividade metabdli-
ca das células) e incubadas por um periodo de tempo adicional (por
exemplo, cerca de 2 horas a 37°C, 5% CO3). A viabilidade célula pode
entdo ser determinada medindo-se a reagao colorimétrica a 492nm
usando um leitor de placa, Envision 2103 Multi-label Reader (Perkin-
Elmer). O percentual de células viaveis pode ser calculado como
usando-se a seguinte equagéao: % Viabilidade = 100 x [(Absg2Amostra -
AbagoTritonX) / (Absg2Meio de cultura de tecido). Um aumento na viabi-
lidade 100% sugere a inibigao de citotoxicidade mediada por LUKE/D.
[0091] Uma variacdo deste ensaio é referenciada como um ensaio
de dano de membrana. Nestas modalidades, as células tratadas como
descrito acima (por exemplo, até e incluindo tratamento das células
com composto/molécula teste e entdo intoxicando as células com
LukE e LukD purificadas), podem entéo ser incubadas com um corante
fluorescente impermeavel a célula como SYTOX verde (0,1 pM; Invi-
trogen) (de acordo com as instrugcbdes do fabricante) e incubadas, por
exemplo, por mais 15 minutos adicionais em temperatura ambiente no
escuro. Fluorescéncia, como um indicador de dano de membrana, pode
entdo ser medido usando um leitor de placa como Envision 2103 Multila-
bel Reader (Perkin-Elmer) em excitacdo 485nm, emissao 535nm. Uma

reducao em fluorescéncia sugere inibigao de citotoxicidade de LuUkE/D.
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[0092] Em outra variacdo deste ensaio, as células tratadas como
descrito acima (por exemplo, até e incluindo tratamento das células
com o composto teste e entdo intoxicando as células com LukE e
LukD purificadas), podem entdo ser incubadas com um marcador de
lise de célula e incubadas por um periodo de tempo adicional em tem-
peratura ambiente no escuro. O marcador de lise celular € medido, e
uma reducao no nivel de lise celular na presen¢ca do composto indica
inibigdo de citotoxicidade de LUkE/D.

[0093] Juntos estes ensaios irdo facilitar a identificacdo de com-
postos que inibem ou reduzem os efeitos citotoxicos de LUkE/D para
as células de leucacitos.

[0094] Métodos adicionais podem ser usados, independentemente
ou em conjunto com os métodos descritos acima, particularmente se
0os métodos acima relevam atividade inibitéria, que ira permitir que um
especialista na técnica determine mais precisamente qual evento na
cascata bioquimica estd sendo afetado ou direcionado pelo agente.
Estes eventos incluem ligacdo de LUKE e/ou LukD as membranas de
leucécitos, ligacado de LUKE a LukD (oligomerizagdo LUkE/D), e blo-
queio do poro de membrana formado pelos oligdmeros LUkE/D.

[0095] Outro aspecto da presente invencdo € direcionado a um
método para identificar inibidores de ligacdo de LukE, LukD e/ou
LUkE/D. Este método envolve fornecer uma populacdo de leucécitos
ou outras células alvo, uma preparagao contendo um LukE, LukD, ou
LUkE/D detectavelmente marcado, e um inibidos candidato. A popula-
cao de célula é exposta a preparagcdo contendo o LUKE e LukD ou
LukE/D detectavelmente marcado na presenca e auséncia do inibidor
candidato, e ligagdo de LukE e/ou LukD ou LukE/D marcado a popula-
¢ao de leucdcito € medida na presenga e auséncia do inibidor candida-
to. A quantidade medida de ligagdo de LukE, LukD, ou LUKE/D na pre-

senca e na auséncia do inibidor candidato € comparada e um inibidor
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de ligacdo de LukE, LukD, ou LUKE/D ao leucdcito é identificada com
base nesta comparacéo.

[0096] Para triar inibidores que bloqueiam ou reduzem ligagao de
LukE, LukD ou LUKE/D as células alvo, que € a primeira etapa no pro-
cesso de intoxicacao, leucdcitos humanos (por exemplo, células THP-
1) podem ser plagueados em placas de 384 pogos de fundo plano tra-
tadas com cultura de tecido (Corning) a 2,5 x 10° células/pogo em um
volume final de 50 pl de RPMI (Gibco) suplementado com 10% de soro
bovino fetal inativado (FBS). As células podem ent&o ser tratadas com
o composto/molécula teste (~5 pl/diferentes concentragbes) e incuba-
das com LukE, LukD e/ou LUkE/D purificados, fluorescentemente mar-
cados (por exemplo, FITC, Cy3, Cy5, APC, PE) 5 yl de uma solugao
~0,01-5 solution por 1 hora a 4°C, 5% CO.. Para avaliar a eficacia dos
compostos/moléculas testados, a fluorescéncia associada a célula po-
de ser medida como um indicador de ligacdo de LukE, LukD, ou
LUkE/D as células, por exemplo, usando um sistema de geragéo de
imagem microscoépica de fluorescéncia automatizado para triagem em
alto teor e andlise de alto teor (por exemplo, Cellomics ArrayScan HCS
Reader (Thermo Scientific) (excitagdo 485nm, emissao 535nm)). De
acordo com este aspecto da invengdo, uma redugao em ligacao de
LukE, LukD, ou LUKE/D ao leucécito na presencga do inibidor candidato
comparada a sua auséncia identifica um inibidor de ligacao.

[0097] Para triar inibidores que bloqueiam ou reduzem a interacéo
de LukE/LukD, que € a segunda etapa no processo de intoxicagao,
leucdcitos humanos (por exemplo, células THP-1) podem ser plaquea-
dos em placas de 384 pocos de fundo plano tratadas com cultura de te-
cido (Corning) a 2,5 x 103 células/pogo em um volume final de 50 ul de
RPMI (Gibco) complementado com 10% de soro bovino fetal inativado
por calor (FBS). As células podem entdo ser tratadas com o compos-

to/molécula teste e entdo intoxicadas com uma mistura de LukE e
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LukD purificadas onde LukD é fluorescentemente marcada com uma
molécula fluorescente como FITC, Cy3, Cy5, APC, e PE, e deixadas
em repouso para completar o processo de intoxicagao (por exemplo,
por 1 hora a 37°C, 5% CO.). Para avaliar a eficacia dos compos-
tos/moléculas testados, fluorescéncia de LukD-FITC associada a célu-
la pode ser medida como um indicador de interagdo de LukE/LukD-
FITC, usando, por exemplo, um sistema de imagem microscopica de
fluorescéncia automatizado desenhado para triagem de alto teor e
analise de alto teor (por exemplo, a Cellomics ArrayScan HCS Reader
(Thermo Scientific) (Excitagdo 485nm, Emissdo 535nm). Experimentos
semelhantes poderiam ser realizados usando LUkE fluorescentemente
marcada em vez de LukD.

[0098] Outro aspecto da presente invencéao refere-se a um método
para identificar inibidores de formagédo de poro mediada por LUkE/D.
Este método envolve fornecer uma populacdo de leucocitos, uma pre-
paracao contendo LUKE e LukD, e um inibidor candidato. A populacéo
de leucdcito é exposta a preparacao contendo LUKE e LukD na pre-
senca e auséncia do inibidor candidato, e a formag¢ao do poro na popu-
lacdo de leucécito € medida na presenca e auséncia do inibidor candi-
dato. A quantidade medida de formagao de poro na presenca € na au-
séncia do inibidor candidato é comparada e um inibidor de formacao
de poro mediada por LUKE/D é identificada baseado naquela compara-
cao.

[0099] Para triar inibidores que bloqueiam ou inibem a formacéao
de poro LUKE/D, a molécula efetora que leva a lise de célula, leucdci-
tos humanos (por exemplo, células THP-1) podem ser plaqueadas em
uma placa de 384 pocos escura de fundo claro tratada com cultura de
tecido (Corning) a 2,5 x 103 células/pogo em um volume final de 50
de RPMI (Gibco) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativa-

do por calor (FBS). As células podem entao ser tratadas com o com-
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posto/molécula teste (~5 pl contendo diferentes concentragdes) e en-
tdo intoxicadas com LukE e LukD ou LukE/D purificadas (~0,01-5 uM)
por 15 minutos a 37°C, 5% CO.. Como controles, as células podem
ser tratadas com meio de cultura (controle negativo) e com 0,1% v/v
TritonX100 (controle positivo).

[00100] Para diretamente avaliar os poros LUKE/D na superficie de
células hospedeiras, um ensaio de influxo de brometo de etidio (EB)
podem ser usadas. EB é um corante catidbnico pequeno que é imper-
meavel as ceélulas hospedeiras saudaveis. Na formacdo de poros ca-
tibnicos por LUKE/D, EB entra nas células e se liga a DNA, que resulta
em fluorescéncia. A célula tratada deste modo pode entéo ser incuba-
da com EB (5 yM) por mais 5 minutos em temperatura ambiente no
escuro. Para avaliar a eficacia dos compostos/moléculas testados na
inibicdo de formacéao de poro por LUKE/D a fluorescéncia pode ser me-
dida como um indicador de formacéo de poro usando um leitor de pla-
ca como Envision 2103 Multilabel Reader (Perkin-Elmer) em Excitagéo
530nm, Emissao 590nm. Este ensaio ira facilitar a identificagcédo de mo-
léculas que podem bloquear ou inibir o poro por LUKE/D, que ira aliviar
a toxicidade mediada por LUkE/D.

[00101] Para diretamente avaliar os poros LUKE/D na superficie de
células hospedeiras, um ensaio de influxo de brometo de etidio (EB)
podem ser usadas. EB é um corante catidbnico pequeno que é imper-
meavel em células hospedeiras saudaveis. Na formacao de poros ca-
tidbnicos por LUKE/D, EB entra nas células e se liga a DNA, que resulta
em fluorescéncia (ver, por exemplo, Figura 5E). As células tradas com
um agente que gera a formagéo de poro por LUKE/D podem entdo ser
incubadas com EB (5 uM) por mais 5 minutos em temperatura ambien-
te no escuro. Para avaliar a eficacia dos compostos/moléculas testa-
dos na inibicdo de formacéo de poro por LUKE/D a fluorescéncia pode

ser medida como um indicador de formacgao de poro usando um leitor
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de placa como Envision 2103 Multilabel Reader (Perkin-Elmer) em Ex-
citacdo 530nm, Emissao 590nm. Este ensaio ira facilitar a identificagcao
de moléculas que podem bloquear ou inibir o poro por LUKE/D, que ira
aliviar a toxicidade mediada por LUkE/D.

[00102] Os compostos candidatos utilizados nestes ensaios descri-
tos aqui podem ser essencialmente qualquer composto ou composicao
suspeito de serem capazes de afetar as fungdes ou interagdes biologi-
cas. O composto ou composicdo pode ser parte de uma biblioteca de
compostos ou composicdes. Alternativamente, o composto ou compo-
sicdes podem ser desenhados especificamente para interagir ou inter-
ferir com a atividade biolégica de LukE, LukD, ou LUKE/D da presente
invencao.

EXEMPLOS

[00103] Os seguintes exemplos sao fornecidos para ilustrar as mo-
dalidades da presente invencédo, mas nao pretendem limitar seu esco-
po.

Exemplo 1 - Inativagdo de rot melhora a viruléncia de uma cepa de S.
aureus desprovida de agr.

[00104] Em estudos recentes foi demonstrado que cepa mutante de
S. aureus que € desprovida de regulador master conhecido como o
regulador do gene acessorio ("Agr") e o repressor de fator de transcri-
cao de toxinas ("Rot") (ou seja, Aag Arrot) apresenta viruléncia melho-
rada em um modelo murino de infeccao sistémica comparada ao mu-
tante Aagr altamente atenuado. Enquanto um mutante de delecao uni-
ca Aagr é altamente atenuado para viruléncia como medido por sobre-
vida ao longo do tempo apds a infecgao, um mutante duplo dagr Arot
apresenta caracteristicas de viruléncia semelhantes a da cepa parental
(WT Newman) (Figura 1A). Foi especulado que a viruléncia aumenta-
da observada na mutante dupla dagr Arot poderia ser devido a expres-

sdo aumentada de leucotoxinas de S. aureus conforme acredita-se
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que estas toxinas sao reguladas em um modo dependente de Agr-Rot.
De fato, analise de imunoblot das toxinas produzidas por S. aureus
tipo selvagem, cepas mutantes Aagr, e Aagr Arot confirmaram a hipo-
tese conforme o numero de toxinas foram restabelecidas aos niveis de
WT em uma mutante dupla Aagr Arot (Figura 1B). Surpreendentemen-
te, foi observado que LUKE/D é altamente super produzida pela cepa
Aagr Arot comparados as outras toxinas (Figura 1B). Estes dados de-
monstram que a repressao de fatores de viruléncia importantes por
Rot é critico para o potencial de viruléncia ideal em S. aureus e que a
leucotoxina LUKE/D é pesadamente reprimida em um modo dependen-
te de Rot, mais do que outras leucotoxinas.

Exemplo 2 - LUKE/D contribui para a viruléncia aumentada apresenta-
da por uma cepa de S. aureus desprovida de rot

[00105] Os resultados descritos nas Figuras 1A-1B indicaram que a
inativacdo rot em uma cepa agr* poderia ainda resultar em viruléncia
aumentada, possivelmente em um modo dependente de LuUkE/D. Co-
mo com a mutante dupla Aagr Arot (Figura 1A), foi observado que uma
mutante de delecédo simples Arot ainda resultou em viruléncia aumen-
tada em um modelo murino de infec¢cdo sistémica, como evidenciado
pela reducdo em sobrevida percentual de animais infectados com Arot
comparado aos infectados com WT (Figura 2A). Observagbes mais
precoces demonstraram que Rot € possivelmente um repressor princi-
pal de leucotoxina LUKE/D. Para confirmar estes achados no contexto
da mutante de delecao unica Arot, imunoblot foram realizados. Estes
experimentos revelaram que de fato LUKE/D é altamente produzido na
auséncia de rot, contrario a LukAB, y-hemolisina (HIgC), ou a-toxina
(Hla; Figura 2B). Estes achados ainda reforca a hipétese que LUKE/D é
o principal fator reprimido por Rot responsavel pelo aumento na viru-
Iéncia de uma mutante Arot e que LUKE/D poderia desempenhar um

papel significativo na patogénese in vivo de S. aureus. Para determinar
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se a super producao de LUkE/D foi responsavel pelo fendétipo patogé-
nico melhorado de Arot, uma mutante dupla Arot AIukE/D foi construi-
da e sua viruléncia em um modelo de camundongo de infec¢ao foi
avaliada. A mutante dupla Arot AlukE/D foi significativamente compro-
metida para viruléncia como evidenciado pela redug¢ao surpreendente
em mortalidade comparada a ambos WT bem como mutante Arot (Fi-
gura 2C). Estes resultados demonstram que LUkE/D € um fator princi-
pal reprimido por Rot que é critico para a hiperviruléncia associada
com uma mutante Arot e que LUKE/D pode ser um contribuinte princi-
pal para a doenga em geral. Estes dados ainda indicam que as drogas
que aumenta a repressao mediada por Rot de genes alvos ira reduzir
patogénese S. aureus.

Exemplo 3 - Rot reprime a expressao de LUKE/D por ligagao direta ao
promotor de LUkE/D

[00106] Para ainda avaliar a influéncia de Rot em expresséo do ge-
ne IuKE/D, fusbes transcricionais de regidao promotora de lukE/D a um
gene que codifica para a proteina fluorescente verde (GFP) foram
construidos e a fluorescéncia foi medida ao longo do tempo em caldo
de cultura usando cepas WT, Aagr, Arot, e Aagr Arot. Como suspeito, a
expressao do gene de IUKE/D foi aumentada acima que o WT em ce-
pas desprovidas de Rot, enquanto cepas expressando grandes quan-
tidades de Rot (mutantes Aagr apresentam niveis aumentados de Rot)
foram reduzidos na expressdo. Para avaliar se a repressao de IukE/D
por Rot é direta, a capacidade de Rot em se ligar ao promotor lukE/D
foi avaliada usando uma estratégia de promotor pull-down. Os lisados
totais bacterianos foram incubados com DNA promotor /ukE/D ou liga-
cao de DNA intergénico nao especifico as esferas magnéticas. Imuno-
blot de proteinas ligadas demonstrou que Rot de fato se liga ao promo-
tor IukE/D de um modo especifico (Figura 3B). Estes resultados impli-

cam que Rot € um repressor direto de expressao de gene IUKE/D. As
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alteragdes nos niveis de Rot poderia, assim, substancialmente aumen-
tar ou reduzir a producdo de LUKE/D e por consequéncia modular a
viruléncia potencial de S. aureus.

Exemplo 4 - LUkE/D Significativamente Contribui para a patogénese de
S. aureus

[00107] Nao somente uma mutacao de delecido dupla Arot AlukE/D
elimina a hiperviruléncia associada com uma deleg&o rot, ainda subs-
tancialmente reduz a viruléncia geral (comparado sobrevida de WT
com a sobrevida de Arot AlukE/D Figura 3B). Para testar se LukE/D
desempenha um papel principal na patogénese de infecgédo por septi-
cemia de S. aureus, um mutante AIuKE/D na cepa Newman foi constru-
ido (Figuras 4A e 4B) e o impacto de delec&o IukE/D isolado na viru-
Iéncia foi avaliado. A sobrevida ao longo do tempo drasticamente au-
mentada para camundongos infectados com 107 ou 108 CFU de mu-
tante AlukE/D comparado ao tipo selvagem. Todos os camundongos tipo
selvagem sucumbiram & infecgdo em 250 horas na dose 107 (Figura 4C)
e em 100 horas na dose 108 (Figura 4D). Em ambos os casos, no entan-
to, quase 100% dos camundongos infectados com mutante AIukE/D
sobreviveram até pelo menos 300 horas apds a infeccédo, um fendtipo
que é totalmente complementado com a cepa AIUKE/D::plukE/D (Figu-
ras 4B e 4C). Além disso, a carga bacteriana ao rim é reduzida em 10
vezes comparado ao tipo selvagem ou cepas complementadas (Figura
4E) e formagao de abscesso € significativamente reduzida (Figura 4F).
Estes resultados mostram que LUKE/D é de fato um fator de viruléncia
infeccado sistémica por S. aureus. Assim, LUKE/D é um novo alvo de
atracdo para o desenvolvimento de novas terapias para conter a infec-
cao por S. aureus.

Exemplo 5 - LUKE/D direciona e mata leucocitos

[00108] Para determinar o mecanismo de acao potencial de LuUkE/D,

proteinas LUKE e LukD recombinantes de E. coli foram expressas e puri-
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ficadas. Para testar a toxicidade potencial destas proteinas, células
tipo mondcitos humanos (THP-1s) e células de leucemia promielociti-
cas humanas (HL60s) foram incubadas com diferentes concentragbes
de subunidades individuais (ou seja, LUKE ou LukD) ou uma mistura de
LukE+LukD (LukE/D). As células foram intoxicadas com uma dose
resposta de LUkE isolado, LukD isolado, ou LUKE/D e apds 1 hora de
intoxicacao CellTiter foi adicionado para medir o percentual de células
viaveis apos a intoxicagdo. A linhagem celular tipo monécitos huma-
nos, THP-1, foi unicamente sensivel a intoxicagdo com ambas subuni-
dades da toxina juntas, mas nao subunidades individuais. A poténcia
da toxina na direcdo das células foi dependente da dose e estritamen-
te requereu a presengca de ambas as subunidades (Figura 5A). Em
contraste, HL60s nao foram afetadas por subunidade isolada ou incu-
badas juntas (Figura 5B). Além das linhagens celulares, a atividade de
LUkE/D para PMNs primarias humanas e murinas foi ainda avaliada.
As células foram intoxicadas com uma dose resposta de LukE isolado,
LukD isolado, ou LUKE/D e ap6s 1 hora de intoxicacao CellTiter foi adi-
cionado para medir o percentual de células viaveis apos a intoxicacao.
LUukE/D, mas ndo LukE ou LukD foi marcadamente citotdéxico para
PMNs de humanos e de camundongos (Figura 5C).

[00109] Para avaliar o mecanismo pelo qual LukE/D é téxico a THP-
1s, as células foram intoxicadas na presenca de brometo de etidio, um
pequeno corante catidbnico que é normalmente impermeavel as mem-
branas da célula hospedeira, mas pode ganhar acesso a célula atra-
vés do poro da toxina. Na adicdo de ambas subunidades de toxina,
brometo de etidio foi rapidamente tomado nas células como refletido
por um aumento na fluorescéncia realtiva comparada aos controles
nao intoxicados PMN-HL6E0s intoxicados (Figuras 5D e 5E). Estes ex-
perimentos demonstram que quando juntos, LUKE e LukD apresentam

citotoxicidade para tipo de célula imune humana especifica, mas nao
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outras, destacando a especificidade da toxina.

Exemplo 6 - Anticorpos contra LUKE potencialmente neutralizaram cito-
toxicidade de LukE/D

[00110] Para determinar se os anticorpos policlonais elevados con-
tra LUKE sado capazes de neutralizar a citotoxicidade de LukE/D, um
ensaio de neutralizacdo foi realizado. A incubagdo de LUKE/D com an-
ticorpos anti-LUKE purificados potencialmente inibiu a citotoxicidade
mediada por LUKE/D para células THP-1 como medido por CellTiter
(Figura 6A). Como mostrado nas Figuras 5A-5E, LUKE/D parece exer-
cer sua atividade toxica formando poros permeaveis na membrana
plasmatica de células alvo. Para ganhar insight no mecanismo pelo
qual anti-LUkE neutraliza citotoxicidade de LUkE/D, a formacéo de po-
ros por LUKE/D em células intoxicadas com LUkKE/D na presenca de
anticorpos anti-LUkE purificados foi monitorada. Foi observado que a
formacéao de poro LUkE/D foi potencialmente inibida por anticorpo anti-
LukE (Figura 6B). Estes dados demonstram que a imunizagdo com
LukE gera anticorpos neutralizantes anti-LukE, sugerindo que anticor-
pos especificos para LUKE poderiam ser uma nova terapéutica para
combater a infeccéo por S. aureus.

[00111] Embora a invencéao tenha sido descrita em detalhes para a
finalidade de ilustracao, é entendido que ditos detalhes s&o unicamen-
te para essa finalidade e variacbes podem ser realizadas na mesma
pelos especialistas na técnica sem se afastar do espirito e escopo da

invencgao que € definido pelas seguintes reivindicagdes.
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REIVINDICAGOES

1. Composigao para imunizacdo de um individuo contra
uma infecgdo por Staphylococcus aureus, caracterizada pelo fato de
que compreende

(i) um fragmento de um polipeptideo imunogénico Leu-
cocidina E (LukE) de SEQ ID NO: 11 isolado, em que o referido frag-
mento de LUkE possui de 50-200 aminoacidos de comprimento,

(i) um fragmento de um polipeptideo imunogénico Leu-
cocidina D (LukD) de SEQ ID NO:22 isolado, em que o referido frag-
mento de LukD possui de 50-200 aminoacidos de comprimento, ou

(iii) uma combinagcdo uma combinagao de (i) e (ii); em
que o fragmento de polipeptideo LUKE e/ou LukD isolado esta presente
na composicdo em uma quantidade eficaz para gerar uma resposta
imune contra S. aureus em um individuo.

2. Composicao, de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zada pelo fato de que o polipeptideo isolado da composicao esta liga-
do a uma molécula transportadora imunogénica.

3. Composicéo, de acordo com a reivindicagao 2, caracteri-
zada pelo fato de que a molécula transportadora imunogénica é cova-
lentemente ou ndo covalentemente ligada ao polipeptideo isolado.

4. Composicao, de acordo com a reivindicagao 2, caracteri-
zada pelo fato de que a molécula transportadora imunogénica é sele-
cionada dentre o grupo consistindo em albumina de soro bovino, oval-
bumina de ovo de galinha, hemocianina de keyhole limpet, toxoide te-
tanico, toxoides de difteria, tiroglobulina, um polissacarideo capsular
pneumococico, CRM 197 e uma proteina de membrana externa me-
ningocdcica.

5. Composicéo, de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda um ou mais antigenos de S.

aureus adicionais selecionados dentre o grupo consistindo em um an-
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tigeno de alfa hemolisina, proteina A, um antigeno de polissacarideo
sorotipo 336, coagulase, fator aglutinante A, fator aglutinante B, uma
proteina de ligagao a fibronectina, uma proteina de ligagao a fibrinogé-
nio, uma proteina de ligacdo a colageno, uma proteina de ligacéo a
elastina, uma proteina analoga de MHC, uma adeséo intracelular de
polissacarideo, beta hemolisina, delta hemolisina, gama hemolisina,
leucocidina de Panton-Valentine, leucocidina A, leucocidina B, leucoci-
dina M, toxina esfoliativa A, toxina esfoliativa B, protease V8, hialuro-
natoliase, lipase, estafilocinase, uma enterotoxina, toxina da sindrome
de choque téxico 1, poli-N-succinil beta-I—6 glicosamina, catalase, be-
ta-lactamase, acido teicoico, peptidoglicano, uma proteina de ligagcao a
penicilina, proteina de inibicdo de quimiotaxia, inibidor de complemen-
to, Sbi, antigeno Tipo 5, antigeno Tipo 8, acido lipoteicoico e molécu-
las hospedeiras reconhecendo componentes de superficie microbiana.

6. Composigao, de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zada pelo fato de que compreende ainda um adjuvante.

7. Composicao, de acordo com a reivindicacao 6, caracteri-
zada pelo fato de que o adjuvante é selecionado dentre o grupo con-
sistindo em flagelina, adjuvante completo de Freund, adjuvante incom-
pleto de Freund, hidroxido de aluminio, lisolecitina, polioisplurénicos,
polidnions, peptideos, emulsao de 6leo, dinitrofenol, iscomatriz e parti-

culas de DNA de polication de lipossoma.

8. Composicao, de acordo com a reivindicacéo 1, caracteri-
zada pelo fato de que o polipeptideo LUkE isolado tem 50-100 resi-

duos de aminoacidos de comprimento.

9. Composicéo, de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zada pelo fato de que o polipeptideo LukD isolado tem 50-100 resi-

duos de aminoacidos de comprimento.

10. Composic¢édo, de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
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rizada pelo fato de que o polipeptideo LUkE isolado tem 100-200 resi-

duos de aminoacidos de comprimento.

11. Composic¢ao, de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
rizada pelo fato de que o polipeptideo LukD isolado tem 100-200 resi-
duos de aminoacidos de comprimento.

12. Uso de uma composi¢cdo, como definida na reivindica-
cao 1, caracterizado pelo fato de que é para a preparagcao de um me-
dicamento para imunizar contra uma infecgao por Staphylococcus au-
reus.

13. Uso, de acordo com a reivindicacao 12, caracterizado
pelo fato de que a composicdo compreende ainda um ou mais antige-
nos de S. aureus adicionais selecionados dentre o grupo consistindo
em um antigeno de alfa hemolisina, proteina A, um antigeno de polis-
sacarideo sorotipo 336, coagulase, fator aglutinante A, fator aglutinan-
te B, uma proteina de ligagéo a fibronectina, uma proteina de ligagéo a
fibrinogénio, uma proteina de ligagdo a colageno, uma proteina de li-
gacgao a elastina, uma proteina analoga de MHC, uma adesao intrace-
lular de polissacarideo, beta hemolisina, delta hemolisina, gama hemo-
lisina, leucocidina de Panton-Valentine, leucocidina A, leucocidina B,
leucocidina M, toxina esfoliativa A, toxina esfoliativa B, protease V8,
hialuronatoliase, lipase, estafilocinase, uma enterotoxina, toxina da
sindrome de choque toxico 1, poli-N-succinil beta-l—6 glicosamina,
catalase, beta-lactamase, acido teicoico, peptidoglicano, uma proteina
de ligacao a penicilina, proteina de inibicado de quimiotaxia, inibidor de
complemento, Sbi, antigeno Tipo 5, antigeno Tipo 8, acido lipoteicoico
e moléculas hospedeiras reconhecendo componentes de superficie
microbiana.

14. Uso, de acordo com a reivindicacao 12, caracterizado
pelo fato de que a composi¢cdo compreende ainda um adjuvante.

15. Uso de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
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pelo fato de que um adjuvante € para ser administrado ao individuo
antes, depois ou em simultdneo com a administragdo da composi¢ao
como definida na reivindicagao 1.

16. Uso de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que a administragcdo da composigao induz uma resposta
de anticorpos neutralizante contra S. aureus no individuo.

17. Uso de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que a infeccdo por S. aureus é uma infeccédo por S. au-
reus resistente a meticilina (MRSA) ou uma infeccao por S. aureus
sensivel a meticilina (MSSA).

18. Uso de acordo com a reivindicagcdo 12, caracterizado
pelo fato de que o medicamento é para ser administrado de forma oral,
por inalacdo, por instilacdo intranasal, topica, transdérmica, parenteral,
subcutanea, por injecao intravenosa, por inje¢ao intra-arterial, por inje-
cao intramuscular, intraplural, intraperitoneal ou por aplicacdo a uma
membrana de mucosa.

19. Uso de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que o medicamento é para ser administrado de maneira
repetida.

20. Uso de acordo com reivindicagao 12, caracterizado pelo
fato de que o individuo é um bebé, jovem, adulto ou adulto idoso.

21. Uso de acordo com a reivindicacao 12, caracterizado
pelo fato de que o individuo € um jovem, um adulto ou um adulto idoso

imunocomprometido.
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