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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOSIGAO
DE CONJUGADO DE POLISSACARIDEO-PROTEINA PNEUMOCOCICO
MULTIVALENTE".

CAMPO DA INVENCAO
A presente invengéo refere-se de modo geral ao campo da me-

dicina, e especificamente a microbiologia, imunologia, vacinas e a prevengao
de infecgado por um patdégeno bacteriano por imunizagao.
ANTECEDENTES DA INVENCAQO

Streptococcus pneumoniae € uma causa importante de meningi-

te, pneumonia, e doenga invasiva grave em bebés e criangas pequenas em
todo o mundo. As vacinas multivalentes de polissacarideos pneumococicos
tém sido licenciadas por muitos anos e se comprovaram valiosas para pre-
venir doenga pneumocoécica em adultos idosos e pacientes de alto risco. No
entanto, bebés e criangas pequenas respondem pobremente a maioria dos
polissacarideos pneumocécicos. A vacina de conjugado pneumococico hep-
ta-valente (7vPnC, Prevnar®) foi a primeira deste tipo que se demonstrou
ser altamente imunogénica e eficaz contra doenga invasiva e otite média em
bebés e criangas pequenas. Esta vacina é atualmente aprovada em muitos
paises em todo o mundo. Prevnar contém os polissacarideos capsulares dos
sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, cada conjugado a uma proteina de
veiculo designado CRM,g7. Prevnar cobre cerca de 80 a 90%, 60 a 80%, e
40 a 80% das doencgas pneumococicas invasivas (IPD) nos Estados Unidos,
na Europa, e em outras regides do mundo, respectivamente [1,2]. Dados de
vigilancia obtidos nos anos seguintes a introdugao de Prevnar demonstraram
claramente uma redugdo da doenga pneumocdcica invasiva em bebés nos
Estados Unidos conforme esperado (figura 1) [3,4].

A vigilancia de doencas pneumocécicas invasivas conduzida em
bebés nos Estados Unidos antes da introdugdo de Prevnar demonstrou que
uma porgao significativa de doencga devida aos sorogrupos 6 e 19 foi devida
aos sorotipos 6A (aproximadamente um tergo) e 19A (aproximadamente um
quarto) [5,6]. A vigilancia de doengas pneumocécicas invasivas conduzida

nos Estados Unidos depois do licenciamento de Prevnar sugere que uma
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grande carga de doenca ainda € atribuivel aos sorotipos 6A e 19A (figura 1)
[3]. Além disso, estes dois sorotipos sdo responsaveis pela maioria dos ca-
sos de doenga invasiva do que os sorotipos 1, 3, 5, e 7F combinados (8,2 vs.
3,3 casos/ 100.000 criangas de 2 anos € menos). Além disso, os sorotipos
B6A e 19A estdo associados com altas taxas de resisténcia a antibi6tico (figu-
ra 2) [7,8,9]. Apesar de ser possivel que a protegdo cruzada contra o soro-
grupo venha a resultar em um declinio da doenga pelo sorotipo 6A e 19A a
medida que mais criangas sdo imunizadas, ha evidéncia sugerindo que ha-
vera um limite para o declinio, e uma significativa carga de doenga devida a
estes sorotipos permanecera (vide abaixo).

Dada a relativa carga e a importancia de doenga pneumocécica
invasiva devida aos sorotipos 1, 3, 5, 6A, 7F, e 19A, a adigcdo destes soroti-
pos a formulagdo de Prevnar aumentaria a cobertura para doencga invasiva
até >90% nos Estados Unidos e Europa, e tdo elevada quanto 70% a 80%
na Asia e na América Latina. Esta vacina expandiria significativamente a co-
bertura além da vacina Prevnar, e proporcionaria cobertura para 6A e 19A
gue nao é dependente das limitagdes de protegdo cruzada do sorogrupo.
SUMARIO DA INVENCAO

Por conseguinte, a presente invencdo proporciona geralmente

uma composi¢do imunogénica multivalente compreendendo 13 conjugados de
polissacarideo-proteina distintos, em que cada um dos conjugados contém um
capsular polissacarideo de um sorotipo diferente de Streptococcus pneumoniae
conjugado a uma proteina de veiculo, junto com um veiculo fisiologicamente
aceitavel. Opcionalmente, um adjuvante, tal como um adjuvante a base de
aluminio, € incluido na formulagido. Mais especificamente, a presente inven-
¢do proporciona uma composi¢do de conjugado pneumococico 13-valente
(13vPnC) compreendendo os sete sorotipos na vacina 7vPnC (4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F e 23F) mais seis sorotipos adicionais (1, 3, 5, 6A, 7F e 19A).

A presente invencao também proporciona uma composi¢ao imu-
nogénica multivalente, em que os polissacarideos capsulares sado dos soro-
tipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F de Streptococcus

pneumoniae e a proteina de veiculo € CRMygy.
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A presente invengdo proporciona adicionalmente uma composi-
¢do imunogénica multivalente, em que os polissacarideos capsulares s&o
dos sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19A, 19F e 23F de Strepto-
coccus pneumoniae, a proteina de veiculo € CRMg7, € 0 adjuvante € um
adjuvante a base de aluminio, tal como fosfato de aluminio, sulfato de alu-
minio e hidréxido de aluminio. Em uma modalidade particular da invengao, o
adjuvante é fosfato de aluminio.

A presente invengdo também proporciona uma composigao imu-
nogénica multivalente, compreendendo conjugados de polissacarideo-
proteina junto com um veiculo fisiologicamente aceitavel, em que cada um
dos conjugados compreende um polissacarideo capsular de um sorotipo di-
ferente de Streptococcus pneumoniae conjugado a uma proteina de veiculo,
e os polissacarideos capsulares sdo preparados a partir do sorotipo 3 e no
minimo um sorotipo adicional.

Em uma modalidade desta composigao imunogénica muitivalen-
te, o sorotipo adicional é selecionado entre o grupo consistindo dos sorotipos
1, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, e 23F. Em outra modalidade, a
proteina de veiculo € CRMig7. Em ainda outra modalidade, a composigao
compreende um adjuvante, tal como um adjuvante a base de aluminio sele-
cionado entre fosfato de aluminio, sulfato de aluminio e hidréoxido de alumi-
nio. Em uma modalidade particular, o adjuvante é fosfato de aluminio.

A presente inveng¢ao também proporciona uma composi¢éo imu-
nogénica multivalente, compreendendo conjugados de polissacarideo-
proteina junto com um veiculo fisiologicamente aceitdvel, em que cada um
dos conjugados compreende um polissacarideo capsular de um sorotipo di-
ferente de Streptococcus pneumoniae conjugado a uma proteina de veiculo,
e os polissacarideos capsulares sao preparados a partir dos sorotipos 4, 6B,
aV, 14, 18C, 19F, 23F e no minimo um sorotipo adicional.

Em uma modalidade desta composi¢cdo imunogénica mulitivalen-
te, o sorotipo adicional é selecionado entre o grupo consistindo em sorotipos
1, 3, 5, 6A, 7F, e 19A. Em outra modalidade, a proteina de veiculo € CRMyg7.

Em ainda outra modalidade, a composicdo compreende um adjuvante, tal
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como um adjuvante a base de aluminio selecionado entre fosfato de alumi-
nio, sulfato de aluminio e hidréxido de aluminio. Em uma modalidade particu-
lar, o adjuvante € fosfato de aluminio.

A presente invengdo também proporciona um método para indu-
zir uma reagao imune para um conjugado de polissacarideo capsular de S-
treptococcus pneumoniae, compreendendo administrar a um humano uma
quantidade imunologicamente eficaz de quaisquer das composi¢des imuno-
génicas descritas.

A presente invengao proporciona adicionalmente que quaisquer
das composigoes imunogénicas administradas € uma unica dose de 0,5 mL
formulada para conter: 2 ug de cada sacarideo, exceto por 6B a 4 ug; apro-
ximadamente 29 ug CRM;g7 proteina de veiculo; 0,125 mg de adjuvante de
aluminio elemental (0,5 mg de fosfato de aluminio); e tamp&o de cloreto de
sodio e succinato de sédio como excipientes.

Também sdo proporcionados métodos para produzir um conju-
gado imunogénico compreendendo polissacarideo de Streptococcus pneu-
moniae sorotipo 19A (Pn 19A) encadeado de modo covalente a uma protei-
na de veiculo. Em uma modalidade, o método compreende (i) reagir polissa-
carideo sorotipo 19A purificado com um agente oxidante resultando em um
polissacarideo sorotipo 19A ativado; (ii) combinar o polissacarideo sorotipo
19A ativado com uma proteina de veiculo; (iii) coliofilizar o o polissacarideo
sorotipo 19A ativado combinado e proteina de veiculo; (iv) ressuspender o
polissacarideo sorotipo 19A ativado combinado e proteina de veiculo em
dimetil sulfoxido (DMSO); (v) reagir o polissacarideo sorotipo 19A ativado
combinado e proteina de veiculo com um agente redutor resultando em um
conjugado de polissacarideo sorotipo 19A : proteina de veiculo; e (vi) rema-
tar aldeidos nao reagidos no conjugado de polissacarideo sorotipo 19A : pro-
teina de veiculo resultando em um conjugado imunogénico compreendendo
polissacarideo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 19A encadeado de
modo covalente a uma proteina de veiculo.

Em uma modalidade adicional, o método para produzir um con-

jugado imunogénico compreendendo polissacarideo de Streptococcus
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pneumoniae sorotipo 19A encadeado de modo covalente a uma proteina de
veiculo compreende (i) reagir polissacarideo sorotipo 19A purificado com
periodato de sédio resultando em um polissacarideo sorotipo 19A ativado;
(ii) ajustar o pH do polissacarideo sorotipo 19A ativado para 6,5 + 0,2; (iii)
combinar o polissacarideo sorotipo 19A ativado com sucrose; (iv) combinar o
polissacarideo sorotipo 19A ativado com uma proteina de veiculo CRM;g;
em uma proporgao de 0,8:1; (v) coliofilizar o polissacarideo sorotipo 19A ati-
vado combinado e proteina de veiculo; (vi) ressuspender o polissacarideo
sorotipo 19A ativado combinado e proteina de veiculo em DMSOQO; (vii) reagir
o polissacarideo sorotipo 19A ativado combinado e proteina de veiculo com
cianoborideto de sdédio resultando em um conjugado de polissacarideo soro-
tipo 19A : proteina de veiculo; e (viii) rematar aldeidos nao reagidos no con-
jugado de polissacarideo sorotipo 19A : proteina de veiculo com borideto de
sddio resultando em um conjugado imunogénico compreendendo polissaca-
rideo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 19A encadeado de modo cova-
lente a uma proteina de veiculo.

Também sédo proporcionados métodos para produzir um conju-
gado imunogénico compreendendo um polissacarideo de Streptococcus
pneumoniae encadeado de modo covalente a uma proteina de veiculo no
qual o polissacarideo compreende uma ligacdo fosfodiéster entre unidades
de repeticdo. Em uma modalidade, o método compreende (i) reagir o polis-
sacarideo com um agente oxidante resultando em um polissacarideo ativa-
do; (ii) combinar o polissacarideo ativado com uma proteina de veiculo; (iii)
coliofilizar o polissacarideo ativado e proteina de veiculo combinados; (iv)
ressuspender o polissacarideo ativado e proteina de veiculo combinados em
DMSO; (v) reagir o polissacarideo ativado e proteina de veiculo combinados
com um agente redutor resultando em um conjugado de polissacarideo : pro-
teina de veiculo; e (vi) rematar aldeidos nao reagidos no conjugado de polis-
sacarideo : proteina de veiculo resultando em um conjugado de imunogénico
compreendendo polissacarideo de Streptococcus pneumoniae encadeado
de modo covalente a uma proteina de veiculo. Em modalidades adicionais

de semelhantes métodos, o polissacarideo compreendendo uma ligagao fos-
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fodiéster entre unidades de repeticdo € polissacarideo de Streptococcus
pneumoniae sorotipo 19A, 19F, 6A, ou 6B. Em uma modalidade adicional, a
proteina de veiculo € CRMyg7.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 representa as alteragdes na taxa de doengas pneu-

mocaocicas invasivas por sorotipo em criangas dos Estados Unidos <2 anos
de idade a partir da linha basal (1998/1999) até 2001.

A figura 2 representa a distribuigao de isolados pneumocdécicos
com resisténcia a penicilina (PCN) em criangas <5 anos de idade (1998).

A figura 3 representa as curvas de distribuicdo cumulativa reversa
(RCDC) de resultados de OPA pos-terceira dose da prova de D118-P16 Prevnar.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Inclusdo dos Sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F de Prevnar

Dados de vigilancia de doengas pneumocécicas invasivas entre

1995 e 1998 estimaram que os sete sorotipos Prevnar foram responsaveis
por cerca de 82% das doengas pneumocdcicas invasivas em criangas <2
anos de idade [5]. No Norte da Califérnia, o local da prova de eficacia, os
sorotipos da Prevnar sdo responsaveis por 90% de todos os casos de doen-
cas pneumocdcicas invasivas IPD em bebés e criangas pequenas [10]. Des-
de a introdugdo da vacina Prevnar em 2000, houve uma significativa redugao
nas taxas globais de doengas pneumocécicas invasivas devido a uma redu-
cdo na doenga devida aos sorotipos da vacina [3,4]. Portanto, ndo ha justifi-
cativa no momento para remover quaisquer dos sorotipos de Prevnar da
proxima geragao de vacinas de conjugados pneumocdcicos mas sim de adi-
cionar sorotipos para obter cobertura mais ampla.

Inclusdo dos Sorotipos 1, 3, 5e 7F

Nos Estados Unidos, a taxa de doengas pneumocdcicas invasi-

vas causadas pelo sorotipo 1 em criancas abaixo da idade de 5 anos € <2%,
cerca da mesma que para cada um dos tipos 3 e 7F [1,6]. Os sorotipos 1 e 5
sao responsaveis por taxas maiores de IPD em populagbes dos Estados U-
nidos em alto risco para doenga pneumocdcica invasiva. Especificamente, o

sorotipo 1 causa 3,5% das doencas pneumocdcicas invasivas em criancas
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nativas do Alasca <2 anos de idade, e 18% em criangas de 2 a 4 anos de
idade [11]. Tanto o sorotipo 1 quanto o sorotipo 5 causam significativamente
doenga em outras partes do mundo e em populagdes indigenas em paises
desenvolvidos [12,13,14].

O sorotipo 1 também pode ser associado com doenga mais gra-
ve comparada com outros sorotipos pneumocécicos [15]. Esta observagao
se baseia na diferenga nas taxas de identificagdo de caso entre os Estados
Unidos e a Europa, e a diferenga associada na pratica médica. Globalmente,
a incidéncia de doengas pneumocdcicas invasivas € menor na Europa do
que nos Estados Unidos. No entanto, a percentagem de doengas pneumo-
cocicas invasivas causados pelo sorotipo 1 na Europa é desproporcional-
mente maior do que nos Estados Unidos (6 a 7%, vs. 1 a 2%, respectiva-
mente). Na Europa, sdo obtidas culturas de sangue predominantemente de
criangas hospitalizadas. Nos Estados Unidos, é pratica da rotina médica ob-
ter culturas de sangue em um ambiente ambulatorial de criangas apresen-
tando fever >39°C e contagens de leucdcitos elevadas. Dada a diferenca na
pratica médica, postulou-se que a menor percentagem de doengas causadas
pelo sorotipo 1 nos Estados Unidos pode ser diluida pelas maiores taxas de
outros sorotipos causando doencga mais branda, ao passo que a maior per-
centagem na Europa reflete doenga mais grave. Além disso, estudos de se-
roepidemiologia de criangas com complicagdes de pneumonia demonstram
que o sorotipo 1 € representado desproporcionalmente [16,17,18]. Isto suge-
re que a inclusdo do sorotipo 1 pode reduzir a quantidade de doenga pneu-
mococica grave bem como contribuir para uma redugdo total na doenga
pneumocodcica invasiva.

A adicao dos sorotipos 3 e 7F aumenta a cobertura contra doen-
¢a pneumocodcica invasiva na maioria das areas do mundo por aproximada-
mente 3% a 7%, e na Asia em torno de 9%. Portanto, uma vacina 11-valente
cobriria 50% na Asia e em torno de 80% das doengas pneumocdcicas inva-
sivas em todas as outras regides [1,2]. Estes sorotipos também s&do impor-
tantes com respeito a cobertura contra otite média [19]. Em um estudo muilti-

nacional de sorotipos pneumocdcicos causando otite média, Hausdorff et al.
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descobriram que o sorotipo 3 é o 8% isolado mais comum do fluido do ouvido
médio global [20]. O sorotipo 3 é responsavel por até 8,7% dos sorotipos
pneumococicos associados com a otite média. Portanto, a importancia dos
tipos 3 e 7F na otite média, bem como em doengas pneumococicas invasi-
vas, garante sua inclusdo em uma vacina de conjugado pneumocaocico.

No entanto, tentativas de produzir uma vacina de conjugado
pneumocdcico multivalente que apresente imunogenicidade significativa com
respeito aos polissacarideos do sorotipo 3 ndo tém tido éxito. Por exemplo,
em um estudo da imunogenicidade e seguranga de uma vacina de conjuga-
do pneumocoécico de proteina D 11-valente (11-Pn-PD), ndo foi observado
efeito de iniciador para o sorotipo 3 em bebés que tinham recebido trés do-
ses da vacina seguidas por uma dose de reforgo ou da mesma vacina ou de
uma vacina de polissacarideos pneumocécicos (Nurkka et al. (2004) Ped.
Inf. Dis. J., 23: 1008-1014). Em outro estudo, resuitados da prova opsonofa-
gocitica (OPA) de bebés que tinham recebido doses de 11-Pn-PD n&o apre-
sentaram reagdes de anticorpos para o sorotipo 3 em niveis comparaveis a
outros sorotipos testados (Gatchalian et al., 17™ Annual Meeting of the Eur.
Soc. Paed. Inf. Dis. (ESPID), Poster N2 4, P1A Poster Session 1, Istambul
Turquia, Mar. 27, 2001). Em ainda outro estudo, o qual avaliou a eficacia de
uma 11-Pn-PD na prevencado de otite média aguda, a vacina n&o proporcionou
protecdo contra episodios causados pelo sorotipo 3 (Prymula et al. (2006) Lan-
cet, 367: 740-748). Por conseguinte, uma vacina de conjugado pneumococico
compreendendo polissacarideos capsulares do sorotipo 3 e capaz de provocar
uma resposta imunogénica para polissacarideos do sorotipo 3 proporciona um
aprimoramento significativo em relagdo ao estado da técnico existente.

Inclusé@o dos Sorotipos 6A e 19A

a. Epidemiologia dos Sorotipos 6A e 19A

Dados de vigiléncia na literatura sugerem que os sorotipos 6A e
19A sdo responsaveis por mais doenga pneumococica invasiva nos Estados
Unidos em criangas <2 anos de idade do que os sorotipos 1, 3, 5, e 7F com-
binados (figura 1) [1,5]. Além disso, estes sorotipos sdo comumente associados

com resisténcia a antibidtico (figura 2) e tém um papel importante na otite media



10

15

20

25

30

[6,19,20]. A capacidade da vacina Prevnar corrente para proteger contra doen-
¢a devido a 6A e 19A n3o esta clara. O fundamento loégico para inclusdo dos
componentes 6A e 19A em uma vacina 13vPnC é discutido abaixo.
b. Respostas a 6A e 19A Induzidas pelos Polissacarideos 6B e 19F

As vacinas de polissacarideos pneumocécicos ndo conjugados

licenciadas (para uso em pessoas com no minimo dois anos de idade) conti-
nham polissacarideo capsular 6A ou 6B mas nao ambos [21]. Dados da i-
munogenicidade gerada por ocasido da formulagdo da vacina de polissaca-
rideos pneumocodcicos 23-valente demonstraram que uma vacina 6B mono-
valente induziu anticorpo tanto para as capsulas 6A quanto 6B. Os dados de
varios experimentos avaliando respostas de IgG e de prova opsonofagocitica
(OPA) em uma variedade de populagdes com vacinas de polissacarideo livre
e com conjugados pneumococicos sugeriram que reagoes de IgG para 6A
sao induzidas por antigenos 6B, mas as reagdes sdo geraimente menores, e
a atividade da OPA com organismos 6A ¢é diferente de com organismos 6B
[22,23,24,25]. Além disso, sujeitos respondendo com anticorpo 6B elevado
podem ter pouca ou nenhuma atividade contra 6A.

Em contraste com a composigcdo quimica dos polissacarideos
capsulares 6A e 6B onde existe um alto grau de similaridade, as capsulas
19A e 19F sao bastante diferentes devido a presenga de duas cadeias late-
rais adicionais no polissacarideo 19A. Nao de modo surpreendente, reagdes
imunes medidas em voluntarios humanos imunizados com vacina de polis-
sacarideo 19F mostraram que foram induzidas reacdes a 19F em 80% dos
sujeitos, mas somene 20% dos sujeitos tiveram uma reagéo a 19A [26]. Do
mesmo modo também foram documentados baixos niveis de reagdes a OPA
e IgG reativas cruzadas para o sorotipo 19A depois de imunizagéo com o
polissacarideo 19F em experimentos com vacinas de conjugado [24,26].

Foram gerados dados internos sobre reacgdes reativas cruzadas
de OPA para 6A e 19A a partir do experimento de bridging 7vPnC (D118-
P16) conduzido nos Estados Unidos em bebés (figura 3). Estes estudos es-
tdo consistentes nos achados de outros, e demonstram indugao de anticorpo

funcional reativo cruzado para polissacarideo 6A depois de imunizacido com



10

15

20

25

30

10

polissacarideo 6B, embora em um nivel menor, e muito pouco anticorpo fun-
cional para 19A depois de imunizagdo com 19F.
Impacto de Imunizacdo contra 6B e 19F sobre 6A e 19A em Modelos Animais

Modelos animais foram usados para avaliar o potencial para pro-
tegdo cruzada com imunizagdo contra polissacarideos. Em um modelo de
otite média desenvolvida por Giebink et al., chinchilas foram imunizados com
uma vacina de conjugado tetravalente de proteina da membrana externa
(OMP) de polissacarideos (contendo os sacarideos 6B, 14, 19F, 23F) ou
placebo [27]. Nesta prova pareceu haver alguma protecéo cruzada para 6A;
no entanto esta ndo atingiu importancia estatistica e o nivel de protecéo foi
menor do que com 6B contra otite média. Neste mesmo modelo houve 100%
de protec¢do contra otite média por 19F, mas somente 17% de protegé&o con-
tra otite média por 19A.

Saeland et al. usaram soros de bebés imunizados com uma va-
cina de conjugado pneumocdcico 8-valente e toxéide teténico (contendo 6B
e 19F) para imunizar passivamente camundongos antes de um 'estimulo in-
tranasal com organismos 6A, em um modelo de infecgao pulmonar [28]. Das
59 amostras de soro, 53% protegeram os camundongos contra bacteremia
com 6B e 37% protected contra 6A. A camundongos imunizados passiva-
mente com soros de bebés imunizados com quatro doses de uma vacina de
conjugado pneumocoécico 11-valente (contendo 19F conjugado a toxdide
tetanico) foi administrados um estimulo intranasal com organismos 19A no
mesmo modelo [29]. De 100 camundongos imunizados passivamente e em
seguida estimulados, 60 camundongos néao tiveram organismos 19A detec-
tados em tecido pulmonar, ao passo que foram identificados organismos em
todos os camundongos aos quais foi administrado placebo de salina. No en-
tanto, a imunizagédo passiva ndo protegeu contra estimulo com organismos
19F neste modelo; portanto, a relevdncia do modelo para o sorogropo 19 é
questionavel. Em geral estes modelos proporcionam evidéncia de algum im-
pacto biolégico de imunizagdo de 6B sobre organismos 6A embora o efeito
sobre o sorotipo heterologo ndo seja tdo grande quanto o observado com o

sorotipo homologo. O impacto de imunizacao com 19F sobre organismos
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19A n&o é bem entendido a partir destes modelos.
Impacto de Imunizacdo de Conjugado de Polissacarideos 6B e 19F sobre
Doenca por 6A e 19A em Provas de Eficacia / Efetividade

O numero de casos de doenga devido aos sorotipos 6B, 6A, 19F
e 19A em provas da eficacia de 7vPnC e 9vPnC (7vPnC mais sorotipos 1 e
5) é observado na Tabela 1 [30,10,31]. Os numeros de casos de doenga in-
vasiva sao pequenos demais para permitir que quaisquer conclusbées sejam
deduzidas para os sorotipos 6A e 19A. No entanto, a prova de otite média
finlandesa (Finnish Otitis Media) gerou um grande numero de isolados
pneumococicos [32]. Na analise segundo o protocolo de 7vPnC foi 84%
(95% Cl 62%, 93%) eficaz contra otite média devido ao sorotipo 6B e 57%
(95% CI 24%, 76%) eficaz contra otite média devida ao sorotipo 6A (Tabela

1). Em contraste, ndo foi demonstrada eficacia sorotipo-especifico com a

7vPnC para otite média devida cu a 19F ou a 19A.
Tabela 1. Casos de Doenga Pneumocodcica Devida aos Sorotipos 6B, 6A,

19F, e 19A em Provas de Eficacia com as Vacinas 7vPnC e 9vPnC

6B 6A 19F 19A

PnC | Contr. | PnC | Contr. | PnC | Contr. | PnC | Contr.

Prova de Eficacia de Kai- 1 7 0 1 2 13 0 1
ser — 7vPnC (ITT)

Prova de Eficacia de Na- 0 5 1 0 1 1 1 0
vajo — 7vPnC (ITT)

Prova de Eficacia da Afri- 1 2 1 0 o] 1 3 1
ca do Sul — 9vPnC HIV (-)
(ULED)

Prova de Eficacia da Afri- 1 7 3 10 2 3 2 3
ca do Sul — 9vPnC HIV
(+) (TT)

Prova de Otite Média o* 56 19* 45 43 58 17 26

Finlandesa — 7vPnC (PP)

* Eficacia estatisticamente significativa demonstrada a partir das referéncias
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30, 10 e 33, e comunicagdes pessoais
Contr = controle
ITT = anélise da populagao alvo do tratamento (N.T.: com intengao de tratar)
PP = analise segundo o protocolo
5 Dados de vigilancia de doengas pneumocdcicas invasivas pos-
comercializagdo também estao disponiveis a partir de uma prova de caso-
controle conduzida pelos Centros para Controle de Doenga para avaliar a
eficacia de Prevnar [33]. Casos de doenga pneumocodcica invasiva ocorrendo
em crianca de 3 a 23 meses de idade foram identificados nos laboratérios de
10 vigilancia e combinados com trés casos controle por idade e cdédigo postal
(zip code). Depois de obter consentimento, foi obtido o histérico médico e de
imunizagao (os sujeitos foram considerados imunizados se tivessem recebido
no minimo uma dose de Prevnar) dos pais e dos provedores médicos para ca-
sos e controles. Os resultados preliminares foram apresentados no congresso
15 ICAAC de 2003 e um resumo dos achados para doenga por 6B, 19F, 19A e
- 6A é apresentada na Tabela 2. Estes dados indicam que Prevnar tem a ca-
pacidade de prevenir doenga devido a 6A, embora em um nivel que pode ser
um tanto menor do que doenga pelo sorotipo 6B. Estes dados também indicam
que € limitada a protegdo cruzada para doenga invasiva devido ao 19A.
20 Tabela 2. Resultados preliminares de uma Prova de Controle de Caso Reali-
zada pelo CDC (apresentada no ICAAC, 2003)

Sorotipo Séries Informativas, n VE* (95% CI)
Tipo de Vacina, Todos 115 94 (87, 97)
Relacionado com a Vacina, Todos 36 70 (38, 86)
Tipo N&o-Vacina, Todos 43 -4 (-106, 48)
6B 27 94 (72, 99)
19F 19 73 (16, 92)
6A 15 87 (53, 97)
19A 16 40 (-87, 80)

*Eficacia da vacina comparando vacinados (>1 dose) vs. ndo vacinados, e

ajustada para condigoes subjacentes
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Referéncia 40 e comunicacao pessoal / confidencial
Uma analise publicada [3] do uso de Prevnar também indicou

que os sorotipos 6B e 19F conferiram uma redugdo moderada em doengas

pneumococicas invasivas causadas pelos sorotipos 6A e 19A entre criangas
abaixo de dois anos de idade (Tabela 1 in [3]). As taxas de doenga entre adul-
tos ndo imunizados causada pelos sorotipos 6A, 9A, 9L, 9N, 18A, 18B, 18F,
19A, 19B, 19C, 23A e 23B ("todos os sorotipos relacionados com a vacina")
foram um tanto reduzidas (Tabela 2 em [3]). Estes dados estabelecem que a
imunidade da populagdo do uso de Prevnar em criangas abaixo de dois anos
de idade foi modesta para os sorotipos 6A e 19A, e proporcionam uma base
para a inclusdo dos sorotipos 6A e 19A na vacina 13vPnC desta invencgéo.

Conclus&o para adicdo de 6A e 19A

Os dados de vigilancia pds-comercializagdo e os resultados do
estudo de caso-controle mencionados na figura 1 e Tabela 2 com a vacina
7vPnC sugerem que, consistente nas outras informagcdes sobre reagodes i-
munes e performance nos modelos animais descritos acima, pode haver al-
guma protec¢do cruzada contra doenga por 6A, mas em uma menor extensao
do que para doenga por 6B. Além disso, parece que a protegao contra 19A é
limitada. Portanto, uma vacina 13vPnC contendo os sorotipos 6A e 19A pro-
porciona cobertura que ndo é dependente das limitagbes da protegdo cruza-
da do sorogrupo pelos sorotipos 6B e 19F.

Por conseguinte, a presente invengao proporciona uma compo-
sicdo imunogénica multivalente compreendendo 13 conjugados de polissa-
carideo-proteina distintos, em que cada um dos conjugados contém um po-
lissacarideo capsular diferente conjugado a uma proteina de veiculo, e em
que os polissacarideos capsulares sao preparados a partir dos sorotipos 1,
3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F de Streptococcus pneumo-
niae, junto com um veiculo fisiologicamente aceitavel. Uma proteina de vei-
culo semelhante é o toxodide diftérico designado CRM1g97. A composigao imu-
nogénica pode compreender adicionalmente um adjuvante, tal como um ad-
juvante a base de aluminio, tal como fosfato de aluminio, sulfato de aluminio

e hidroxido de aluminio.
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Polissacarideos capsulares sdo preparados por técnicas de roti-
na de conhecimento dos versados na arte. Na presente invengao, polissaca-
rideos capsulares sao preparados a partir dos sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F de Streptococcus pneumoniae. Estes con-
jugados de pneumocécicos sdo preparados por processos isolados e formu-
lados em uma formulagdo de dosagem unica. Por exemplo, em uma modali-
dade, cada sorotipo de polissacarideos pneumococicos € cultivado em um
meio a base de soja. Os polissacarideos individuais sdo em seguida purifi-
cados através de centrifugagdo, precipitagao, ultrafiltragéo, e cromatografia
de coluna. Os polissacarideos purificados sao quimicamente ativados para
produzir os sacarideos capazes de reagir com a proteina de veiculo.

Uma vez ativado, cada polissacarideo capsular € conjugado se-
paradamente a uma proteina de veiculo para formar um glicoconjugado. Em
uma modalidade, cada polissacarideo capsular € conjugado a mesma prote-
ina de veiculo. Nesta modalidade, a conjugagao é realizada por aminagéao
redutiva.

A ativacdo quimica dos polissacarideos e subsequente conjugagao
a proteina de veiculo sdo obtidas por meios convencionais. Vide, por exemplo,
as Patentes dos Estados Unidos N%° 4.673.574 e 4.902.506 [34,35].

Proteinas de veiculo sdo preferencialmente proteinas que sao
ndo-toxicas e ndo-reatogénicas e obteniveis em quantidade e pureza sufici-
ente. Proteinas de veiculo devem ser suscetiveis a procedimentos de conju-
gagéo padrao. Em uma modalidade particular da presente invengdo, CRMye7
€ usado como a proteina de veiculo.

CRM;jg97 (Wyeth, Sanford, NC) é uma variante ndo-toxica (isto é,
toxodide) de toxina diftérica isolada de culturas de Corynebacterium diphtheria
cepa C7 (B197) cultivadas em acidos casamino € meio a base de extrato de
levedura. CRM1g7 é purificado através de ultrafiltragdo, precipitagéo de sulfa-
to de amodnio, e cromatografia de permuta i6nica. Alternativamente, CRM1g7
& preparado de modo recombinante de acordo com a Patente dos Estados
Unidos N2 5.614.382, a qual € por este incorporada por meio de referéncia.

Outros toxoides diftéricos também sao adequados para uso como proteinas
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de veiculo.

Outras proteinas de veiculo adequadas incluem toxinas bacteria-
nas inativadas tais como toxoide tetanico, toxdide pertussis, toxdide do cholera
(por exemplo, conforme descrito no Requerimento de Patente Internacional N°
wWQ02004/083251 [38]), E. coli LT, E. coli ST, e exotoxina A de Pseudomonas
aeruginosa. Também podem ser usadas proteinas da membrana externa bac-
teriana tais como complexo ¢ da membrana externa (OMPC), porinas, protei-
nas de ligacdo de transferrina, pneumolisina, proteina A da superficie pneu-
mococica (PspA), proteina adesina pneumocécica (PsaA), C5a peptidase de
estreptococos do Grupo A ou Grupo B, ou proteina D de Haemophilus influ-
enzae. Outras proteinas, tais como ovalbumina, hemocianina de keyhole
limpet (KLH), albumina sérica bovina (BSA) ou proteina purificada derivada
de tuberculina (PPD) também podem ser usadas como proteinas de veiculo.

Depois de conjugacgdo do polissacarideo capsular a proteina de
veiculo, os conjugados de polissacarideo-proteina séo purificados (enrique-
cidos com respeito a quantidade de conjugado de polissacarideo-proteina)
por uma variedade de técnicas. Estas técnicas incluem operagbes de con-
centragao / diafiltragdo, precipitagdo / elutriagdo, cromatografia de coluna, e
filtragdo de profundidade. Vide os exemplos abaixo.

Depois dos glicoconjugados individuais serem purificados, sédo
combinados para formular a composi¢ao imunogénica da presente invencgao,
a qual pode ser usada como uma vacina. Formulagdo da composigdo imu-
nogénica da presente invengao pode ser realizada usando métodos conhe-
cidos na arte. Por exemplo, os 13 conjugados pneumococicos individuais
podem ser formulados com um veiculo fisiologicamente aceitavel para pre-
parar a composigdo. Exemplos de semelhantes veiculos incluem, mas n&o
estdo limitados a, agua, salina tamponada, polidis (por exemplo, glicerol,
propileno glicol, polietileno glicol liquido) e solugbes de dextrose.

Em algumas modalidades, a composigdo imunogénica compre-
endera um ou mais adjuvantes. Conforme definido aqui, neste requerimento
de patente, um "adjuvante" € uma substancia que serve para reforgar a imu-

nogenicidade de uma composicdo imunogénica desta invengao. Deste mo-
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do, adjuvantes sido frequentemente administrados para reforgar a reagao
imune e sdo de conhecimento geral do técnico versado. Adjuvantes adequados
para reforgar a eficacia da composigao incluem, mas nao estéo limitados a:

(1) sais de aluminio (alumen), tais como hidroxido de aluminio,
fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, e etc.;

(2) formulagdes de emulsdo de dleo-em-agua (com ou sem ou-
tros agentes imunoestimulantes especificos tais como peptideos muramil
(definidos abaixo) ou componentes da parede celular bacteriana), tais como,
por exemplo,

(a) MF59 (requerimento de patente internacional publicado PCT
N2 WO 90/14837), contendo 5% de Squalene, 0,5% de Tween 80, e 0,5% de
Span 85 (opcionalmente contendo varias quantidades de MTP-PE (vide a-
baixo, embora n3o requerido)) formuladas em particulas submicron usando
um microfiuidificador tal como microfluidificador Modelo 110Y (Microfiuidics,
Newton, MA),

(b) SAF, contendo 10% de Squalene, 0,4% de Tween 80, 5% de
polimero L121 bloqueado com pluronic, e thr-MDP (vide abaixo) ou micro-
fluidificado em uma emulsdo submicron ou turbilhonado para gerar uma e-
mulsédo de tamanho de particula maior, e

(c) sistema adjuvante Ribi® (RAS), (Corixa, Hamilton, MT) con-
tendo 2% de Squalene, 0,2% de Tween 80, e um ou mais componentes da
parede celular bacteriana entre o grupo consistindo em monofosforilipideo A
3-O-deailado (MPL®) descrito na Patente dos Estados Unidos N2 4.912.094
(Corixa), trealose dimicolato (TDM), e esqueleto da parede celualr (CWS),
preferencialmente MPL + CWS (Detox®);

(3) adjuvantes de saponina, tais como Quil A ou STIMULON™
QS-21 (Antigenics, Framingham, MA) (Patente dos Estados Unidos N°
5.057.540) podem ser usados ou particulas geradas a partir dos mesmos
tais como ISCOMs (complexos imunoestimulantes);

(4) lipopolissacarideos bacterianos, analogos sintéticos de lipi-
deo A tais como compostos de fosfato de aminoalquil glucosamina (AGP),

ou derivados ou analogos dos mesmos, os quais estdo disponiveis na Cori-
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xa, € 0s quais sdo descritos na Patente dos Estados Unidos N° 6.113.918;
um AGP semelhante é 2-[(R)-3-Tetradecanoiloxitetradecanoilamino]etil 2-
Deoxi-4-O-fosfono-3-0O-[(R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-{(R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoilamino]-b-D-glucopiranosideo, o qual também ¢é
conhecido como 529 (conhecido anteriormente como RC529), o qual & for-
mulado como uma forma aquosa ou como uma emulsédo estavel, polinucleo-
tideos sintéticos tais como oligonucleotideos contendo um ou mais motivos
CpG (Patente dos Estados Unidos N° 6.207.646);

(5) citocinas, tais como interleucinas (por exemplo, iL-1, IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-18, e etc.), interferons (por exemplo, gama
interferon), fator estimulante de colénia de macréfagos granulocitos (GM-
CSF), fator estimulante de colénia de macréfagos (M-CSF), fator de necrose
tumoral (TNF), moléculas coestimulatérias B7-1 e B7-2, e etc,;

(6) mutantes detoxificados de uma toxina ADP-ribosilante bacte-
riana tal como uma toxina do colera (CT) quer em uma forma selvagem ou
mutante, por exemplo, onde o acido glutdmico na posi¢do de aminoacido 29
é substituido por outro aminoacido, preferencialmente uma histidina, de a-
cordo com o Requerimento de Patente Internacional publicado N° WO
00/18434 (vide também o ﬁequerimento de Patente Internacional N© WO
02/098368 e o Requerimento de Patente Internacional N© WO 02/098369),
uma toxina pertussis (PT), ou uma toxina termo 1abil de E. coli (LT), particu-
larmente LT-K63, LT-R72, CT-S109, PT-K9/G129 (vide, por exemplo, o Re-
querimento de Patente Internacional N2 WO 93/13302 e o Requerimento de
Patente Internacional N2 WO 92/19265); e

(7) outras substancias que agem como agentes imunoestimulan-
tes para reforgar a eficacia da composigao.

Peptideos muramil incluem, mas nao estao limitados a, N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanina-2-
(1°-2’ dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), e etc.

As formulacdes de vacina da presente invengdo podem ser usa-
das para proteger ou tratar um humano suscetivel a infecgdo pneumococica,

por meio de administragdo da vacina através de uma via sistémica ou muco-
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sa. Estas administragbes podem incluir injegdo através das vias intramuscu-
lar, intraperitoneal, intradérmica ou subcuténea; ou através de administragéo
mucosa aos tratos oral / alimentar, respiratério ou genitourinario. Em uma
modalidade, administragdo intranasal € usada para o tratamento de pneu-
monia ou otite média (uma vez que o transporte nasofaringeano de pneumo-
cocos pode ser prevenido de modo mais eficaz, deste modo atenuando a
infeccdo em seu estagio inicial).

A quantidade de conjugado em cada dose de vacina € selecionada
como uma quantidade que induz uma reagdo imunoprotetora sem efeitos ad-
versos significativos. A quantidade referida pode variar dependendo do soro-
tipo pneumocoécico. Geralmente, cada dose compreendera 0,1 a 100 ug de
polissacarideo, particularmente 0,1 a 10 pg, e mais particularmente 1 a 5 ug.

Quantidades 6timas de componentes para uma vacina particular
podem ser determinadas por estudos de rotina envolvendo observagdo de
reagdes imunes apropriadas em sujeitos. Depois de uma vacinagéo inicial,
os sujeitos podem receber uma ou varias imunizagdes de reforgco adequa-
damente espacgadas.

Em uma modalidade particular da presente invengdo, a vacina
13vPnC é uma formulagdo liquida esteril de polissacarideos capsulares
pneumococicos dos sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, e
23F individualmente conjugados a CRM,g7. Cada dose de 0,5 mL & formula-
da para conter: 2 ug de cada sacarideo, exceto por 6B a 4 ug; aproximada-
mente 29 yg de proteina de veiculo CRMg7; 0,125 mg adjuvante de aluminio
elemental (0,5 mg de fosfato de aluminio); e tampao de cloreto de sbédio e
succinato de sédio como excipientes. O liquido é enchido em seringas de
dose Unica sem um preservante. Depois de agitar, a vacina € uma suspen-
sdo branca e homogénea pronta para administragéo intramuscular.

A escolha do nivel de dose para a vacina 13vPnC ¢é similar a
vacina 7vPnC comercializada (Prevnar). O nivel de dose de 2 pg de sacari-
deo foi selecionado para todos os sorotipos, exceto para 6B, o qual € a 4 ug
por dose. A vacina 7vPnC apresentou desejavel seguranga, imunogenicida-

de, e eficacia contra doengca pneumocdcica invasiva no nivel de dose de 2
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ug de sacarideo para os sorotipos 4, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, e na dose de 4
pug para 6B.

O esquema de imunizagdo pode seguir o designado para a vaci-
na 7vPnC. Por exemplo, o esquema de rotina para bebés e criangas come-
cando a andar contra doenga invasiva causada pelo S. pneumoniae devido
aos sorotipos incluidos na vacina 13vPnC é 2, 4, 6 e 12 a 15 meses de ida-
de. As composicdes desta invencado também sdo adequadas para uso com
criangas maiores, adolescentes e adultos.

As composigdes desta invengdo podem incluir adicionalmente
um ou mais antigenos adicionais para uso contra otite média causada por
infecgdo com outras bactérias. As bactérias referidas incluem Haemophilus
influenza néo tipavel, Moraxella catarrhalis (conhecida anteriormente como
Branhamella catarrhalis) e Alloiococcus otitidis.

Exemplos de antigenos de Haemophilus influenzae néao tipavel
adequados para inclusdo incluem a proteina P4, também conhecida como
proteina "e" (Patente dos Estados Unidos N° 5.601.831; o Requerimento de
Patente Internacional N® WO03/078453), a proteina P6, também conhecida
como a proteina PAL ou a proteina PBOMP-1 (Patente dos Estados Unidos
N2 5.110.908; Requerimento de Patente Internacional N® WO0100790), a
proteina P5 (a Reemissdo de Patente dos Estados Unidos N° 37.741), a pro-
teina de adesdo e de penetracdo de Haemophilus (Patentes dos Estados
Unidos N2 6.245.337 e 6.676.948), a proteina LKP tip adesina (Patente dos
Estados Unidos N2 5.643.725) e a proteina NucA (Patente dos Estados Uni-
dos N2 6.221.365).

Exemplos de antigenos de Moraxella catarrhalis adequados para
inclusdo incluem a proteina UspA2 (Patentes dos Estados Unidos N°°
5.552.146, 6.310.190), a proteina CD (Patente dos Estados Unidos N¢
5.725.862), a proteina E (Patente dos Estados Unidos N°® 5.948.412) e a pro-
teina da membrana externa de 74 quilodalton (Patente dos Estados Unidos
N2 6.899.885).

Exemplos de antigenos de Alloiococcus oftitidis adequados para

inclusdo incluem os identificados no Requerimento de Patente Internacional
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N2 WO03/048304.

As composigdes desta invengdo também podem incluir uma ou
mais proteinas de Streptococcus pneumoniae. Exemplos de proteinas de
Streptococcus pneumoniae adequadas para inclusdo incluem as identifica-
das no Requerimento de Patente Internacional N® W0O02/083855, bem como
as descritas no Requerimento de Patente Internacional N® WO02/053761.

As composi¢Oes desta invengdo podem incluir adicionalmente uma
ou mais proteinas de Neisseria meningitidis tipo B. Exemplos de proteinas de
Neisseria meningitidis tipo B adequadas para inclusdo incluem as identificadas
nos Requerimentos de Patente Internacional N WO03/063766, W0O2004/
094596, WO01/85772, W0O02/16612 e WO01/87939.

Processo _de Coliofilizacdo e Conjugacdo para Polissacarideo de S. pneu-

moniae Sorotipo 19A

O sorotipo 19A é muito mais propenso a degradagao térmica do
que outros sorotipos de S. pneumoniae devido a presencga de ligagbes fosfo-
diéster entre suas subunidades. De modo a melhorar a eficiéncia da conju-
gacdo e a controlar a estabilidade do polissacarideo sorotipo 19A inerente-
mente 1abil, um processo de coliofilizagdo e conjugagdo na presenca de di-
metil sulféxido (DMSO) é usado na conjugacgdo do polissacarideo sorotipo
19A a proteina de veiculo CRMyg7. Este processo proporciona caracteristicas
de conjugado aprimoradas em termos de tamanho molecular e da percenta-
gem de sacarideo livre para sorotipo 19A comparada ao uso de processos
de conjugacgédo envolvendo discreta liofilizagdo de polissacarideos e protei-
nas de veiculo em DMSO ou processos envolvendo coliofilizagao aquosa de
polissacarideos e proteinas de veiculo sem DMSO.

Conforme descrito em mais detalhes no Exemplo 17 abaixo, a
conjugacgdo do polissacarideo sorotipo 19A a proteina de veiculo, CRMg7, €
um processo de duas etapas de reagdo. A primeira etapa envolve oxidagao
de periodato (ativagdo) para gerar grupamentos aldeido reativos sobre o po-
lissacarideo. O polissacarideo ativado € entdo purificado por ultrafiltragédo
para remover fragmentos de sacarideo e subprodutos da reagdo de molécu-

la pequena. O polissacarideo ativado e CRMg7 sdo entdo combinados e co-
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liofilizados com sucrose como um crioprotetor. A etapa de conjugagao é rea-
lizada em DMSO através de um mecanismo de aminagao redutiva na pre-
senga de cianoboro-hidreto de sédio. Grupamentos aldeido ndo reagidos
sado reduzidos (rematados) pela adigdo de boro-hidreto de sodio. O conjuga-
do é entao purificado para remover CRMyg7 ndo reagido e fragmentos de
sacarideo (por exemplo, por diafiltragdo versus tamp&o de fosfato seguido
por salina tamponada), dando um concentrado da massa final do glicoconju-
gado em salina tamponada.

Embora uma proteina de veiculo preferencial dentro do processo
descrito acima seja a toxina diftérica mutada CRM,g7, outras proteinas de
veiculo podem ser usadas para conjugagdo com o polissacarideo sorotipo
19A dentro dos presentes métodos. As proteinas de veiculo séo escolhidas
para aumentar a imunogenicidade do polissacarideo sorotipo 19A ligado
e/ou produzir anticorpos contra a proteina de veiculo os quais sdo benéficos
diagnosticamente, analitica e/ou terapeuticamente. Ligagdo covalente de
uma molécula antigénica (por exemplo, um polissacarideo) a um veiculo
confere reforgo da imunogenicidade e dependéncia de células T (Pozsgay et
al. (1999) PNAS, 96: 5194-97; Lee et al. (1976) J. Immunol., 116: 1711-18;
Dintzis et al. (1976) PNAS, 73: 3671-75). Conforme descrito aqui, neste re-
querimento de patente, proteinas de veiculo uteis incluem toxinas bacteria-
nas inativadas tais como toxoéide tetanico, toxoéide pertussis, toxoide do coéle-
ra (por exemplo, conforme descrito no Requerimento de Patente Internacio-
nal N2 W02004/083251), E. coli LT, E. coli ST, e exotoxina A de Pseudomo-
nas aeruginosa. Proteinas da membrana externa bacteriana tais como com-
plexo ¢ da membrana externa, porinas, proteinas de ligagao de transferrina,
pneumolisina, proteina A da superficie pneumococcica, proteina adesina
pneumocodccica, C5a peptidase de streptococcus Grupo A ou Grupo B, ou
proteina D de Haemophilus influenzae, também podem ser usadas. Outras
proteinas, tais como ovalbumina, hemocianina de keyhole limpet, albumina
sérica bovina, ou derivado de proteina purificada de tuberculina também po-
dem ser usadas como proteinas de veiculo.

Embora este processo de coliofilizacdo e conjugagado em DMSO
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seja descrita para uso com o polissacarideo sorotipo 19A, este processo
também pode ser usado para sorotipos que sejam estruturalmente similares
ao sorotipo 19A, tais como 6A, 6B, e 19F os quais também contém ligagdes
fosfodiéster entre suas unidades de repeticao.

A descoberta acima descreve de modo geral a presente inven-
¢do. Um entendimento mais completo pode ser obtido por referéncia aos
seguintes exemplos especificos. Estes exemplos sdo descritos somente pa-
ra os fins de ilustragéo e nao se pretende que limitem o ambito da invengéao.
EXEMPLOS

Exemplo 1
Preparacéo de Polissacarideo Capsular de S. Pneumoniae Sorotipo 1

Preparacido de Bancos de Célular Mestres e de Trabalho
O sorotipo 1 de S. pneumoniae foi obtido da ATCC, American

Type Culture Collection, cepa 6301. Varias geragdes de estoques de semen-
tes foram criadas de modo a expandir a cepa e remover componentes de
origem animal (geragdes F1, F2, e F3). Foram produzidas duas geracgoes
adicionais de estoques de sementes. A primeira geragao adicional foi prepa-
rada a partir de um frasco de F3, e a geragdo subsequente foi preparada a
partir de um frasco da primeira geragao adicional. Frascos de semente foram
armazenados congelados (<-70°C) com glicerol sintético como um criopre-
servante. Além de frascos congelados, frascos liofilizados foram preparados
para a geragado F4. Para a preparagado do banco de ceélulas, todas as cultu-
ras foram cultivadas em um meio a base de soja. Antes de congelar, as célu-
las foram concentradas por centrifugacdo, meio gasto foi removido, e péletes
celulares foram ressuspendidos em meio fresco contendo um criopreservan-
te, tal como glicerol sintético.
Fermentacdo e Coleta

Culturas do banco de células de trabahho foram usadas para

inocular frascos de semente contendo um meio a base de soja. Os frascos
foram incubados a 36°C + 2° C sem agitagao até terem sido satisfeitos os
requisitos de crescimento. Um frasco de sementes foi usado para inocular

um fermentador de semente contendo meio a base de soja. Um pH de cerca
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de 7,0 foi mantido com solugéo estéril de carbonato de sddio. Depois de ter
sido atingida a densidade 6tica alvo, o fermentador de semente foi usado
para inocular o fermentador da producao contendo meio a base de soja. O
pH foi mantido com solugéo estéril de carbonato de sédio. A fermentagéao foi
terminada depois de cessar o crescimento ou quando foi atingido o volume
de trabalho do fermentador. Uma quantidade apropriada de sodio deoxicola-
to estéril a 12% foi adicionada a cultura para lisar as células bacterianas e
liberar polissacarideo associado a células. Depois de lisar, os conteudos do
fermentador foram resfriados. O pH do caldo de cultura lisado foi ajustado
para aproximadamente pH 6,6 com acido acético. O lisado foi clarificado por
centrifugacao de fluxo continuo seguida por filtragcdo de profundidade e mi-
crofiltragdo a 0,45 ym.

Em um processo alternativo, o pH da fermentagdo de cerca de
7,0 foi mantido com NaOH a 3 N. Depois de ter sido atingida a densidade
6tica alvo, o fermentador de semente foi usado para inocular o fermentador
da produgédo contendo meio a base de soja. O pH foi mantido com NaOH a 3
N. A fermentagio foi terminada depois de cessar o crescimento ou quando
foi atingido o volume de trabalho do fermentador. Uma quantidade apropria-
da de sddio deoxicolato estéril a 12% foi adicionada a cultura para obter uma
concentracdo a 0,12% no caldo, para lisar as células bacterianas e liberar
polissacarideo associado as células. Depois da lisar, os contetdos do fer-
mentador foram mantidos, com agitagdo, por um intervalo de tempo entre 8
e 24 horas em uma temperatura entre 7°C e 13°C, para assegurar que tives-
se ocorrido lise celular completa e liberacdo de polissacarideo. Agitagao du-
rante este periodo de retengao evitou que o sedimento do lisado assentasse
sobre as paredes do fermentador e sonda de pH, deste modo permitindo que
fosse mantida a integridade da sonda de pH. Em seguida, o pH do caldo de
cultura lisada foi ajustado para aproximadamente pH 5,0 com 50% de acido
acético. Depois de um tempo de retengdo sem agitagdo, por um intervalo de
tempo entre 12 e 24 horas em uma temperatura entre 15°C e 25°C, uma
porcao significativa das proteinas previamente soluveis desapareceu da so-

lugdo como um precipitado sélido com pouca perda ou degradagao do polis-
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sacarideo, o qual permaneceu em solugdo. A solugdo com o precipitado foi
em seguida clarificada por centrifugacao de fluxo continuo seguida por filtra-
¢ao de profundidade e microfiltragdo a 0,45 pm.

Purificacao

A purificagdo do polissacarideo pneumocécico consistiu em va-
rias operagdoes de concentragdo / diafiltragao, precipitagéo / elutriagdo, cro-
matografia de coluna, e etapas de filtragdo de profundidade. Todos os pro-
cedimentos foram realizados em temperatura ambiente a menos que especi-
ficado de modo diverso.

Caldo clarificado das culturas do fermentador de S. pneumoniae
sorotipo 1 foi concentrado e diafiltrado usando um filtro de 100 kDa de MWCO
(corte de peso molecular em quilodalton). Foi realizada diafiltragdo usando
tampao de fosfato de sédio em pH neutro. Diafiltragdo removeu os compo-
nentes médios de baixo peso molecular dos biopolimeros de maior peso mo-
lecular tais como acido nucleico, proteina e polissacarideo.

O polissacarideo foi precipitado da solugdo concentrada e diafil-
trada adicionando brometo de hexadeciltrimetil ambénio (HB) de uma solugao
de matéria-prima para dar uma concentragao final de 1% de brometo de he-
xadeciltrimetil ambnio (em peso / vol). O precipitado de polissacarideo / bro-
meto de hexadeciltrimetil amonio foi capturado sobre um filtro de profundida-
de e o filtrado foi descartado. O precipitado de polissacarideo foi ressolubili-
zado e elutriado recirculando uma solugdo de cloreto de sédio através do
filtro de profundidade contendo precipitado. Os filtros foram em seguida en-
xaguadas com solugdo adicional de cloreto de sédio.

lodeto de sdédio (Nal) foi adicionado a solugdo de polissacarideo
de uma solugao de Nal de matéria-prima para atingir uma concentragao final
de 0,5% para precipitar brometo de hexadeciltrimetil aménio. O precipitado
foi removido por filtragdo de profundidade. O filtrado contém o polissacarideo
alvo. O vaso de precipitacao e o filtro foram enxaguados com uma solugao
de NaCl/Nal e o enxague foi combinado com a solugdo de polissacarideo
parcialmente purificada. O filtro foi descartado. O polissacarideo foi entao

filtrado através de um filtro de 0,2 um.
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A solucdo de polissacarideo foi concentrada sobre um ultrafiltro
de 30 kDa de MWCO e diafiltrada com uma solugéo de cloreto de sédio.

A solugdo de polissacarideo parcialmente purificada foi adicio-
nalmente purificada por filtracdo através de um filtro de profundidade im-
pregnado com carbono ativado. Depois de filtragéo, o filtro de carbono foi
enxaguado com uma solugdo de cloreto de sddio. O enxague é combinado
com a solugdo de polissacarideo, a qual é entao filtrada através de um filtro
de 0,2 um.

A soluc3do de polissacarideo foi concentrada sobre um ultrafiltro
de 30 kDa de MWCO e ajustada com um tampéo de fosfato de sédioa 1 M
para atingir uma concentragdo final de 0,025 M de fosfato de sédio. O pH foi
checado e ajustado para 7,0 + 0,2.

A coluna de hidroxiapatita ceramica (HA) foi equilibrada com
tampao de fosfato de sédio contendo cloreto de sédio para obter a condutivi-
dade apropriada (<15 pS). A solugdo de polissacarideo foi em seguida car-
regada sobre a coluna. Sob estas condigdes, impurezas ligaram a resina € o
polissacarideo foi recuperado no fluxo direto da coluna. A solugéo de polis-
sacarideo foi filtrada através de filtros inline de 0,2 pm localizados antes e

depois da coluna.
A solugao de polissacarideo foi concentrada usando um filtro de

30 kDa de MWCO. O concentrado foi em seguida diafiltrado com agua para
injegdo (WFI, Water for Injection).

A solucdo de polissacarideo diafiltrada foi filtrada através de um
filtro de membrana de 0,2 ym para dentro de frascos de polipropileno. Amos-
tras foram removidas para experimentacdo da liberagcdo e o polissacarideo

purificado foi armazenado congelado a —25° + 5°C.

Caracterizagao
Os dados de 1H-RMN foram consistentes com a estrutura qui-

mica pela atribuicdo de sinais atribuidos aos prétons da molécula de polissa-
carideo. O espectro de 1H-RMN apresentou uma série de sinais bem resol-
vidos (protons do grupamento metila) para a quantificagdo do grupamento

funcional O-acetil no polissacarideo.
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A identidade do polissacarideo monovalente foi confirmada por
imunoeletroforese contracorrente usando anti-soros especificos.

Cromatografia de filtragdo por gel de alta performance acoplada
com detectores do indice refrativo e de dispersdo da luz de laser multidngulo
(MALLS) foi usada em combinagdo com a concentragdo da amostra para

calcular o peso molecular.
Meio de cromatografia de exclusdo de tamanho (CL-4B) foi usado

para tracgar o perfil da distribuicdo de peso molecular relativo do polissacarideo.

Exemplo 2
Preparacdo de Conjugado de Sacarideo Pneumocécico Sorotipo 1 — CRM1g7

Ativacdo e Conjugacdo
Recipientes de polissacarideo purificado foram degelados e

combinados em um recipiente de reagdo. Ao recipiente, carbonato de sdédio
a 0,2 M, pH 9,0 foi adicionado para deacetilagcdo parcial (hidrdlise) por 3 ho-
ras a 50°C. A reacgao foi resfriada até 20°C e foi realizada neutralizagcdo por
acido acético a 0,2 M. Oxidagao na presenga de periodato de sddio foi reali-
zada por incubacgio a 2 a 8°C, e a mistura foi agitada por 15 a 21 horas.

A mistura da reacdo de ativagao foi concentrada e diafiltrada 10x
com NaCl a 0,9% usando uma membrana de 30 K de MWCO. O retentado
foi filtrado a 0,2 um. O sacarideo ativado foi enchido em frascos de liofiliza-
¢ao de vidro de 100 mL e congelado com revestimento a -75°C e liofilizado.

"Congelamento com revestimento” € um método para preparar a
mostrasx para liofilizagdo (secagem por congelamento). Os frascos sao au-
tomaticamente girados por rolos acionados a motor em um lote refrigerado
contendo alcool ou qualquer outro fluido apropriado. Uma camada delgada
de produto é congelada uniformemente em torno do "revestimento” ("shell")
interior de um frasco, permitindo que um maior volume de material seja pro-
cessado com seguranca durante cada rodada de secagem por congelamen-
to. Estas unidades refrigeradas automaticas proporcionam um meio simples
e eficaz para pré-conger muitos frascos de uma vez, produzindo os revesti-
mentos desejados internos, e proporcionando area superficial suficiente para

secagem por congelamento eficaz.
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Frascos de material liofilizado foram trazidos até a temperatura
ambiente e ressuspendidos em solugdo de CRMig; em uma proporgdo de
sacarideo / proteina de 2:1. A mistura de sacarideo / proteina foi adicionado
tampéao de fosfato de sédio a 1 M para uma forga idnica final de 0,2 M e um
pH de 7,5, em seguida cianoboro-hidreto de sédio foi adicionado. A reagao
foi incubada a 23°C por 18 horas, sedguida por uma segunda incubacgédo a
37°C por 72 horas. Depois das incubagdes em cianoboro-hidreto, a mistura
da reacao foi diluida com salina fria seguida pela adigcado de carbonato de
soédio a 1 M para ajustar a mistura da reacao para pH 9,0. Aldeidos nao rea-
gidos foram extintos por adicdo de boro-hidreto de sé6dio por incubagao a
23°C por 3 a 6 horas.

A mistura da reacgao foi diluida 2 vezes com salina e transferida
através de um preé-filtro de 0,45 a 5 ym para dentro de um vaso de retentado.
A mistura da reacgéo € diafiltrada 30x com tampéao de fosfato a 0,15 M, pH 6,
e 20x com salina. O retentado foi filtrado através de um filtro a 0,2 um.

A solugédo do conjugado foi diluida até um alvo de 0,5 mg/mL em
salina a 0,9%, e em seguida filtrada estéril para dentro de recipientes de
concentrado de massa final (FBC) em uma coifa Class 100. O conjugado foi

armazenado a 2 a 8°C.

Caracterizagao
Meio de cromatografia de exclusdo de tamanho (CL-4B) foi usa-

do para tragar o perfil da distribuigao de tamanho molecular relativo do con-
jugado.

A identidade do conjugado foi confirmada pela prova de s/ot blot
usando antissoros especificos.

As concentragoes de sacarideos e de proteinas foram determi-
nadas pelas provas de acido urénico e de Lowry, respectivamente. A propor-
¢do de sacarideo para proteina no complexo de conjugado ligado de modo
covalente foi obtida pelo calculo:

pg/mL de sacarideo

Proporgéao =
pg/mL de proteina
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O teor de O-acetil foi medido pelo método de Hestrin (Hestrin et.
al., J. Biol. Chem. 1949, 180, p. 249). A proporgao da concentragao de O-acetil
para concentragdo de sacarideo total deu umols de O-acetil por mg de saca-
rideo.

Exemplo 3
Preparacédo de Polissacarideo Capsular de S. Pneumoniae Sorotipo 3

Preparacdo de Bancos de Células Mestres e de Trabalho
S. pneumoniae sorotipo 3 foi obtido do Dr. Robert Austrian, Uni-

versity of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania. Para preparagao do sis-
tema de banco de células, vide o Exemplo 1.

Fermentagdo e Coleta
Culturas do banco de células de trabalho foram usadas para ino-

cular frascos de sementes contendo meio a base de soja. Os frascos foram
incubados a 36°C + 2° C sem agitacido até terem sido satisfeitos os requisi-
tos de crescimento. Um frasco de sementes foi usado para inocular um fer-
mentador de semente contendo meio a base de soja. Um pH de cerca de 7,0
foi mantido com solugao estéril de carbonato de sodio. Depois de ter sido
atingida a densidade o6tica alvo, o fermentador de semente foi usado para
inocular um fermentador intermediario de semente. Depois de ter sido atingi-
da a densidade o6tica alvo, o fermentador intermediario de semente foi usado
para inocular o fermentador da produgao. O pH foi mantido com solugéo es-
téril de carbonato de sodio. A fermentagao foi terminada depois de ter sido
atingido o volume de trabalho do fermentador. Uma quantidade apropriada
de deoxicolato de sédio estéril a 12% foi adicionada a cultura para lisar as
células bacterianas e liberar polissacarideo associado com células. Depois
de lisar, os conteudos do fermentador foram resfriados. O pH do caldo de
cultura lisado foi ajustado para aproximadamente pH 6,6 com acido acético.
O lisado foi clarificado por centrifugagido de fluxo continuo seguida por filtra-
¢ao de profundidade e microfiltragédo a 0,45 pm.
Purificacéo

A purificagdo do polissacarideo pneumocoécico consistiu de va-

rias operagdes de concentracdo / diafiltracdo, precipitagdo / elutriacido, cro-
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matografia de coluna, e etapas de filtragdo de profundidade. Todos os pro-
cedimentos foram realizados em temperatura ambiente a menos que especi-
ficado de modo diverso.

Caldo clarificado das culturas do fermentador de S. pneumoniae
sorotipo 3 foram concentrados e diafiltrados usando um filtro a 100 kDa de
MWCO. Foi realizada diafiltragdo usando tampéo de fosfato de sédio em pH
neutro. Diafiltragdo removeu os componentes médios de baixo peso molecu-
lar dos biopolimeros de maior peso molecular tais como acido nucleico, pro-
teina e polissacarideo.

Antes da adigdo de brometo de hexadeciltrimetil amonio (HB),
um volume calculado de uma solugdo de matéria-prima de NaCl foi adicio-
nado a solugdo de polissacarideo concentrada e diafiltrada para dar uma
concentragao final de NaCl a 0,25 M. O polissacarideo foi em seguida preci-
pitado adicionando brometo de hexadeciltrimetil amdnio a partir de uma so-
lucdo de matéria-prima para dar uma concentracgao final de brometo de he-
xadeciltrimetil amoénio a 1% (em peso/ vol). O precipitado de polissacarideo /
brometo de hexadeciltrimetil amoénio foi capturado sobre um filtro de profun-
didade e o filtrado foi descartado. O precipitado de polissacarideo foi resso-
lubilizado e elutriado recirculando uma solugédo de cloreto de sdédio atraves
do filtro de profundidade contendo precipitado. Os filtros foram em seguida
enxaguados com solugao de cloreto de sddio adicional.

lodeto de sodio (Nal) foi adicionado a solugédo de polissacarideo
de uma solugdo de matéria-prima de Nal para atingir uma concentragao final
de 0,5% para precipitar brometo de hexadeciltrimetil amdnio. O precipitado
foi removido por filtragdo de profundidade. O filtrado continha o polissacari-
deo alvo. O recipiente da precipitagao e o filtro foram enxaguados com uma
solugao de NaCl/Nal e o enxague foi combinado com a solugdo de polissa-
carideo parcialmente purificada. O filtro foi descartado. O polissacarideo foi
em seguida filtrado através de um filtro de 0,2 pm.

A solugao de polissacarideo foi concentrada sobre um ultrafiltro
de 30 kDa de MWCO e diafiltrada com uma solucao de cloreto de sddio.

A solucdo de polissacarideo parcialmente purificada foi adicio-
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nalmente purificada por filtragdo através de um filtro de profundidade im-
pregnado com carbono ativado. Depois de filtragdo, o filtro de carbono foi
enxaguados com uma solugao de cloreto de sodio. O enxague foi combinado
com a solugdo de polissacarideo, a qual foi em seguida filtrada através de
um filtro de 0,2 uym.

A solugao de polissacarideo foi concentrada sobre um ultrafiltro
de 30 kDa de MWCO e ajustada com um tampao de fosfato de sédio a 1 M
para atingir uma concentragao final de 0,025 M de fosfato de sédio. O pH foi
checado e ajustado para 7,0 + 0,2.

A coluna de hidroxiapatita cerdmica (HA) foi equilibrada com
tampao de fosfato de sddio contendo cloreto de sddio para obter a condutivida-
de apropriada (15 pS). A solugédo de polissacarideo foi em seguida carregada
sobre a coluna. Sob estas condi¢gdes, impurezas ligaram a resina e o polis-
sacarideo foi recuperado no fluxo direto da coluna. O polissacarideo foi jateado
através da coluna com tampéo e foi filtrado através de um filtro de 0,2 um.

A solugdo de polissacarideo foi concentrada usando um filtro de
30 kDa de MWCO. O concentrado foi em seguida diafiltrado com WFI.

A solugao de polissacarideo diafiltrada foi filtrada através de um
fitro de membrana de 0,2 um para dentro de recipientes de ago inoxidavel.
As amostras foram removidas para experimentagio da liberagado e o polissa-
carideo purificado foi armazenado congelado a -25° + 5°C.

Caracterizacao
Os dados de 1H-RMN foram consistentes com a estrutura qui-

mica pela atribuicdo de sinais atribuidos aos prétons da molécula de polissa-
carideo.

A identidade do polissacarideo monovalente foi confirmada por
imunoeletroforese contracorrente usando antissoros especificos.

Cromatografia de filtragdo por gel de alta performance, acopiada
com detectores do indice refrativo e da dispersao da luz de laser multidngulo
(MALLS), foi usada em combinagdo com a concentragdo da amostra para
calcular o peso molecular.

Meios de cromatografia por exclusdo de tamanho (CL-4B) foi
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usado para tragar o perfil da distribuicdo de peso molecular relativa do polis-
sacarideo.

Exemplo 4
Preparacido de Conjugado de Sacarideo Pneumocécico Sorotipo 3 — CRM1e7

Ativacdo e Conjugacao
Recipientes de sacarideo sorotipo 3 purificado foram degelados

e combinados em um vaso de reagao. Ao recipiente, WFI e acido acético a 2
M foram adicionados para uma concentragao final de 0,2 M e 2 mg/mL de
sacarideo. A temperatura da solugédo foi aumentada para 85°C por uma hora
para hidrolisar o polissacarideo. A reagao foi resfriada até <25°C e cloreto
de magnésio a 1 M foi adicionado para uma concentragdo final de 0,1 M.
Oxidagéo na presenga de periodato de sédio foi realizada por incubagéo por
16 a 24 horas a 23°C.

A mistura da reagdo de ativagdo foi concentrada e diafiltrada 10x
com WFI usando uma membrana de 100 K de MWCO. O retentado foi filtra-
do através de um filtro de 0,2 pm.

Para combinar, fosfato de sddio a 0,2 M, pH 7.0, foi adicionado
ao sacarideo ativado até uma concentragao final de 10 mM e um pH de 6,0 a
6,5. Proteina de veiculo CRM;g; foi misturada com a solugdo de sacarideo
para uma proporgdo de 2 g de sacarideo por 1 g de CRMjg7. A solugéo de
sacarideo / proteina combinados foi enchida em de vidro de 100 mL frascos
de liofilizagdo com um enchimento alvo de 50 mL, congelados com revesti-
mento a -75°C, e liofilizados.

Frascos de material coliofilizado de sacarideo / proteina foram
trazidos até a temperatura ambiente e ressuspendidos em tampéao de fosfato
de sodio a 0,1 M, pH 7,0, para uma concentragdo de sacarideo final de 20
mg/mL. O pH foi ajustado para 6,5 e em seguida foi adicionado um equiva-
lente 0,5 molar de cianoboro-hidreto de sédio. A reagéo foi incubada a 37°C
por 48 horas. Depois da incubag@o com cianoboro-hidreto, a mistura da rea-
cao foi diluida com tampao frio a 5 mM de succinato / salina a 0,9%. Aldei-
dos nao reagidos foram extintos pela adigdo de boro-hidreto de sodio e incu-

bagéo a 23°C por 3 a 6 horas. A mistura da reacao foi transferida através de
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um pré-filtro de 0,45 a 5 ym para dentro de um vaso de retentado.

A mistura da reagéo foi diafiltrada 30x com tampé&o de fosfato a
0,1 M (pH 9), 20x com tampao de fosfato a 0,15 M (pH 6), e 20x com 5 mM
de succinato / salina a 0,9%. O retentado foi filtrado através de um filtro de
0,2 um.

A solucdo do conjugado foi diluida para um sacarideo alvo de
0,5 mg/mL, e em seguida filtrada estéril para dentro de reciepientes de con-
centrado de massa final em uma coifa Class 100. O conjugado foi armaze-
nado em 2 a 8°C.

Caracterizagéo
Meio de cromatografia de exclusdo de tamanho (CL-4B) foi usa-

do para tragar o perfil da distribuicdo de tamanho molecular relativo do con-
jugado.

A identidade do conjugado foi confirmada pela prova de slot blot
usando antissoros especificos.

As concentragtes de sacarideos e de proteinas foram determi-
nadas pelas provas de Anthrone e Lowry, respectivamente. A proporcéo de
sacarideo para proteina no complexo de conjugado ligado de modo covalen-
te foi obtida pelo calculo:

pg/mL de sacarideo

Proporg¢ao =
pg/mL de proteina

Exemplo 5
Preparacdo de Polissacarideo Capsular de S. Pneumoniae Sorotipo 5

S. pneumoniae sorotipo 5 foi obtido do Dr. Gerald Schiffman da
State University de New York, Brooklyn, New York. Para preparagao do sis-
tema de banco de células, vide o Exemplo 1. Para fermentagao, coleta, puri-
ficacdo e caracterizagéo do polissacarideo, vide o Exemplo 1.

Processo de Fermentacéo Alternativo
Culturas do banco de células de trabalho foram usadas para ino-

cular frascos de sementes contendo um meio & base de soja e uma solugéo
a estéril a 10 mM de NaHCO;. Os frascos foram incubados a 36°C + 2° C

sem agitagdo até terem sido satisfeitos os requisitos de crescimento. Um
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frasco de sementes foi usado para inocular um fermentador de semente con-
tendo meio a base de soja e uma solugdo estéril a 10 mM de NaHCO3. Um
pH de cerca de 7,0 foi mantido com NaOH a 3 N. Depois de ter sido atingida
a densidade o6tica alvo, o fermentador de semente foi usado para inocular o
fermentador da produgdo contendo meio a base de soja com uma concen-
tracdo de 10 mM de NaHCOj;. O pH foi mantido com NaOH a 3 N. A fermen-
tacao foi terminada depois de cessar o crescimento ou quando tiver sido a-
tingido o volume de trabalho do fermentador. Uma quantidade apropriada de
sodio deoxicolato estéril a 12% foi adicionada a cultura para obter uma con-
centracédo de 0,12% no caldo, para lisar as células bacterianas e liberar po-
lissacarideo associado com células. Depois de lisar, os contetudos do fer-
mentador foram mantidos, com agitagdo, por um intervalo de tempo entre 8
e 24 horas em uma temperatura entre 7°C e 13°C para assegurar que tives-
sem ocorrido lise celular completa e liberagdo de polissacarideo. Agitagéo
durante este periodo de retencio evitou que o sedimento do lisado assen-
tasse sobre as paredes do fermentador e sonda de pH, deste modo permi-
tindo que fosse mantida a integridade da sonda de pH. Em seguida, o pH do
caldo de cultura lisada foi ajustado para aproximadamente pH 4,5 com 50%
de acido acético. Depois de um tempo de retengdo sem agitagdo, por um
intervalo de tempo entre 12 e 24 horas em uma temperatura entre 15°C e
25°C, uma porgao significativa das proteinas previamente soluveis desapa-
receu da solugcdo como um precipitado solido com pouca perda ou degrada-
¢ao do polissacarideo, o qual permaneceu em solugdo. A solugdo com o
precipitado foi em seguida clarificada por centrifugagao de fluxo continuo
seguida por filtragdo de profundidade e microfiltragdo a 0,45 pym.

Exemplo 6
Preparacdo de Conjugado de Sacarideo Pneumococico Sorotipo 5— CRM1e7

Ativagao e Conjugacéo
Recipientes de sacarideo sorotipo 5 foram degelados e combi-

nados em um vaso de reagdo. Ao vaso, acetato de sodio a 0,1 M, pH 4,7, foi
adiiconado seguido por oxidagcdo na presencga de periodato de sédio por in-

cubacao por 16 a 22 horas a 23°C.
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A mistura da reacgdo de ativagdo foi concentrada e diafiltrada 10x
com WFI usando uma membrana de 100 K de MWCO. O retentado foi filtra-
do através de um filtro de 0,2 um.

O sacarideo sorotipo 5 ativado foi combinado com CRMjg7 em
uma proporgao de 0,8:1. A solugdo de sacarideo / proteina combinados foi
enchida dentro de frascos de liofilizagdo de vidro de 100 mL (enchimento
alvo de 50 mL), congelada com revestimento a -75°C, e coliofilizada.

Frascos de material liofilizado foram trazidos até a temperatura
ambiente e ressuspendidos em 0,1 M de fosfato de sddio, pH 7,5, e cianobo-
ro-hidreto de sédio foi adicionado. A reagéo foi incubada a 30°C por 72 ho-
ras, seguida por uma segunda adigdo de cianoboro-hidreto e incubada a
30°C por 20 a 28 horas. 7

Depois das incubagdes de cianoboro-hidreto, a mistura da rea-
¢ao foi diluida 2 vezes com salina e transferida através de um pre-filtro de
0,45 a 5 ym para dentro de um vaso de retentado. A mistura da reagéo foi
diafiltrada 30x com tampéao de fosfato a 0,01 M, pH 8, 20x com tampé&o de
fosfato a 0,15 M, pH 6, e 20x com salina. O retentado foi filtrado através de
um filtro de 0,2 ym.

A solucdo do conjugado foi diluida para um sacarideo alvo de
0,5 mg/mL, e em seguida filtrada estéril para dentro de recipientes de con-
centrado de massa final em uma coifa Class 100. O conjugado foi armaze-
nado em 2 a 8°C.

Para a caracterizagdo do conjugado, vide o Exemplo 2.

Exemplo 7
Preparacdo de Polissacarideo Capsular de S. Pneumoniae Sorotipo 6A

S. pneumoniae sorotipo 6A foi obtido do Dr. Gerald Schiffman da

State University of New York, Brooklyn, New York. Para preparagdo do sis-
tema de banco de células, vide o Exemplo 1. Para fermentagéo, coleta e
purificagdo do polissacarideo, vide o Exemplo 1, exceto que durante purifi-

cacgédo, € omitida a etapa de concentragédo a 30 kDa de MWCO, antes da e-

tapa de cromatografia.
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Exemplo 8
Preparacédo de Conjugado de Sacarideo Pneumocécico Sorotipo 6A— CRM1g7

Ativacdo e Conjugacao

Polissacarideo sorotipo 6A € um polimero de alto peso molecular

que teve de ser reduzido de tamanho antes da oxidagado. Recipientes de sa-
carideo sorotipo 6A foram degelados e combinados em um vaso de reagao.
Ao vaso, acido acético a 2 M foi adicionado para uma concentragao final de
0,1 M para hidrolise por 1,5 horas a 60°C. A reacao foi resfriada até 23°C e
foi realizada neutralizacdo ajustando a mistura da reagdo com NaOHa 1 M
para pH 6. Oxidacao na presenga de periodato de sddio foi realizada por
incubacao a 23°C por 14 a 22 horas.

A mistura da reacdo de ativacao foi concentrada e diafiltrada 10x
com WFI usando uma membrana de 100 K de MWCO. O retentado foi filtra-
do atraves de um filtro de 0,2 ym.

Sorotipo 6A foi combinado com sucrose e enchido dentro de
frascos de liofilizagdo de vidro de 100 mL (enchimento alvo de 50 mL) e
congelado com revestimento a -75°C e liofilizado.

Frascos de material liofilizado foram trazidos até a temperatura
ambiente e ressuspendidos em dimetilsulféxido (DMSO) em uma proporgao
de sacarideo / proteina de 1:1. Depois da adi¢cdo de cianoboro-hidreto de
sddio, a mistura da reagao foi incubada a 23°C por 18 horas. Depois da in-
cubagdo com cianoboro-hidreto, a mistura da reagao foi diluida com salina
fria. Aldeidos nao reagidos foram extintos por adicdo de boro-hidreto de s6-
dio por incubagdo a 23°C por 3 a 20 horas.

A mistura da reacado diluida foi transferida através de um pré-
filtro de 5 ym para dentro de um vaso de retentado. A mistura da reagéao foi
diafiltrada 10x com NaCl a 0,9% e 30x com NaCl tamponado com succinato.
O retentado foi filtrado através de um filtro de 0,2 ym.

A solucdo do conjugado foi diluida para um sacarideo alvo de
0.5 mg/mL, e em seguida filtrada estéril para dentro de recipientes de con-
centrado de massa final em uma coifa Class 100. O conjugado foi armaze-

nado em 2 a 8°C.
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Para a caracterizagdo do conjugado, vide o Exemplo 2.

Exemplo 9
Preparacéo de Polissacarideo Capsular de S. Pneumoniae Sorotipo 7F

S. pneumoniae sorotipo 7F foi obtido do Dr. Gerald Schiffman da
State University of New York, Brooklyn, New York. Para preparagao do sis-

tema de banco de células, e para fermentagdo e coleta do polissacarideo,

vide o Exemplo 3. Para um processo de fermentagédo e coleta alternativo,
vide o processo alternativo descrito no Exemplo 1.
Purificacao

A purificacdo do polissacarideo pneumocdécico consistiu de va-
rias operagdes de concentragdo / diafiltracdo, precipitagdo / elutriagdo, cro-
matografia de coluna, e etapas de filtragdo de profundidade. Todos os pro-
cedimentos foram realizados em temperatura ambiente a menos que especi-
ficado de modo diverso.

Caldo clarificado de culturas do fermentador de S. pneumoniae
sorotipo 7F foram concentrados e diafiltrados usando um filtro de 100 kDa de
MWCO. Foi realizada diafiltragdo usando tamp&o de fosfato de sédio em pH
neutro. Diafiltragdo removeu os componentes médios de baixo peso molecu-
lar dos biopolimeros de maior peso molecular tais como acido nucleico, pro-
teina e polissacarideo.

O sorotipo 7F nao forma um precipitado com brometo de hexa-
deciltrimetil amoénio. Ao invés, impurezas foram precipitadas da solugao con-
centrada e diafiltrada adicionando o brometo de hexadeciltrimetil amdnio a
partir de uma solugdo de matéria-prima até uma concentragéo final de 1% de
brometo de hexadeciltrimetil amoénio. O precipitado foi capturado sobre um
filtro de profundidade e o filtro foi descartado. O polissacarideo foi contido no
filtrado.

lodeto de sdédio (Nal) foi adicionado a solugao de polissacarideo
a partir de uma solugdo de Nal de matéria-prima para atingir uma concentra-
cao final de 0,5% para precipitar brometo de hexadeciltrimetil aménio. O pre-
cipitado foi removido por filtragdo de profundidade. O filtrado continha o po-

lissacarideo alvo. O vaso de precipitagdo e o filtro foram enxaguados com
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uma solucdo de NaCl/Nal e os enxagues foram combinados com a solugéo
de polissacarideo parcialmente purificado. O filtro foi descartado. O polissa-
carideo foi em seguida filtrado através de um filtro de 0,2 pm.

A solugao de polissacarideo foi concentrada sobre um ultrafiltro
de 30 kDa de MWCO e diafiltrada com uma solugao de cloreto de sodio.

A solugdo de polissacarideo parcialmente purificado foi adicio-
nalmente purificada por filtracdo através de um filtro de profundidade im-
pregnado com carbono ativado. Depois da filtragcédo, o filtro de carbono foi
enxaguado com uma solugao de cloreto de sdédio. O enxague foi combinado
com a solugao de polissacarideo, a qual foi entao filtrada através de um filtro
de 0,2 pm.

A solugao de polissacarideo foi concentrada em um ultrafiltro de
30 kDa de MWCO e ajustado com um tampéo de fosfato de soédio a 1 M para
obter uma concentracgao final de fosfato a sédio a 0,025 M. O pH foi checado
e ajustado para 7,0 + 0,2.

A coluna de hidroxiapatita ceramica (HA) foi equilibrada com
tampao de fosfato de so6dio contendo cloreto de sédio para obter a condutivi-
dade apropriada (15 puS). A solugcdo de polissacarideo foi em seguida carre-
gada sobre a coluna. Sob estas condigdes, impurezas ligadas a resina e o
polissacarideo foi recuperado no fluxo direto da coluna. O polissacarideo foi
jateado através da coluna com tampao e foi filtrado através de um filtro de
0,2 um.

A solugao de polissacarideo foi concentrada usando um filtro de
30 kDa de MWCO. O concentrado foi em seguida diafiltrado com WFI.

A solugédo de polissacarideo diafiltrada foi filtrada através de um
fitro de membrana de 0,2 ym para dentro de recipientes de ago inoxidavel.
Amostras foram removidas para prova de liberagao e o polissacarideo purifi-
cado foi armazenado em 2° a 8°C.

Para caracterizagdo do polissacarideo, vide o Exemplo 3.
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Exemplo 10
Preparacido de Conjugado de Sacarideo Pneumocécico Sorotipo 7F— CRM97

Ativacdo e Conjugacéo
Oxidacao na presenga de periodato de sodio foi realizada por

incubacgao por 16 a 24 horas a 23°C.

A mistura da reacao de ativagdo foi concentrada e diafiltrada 10x
com NaOAc a 10 mM, pH 4,5, usando uma membrana de 100 K de MWCO.
O retentado foi filtrado através de um filtro de 0,2 um.

Sorotipo 7F foi enchido em frascos de liofilizagdo de vidro de 100
mL (preenchimento alvo de 50 mL) e congelado com revestimento a -75°C e
liofilizado.

Frascos de sorotipo liofilizado 7F e CRM,g7 foram trazidos até a
temperatura ambiente e ressuspendidos em DMSO em uma proporgao de
sacarideo / proteina de 1,5:1. Depois da adigdo de cianoboro-hidreto de so6-
dio, a reagéo foi incubada a 23°C por 8 a 10 horas. Aldeidos nao reagidos
foram extintos pela adigdo de boro-hidreto de sédio por incubagédo a 23°C
por 16 horas.

A mistura da reacao foi diluida 10 vezes com salina fria e transferi-
da através de um pré-fitro de 5 ym para dentro de um vaso de retentado. A
mistura da reacao foi diafitrada 10x com salina a 0,9% e 30x com salina tam-
ponada com éuccinato. O retentado foi filtrado através de um filtro de 0,2 um.

A solugdo do conjugado foi diluida para um sacarideo alvo de
0,5 mg/mL de salina a 0,9%, e em seguida filtrada estéril para dentro de re-
ciepientes de concentrado de massa final em uma coifa Class 100. O conju-
gado foi armazenado em 2 a 8°C.

Para caracterizagao do conjugado, vide o Exempio 4.

Exemplo 11
Preparacdo de Polissacarideo Capsular de S. Pneumoniae Sorotipo 19A
S. pneumoniae sorotipo 19A foi obtido do Dr. Gerald Schiffman

da State University of New York, Brooklyn, New York. Para preparagao do
sistema de banco de células, vide o Exemplo 1. Para fermentagao, coleta e

purificagdo do polissacarideo, vide o Exemplo 7. Para caracterizagdo, vide o
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Exemplo 3.

Exemplo 12
Preparacado de Sacarideo Pneumocécico Sorotipo 19A— CRM; 97 Conjugado

Ativacdo e Conjugacao
Recipientes de sacarideo sorotipo 19A foram degelados e com-

binados em um recipiente de reagdo. Acetato de sddio foi adicionado a 10
mM (pH 5,0) e foi realizada oxidacdo na presenga de periodato de sédio por
incubagao por 16 a 24 horas a 23°C. ‘

A mistura da reagao de ativagao foi concentrada e diafiltrada 10x
com 10 mM de acetato, pH 5,0, usando uma membrana de 100 K de MWCO. O
retentado foi filtrado através de um filtro de 0,2 pm.

O sacarideo ativado foi combinado com sucrose seguido pela
adicdo de CRMjg7. A mistura de sacarideo ativado sorotipo 19A e CRMg7
(proporcao a 0,8:1) foi enchida em frascos de liofilizagcdo de vidro de 100 mL
(preenchimento alvo de 50 mL) e congelada com revestimento a -75°C e
liofilizada.

Frascos de material liofilizado foram trazidos até a temperatura
ambiente e ressuspendidos em DMSO. A mistura de sacarideo / proteina, foi
adicionado cianoboro-hidreto de sodio (100 mg/ml). A reagéo foi incubada a
23°C por 15 horas. Depois da incubagdo de cianoboro-hidreto, aldeidos n&o
reagidos foram extintos pela adigdo de boro-hidreto de sédio por incubagao
a 23°C por 3 a 20 horas.

A mistura da reacgdo foi diluida 10 vezes com salina a frio e
transferida através de um pré-filtro de 5 ym para dentro de um vaso de re-
tentado. A mistura da reacgao foi diafiltrada 10x com 0,9% de NaCl, filtrada
por 0,45 ym, e 30x com diafiltragdo usando 5 mM de succinato / 0,9% de
tampao de NaCl, pH 6. O retentado foi filtrado através de um filtro de 0,2 pm.

A solucgdo do conjugado foi diluida para um alvo de 0,5 mg/mL
usando 5 mM de succinato / salina a 0,9%, e em seguida filtrada estéril para
dentro de recipientes de concentrado de massa final em uma coifa Class
100. O conjugado foi armazenado a 2 - 8°C.

Para caracterizacdo do conjugado, vide o Exemplo 4.
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Exemplo 13
Preparacéo de Polissacarideo Capsular de S. Pneumoniae

Sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F
Preparagédo da Cultura de Semente de S. pneumoniae

S. pneumoniae sorotipos 4, 6B, 9V, 18C, 19F e 23F foram obti-
dos do Dr. Gerald Schiffman, State University of New York, Brooklyn, New
York. S. pneumoniae sorotipo 14 foi obtido da ATCC, cepa 6314.

Separadamente, um frasco de cada um dos sorotipos de Strep-

tococcus pneumoniae desejados foi usado para iniciar um lote de fermenta-
cao. Dois frascos contendo um meio a base de soja e vermelho fenol foram
ajustados a uma faixa de pH de 7,4 + 0,2 usando carbonato de sodio, e o
volume requerido de solugdo a 50% de dextrose / 1% de sulfato de magné-
sio foi em seguida adicionado aos frascos. Os dois frascos foram inoculados
com diferentes quantidades de semente. Os frascos foram incubados a 36° +
2°C até o meio ficar amarelo. Depois da incubacdo, as amostras foram re-
movidas de cada frasco e testadas para densidade é6tica (OD) (0,3 a 0,9) e
pH (4,6 a 5,5). Um dos dois frascos foi selecionado para inoculagdo do fer-
mentador de semente.

Meio a base de soja foi transferido para o fermentador de se-
mente e esterilizado. Em seguida um volume de solugdo de 50% de dextrose
/ 1% de sulfato de magnésio foi adicionado ao fermentador. O pH e a agita-
¢ao do fermentador de semente foram monitorados e controlados (pH 6,7 a
7,4). A temperatura foi mantida a 36° + 2°C. O inéculo de sementes (frasco)
foi asseticamente conectado ao fermentador de semente e o indculo foi
transferido. O fermentador foi mantido em controle de pH e as amostras fo-
ram periodicamente removidas e testadas para OD e pH. Quando a OD de-
sejada de 0,5 a 600 nm foi atingida, o fermentador intermediario foi inocula-
do com o caldo de fermentagado do fermentador de semente.

Meio a base de soja foi transferido para o fermentador interme-
diario e esterilizado. Em seguida um volume de solugao a 50% de dextrose /
1% de sulfato de magnésio foi adicionado ao fermentador. O pH e a agitagao

do fermentador intermediario foram monitorados e controlados (pH 6,7 a
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7.4). A temperatura foi mantida a 36° + 2°C. O contetdo do fermentador de
semente foi transferido para o fermentador intermediario. O fermentador foi
mantido em pH controle e as amostras foram periodicamente removidas e
testadas para OD e pH. Quando a OD desejada de 0,5 a 600 nm foi atingida,
o fermentador da producio foi inoculado com o caldo de fermentagdo do
fermentador intermediario.

Meio a base de soja foi transferido para o fermentador da produ-
céo e esterilizado. Em seguida um volume de solugéo a 50% de dextrose /
1% de sulfato de magnésio foi adicionado ao fermentador. O pH e a agitagéo
do fermentador da producgio foram monitorados e controlados (pH 6,7 a 7,4).
A temperatura foi mantida a 36° + 2°C. O fermentador foi mantido em pH
controle e as amostras foram periodicamente removidas e testadas para OD
e pH, até a fermentagéo estar completa.

Sédio deoxicolato foi adicionado ao fermentador até uma con-
centragdo final de cerca de 0,12% em peso/ vol. A cultura foi misturada por
um minimo de trinta minutos e o ponto de ajuste da temperatura foi reduzido
para 10°C. A cultura foi incubada de um dia para o outro e depois de confir-
macao da inativagdo, o pH da cultura foi ajustado para entre 6,4 e 6,8, con-
forme necessario, com 50% de acido acético. A temperatura do fermentador
foi aumentada para 20° + 5°C e os contelidos foram transferidos para o tan-
que de retengao de clarificagao.

Os conteudos do tanque de retengao de clarificagédo (incluindo
os debris celulares) foram processados através de uma centrifuga em uma
taxa de fluxo entre 25 e 600 litros por hora (exceto o Sorotipo 4, em que os
debris celulares foram descartados e a taxa de fluxo foi comprimida até entre
25 e 250 litros por hora). Amostras do sobrenadante foram removidas e tes-
tadas para OD. A OD desejada durante a centrifugagéo foi < 0,15.

Inicialmente, o sobrenadante foi recirculado através de uma
montagem de filtro de profundidade até ser obtida uma OD de 0,05 + 0,03.
Em seguida o sobrenadante foi passado através da montagem de filtro de
profundidade e através de um filtro de membrana de 0,45 um para o tanque

de retencao do filtrado.
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Subsequentemente, o produto foi transferido através de tubos
fechados para a area de purificacao para processamento.

Todas as operagdes acima (centrifugagao, filtracdo e transferéncia) foram
realizadas entre 10°C a 30°C.

Para um processo de fermentagdo e coleta alternativo para os
sorotipos 4 e 6B, vide o processo alternativo descrito no Exemplo 1.
Purificagcéo

A purificagdo de cada polissacarideo pneumocadcico consistiu de
varias operagdes de concentragdo / diafiltragdo, precipitagdo / elutriagao,
cromatografia de coluna, e etapas de filtragao de profundidade. Todos os
procedimentos foram realizadas em temperatura ambiente a mentos que
especificado de modo diverso.

Caldo clarificado das culturas do fermentador do sorotipo de S.
pneumoniae desejado foi concentrado e diafiltrado usando um filtro de 100
kDa de MWCO. Digfiltracao foi realizada usando tampao de fosfato de sddio
a pH < 9,0. Diafiltragdo removeu os componentes meédios de baixo peso mo-
lecular dos biopolimeros de maior peso molecular tais como acido nucleico,
proteina e polissacarideo.

O polissacarideo foi precipitado da solugéo concentrada e diafil-
trada adicionando brometo de hexadeciltrimetil aménio de uma solugao de
matéria-prima para dar uma concentracgédo final de 1% de brometo de hexa-
deciltrimetil amdnio (em peso/ vol) (exceto o Sorotipo 23F, o qual tinha uma
concentracado final de 2,5%). O precipitado de polissacarideo / brometo de
hexadeciltrimetil aménio foi capturado sobre um filtro de profundidade e o
filtrado foi descartado. (Nota: O sorotipo 14 nao precipita; portanto o filtrado
foi retido.) O precipitado de polissacarideo foi ressolubilizado e elutriado re-
circulando uma solugdo de cloreto de sédio através do filtro de profundidade
contendo precipitado. Os filtros foram em seguida enxaguados com solugéao
adicional de cloreto de sodio.

lodeto de sédio (Nal) foi adicionado a solugao de polissacarideo
de uma solugao de Nal de matéria-prima para atingir uma concentragao final

de 0,5% para precipitar brometo de hexadeciltrimetil ambnio (exceto pelo
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Sorotipo 6B, o qual tinha uma concentragéo final de 0,25%). O precipitado foi
removido por filtragdo de profundidade. O filtrado continha o polissacarideo
alvo. O filtro foi descartado. O polissacarideo foi em seguida filtrado através
de um filtro de 0,2 ym.

A solugdo de polissacarideo foi concentrada sobre um ultrafiltro
de 30 kDa de MWCO e diafiltrada com uma solugao de cloreto de sodio.

A solugado de polissacarideo parcialmente purificada foi adicio-
nalmente purificada oir filtracdo através de um filtro de profundidade impreg-
nado com carbono ativado. Depois da filtragado, o filtro de carbono foi enxa-
guado com uma solugdo de cloreto de sodio. O enxague foi combinado com
a solugdo de polissacarideo, a qual foi em seguida filtrada através de um
filtro de 0,2 pm.

A solugao de polissacarideo foi concentrada sobre um ultrafiltro
de 30 kDa de MWCO e o filtro foi enxaguado com uma solugace de cloreto de
sodio. O pH foi checado e ajustado para 7,0 + 0,3.

A coluna de hidroxiapatita ceramica (HA) foi equilibrada com
tampé&o de fosfato de sédio contendo cloreto de sédio até o pH ser 7,0 £ 0,3
e a condutividade foi de 26 + 4 pyS. A solugido de polissacarideo foi em se-
guida carregada sobre a coluna. Sob estas condigdes, impurezas ligaram a
resina e o polissacarideo foi recpuerado no fluxo através da coluna. A solu-
¢éo de polissacarideo foi filtrada através de um filtro de 0,2 pm.

A solugdo de polissacarideo foi concentrada usando um filtro de
30 kDa de MWCO. O concentrado foi em seguida diafiltrado com WFI até a
condutividade ser < 15uS.

A solucao de polissacarideo diafiltrada foi filtrada atraves de um
filtro de membrana de 0,2 ym para dentro de recipientes em massa e arna-
zenada em 2 a 8°C.

Exemplo 14
Preparacdo dos Conjugados de Sacarideos Pneumococicos — CRM1e7
Para os Sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F

Processo de Ativacao

Os sacarideos de sorotipos diferentes seguem diferentes cami-
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nhos para ativagao (hidrélise ou sem hidrolise antes da ativagdo) e conjuga-
¢ao (reagdes aquosas ou de DMSOQO) conforme descrito neste exemplo.

Polissacarideo foi transferido dos recipientes em massa para o
vaso do reator. O polissacarideo foi em seguida diluido em WFI e fosfato de
sodio para uma faixa de concentragéo final de 1,6 a 2,4 mg/mL.

Etapa 1.
Para os sorotipos 6B, 9V, 14, 19F e 23F, pH foi ajustado para pH

6,0 +£0,3.

Para o sorotipo 4, acido cloridrico (concentragao final de acido
de 0,01 M) foi adicionado e a solugao foi incubada por 25 a 35 minutos a 45°
+ 2°C. Hidrdlise foi interrompida resfriando até 21 a 25°C e adicionando fos-
fato de sédio a 1 M para um alvo de pH 6,7 + 0,2. Um teste in-process foi
feito para confirmar um nivel apropriado de despiruvilagao.

Para o sorotipo 18C, acido acético glacial (concentragcdo de aci-
do final de 0,2 M) foi adicionado e a solugao foi incubada por 205 a 215 mi-
nutos a 94° + 2°C. A temperatura foi em seguida reduzida para 21 a 25°C e
fosfato de sédio a 1 a 2 M foi adicionado a um alvo de pH 6,8 £ 0,2.

Etapa 2: Reagdo de Periodato

Os equivalentes molares de periodato de sédio requeridos para
ativacdo de sacarideo pneumocdcico foi determinado usando teor total de
sacarideo (exceto pelo sorotipo 4). Para o sorotipo 4, foi usada uma propor-
¢éo de 0,8 a 1,2 mols de periodato de sédio por mol de sacarideo. Com
completa mistura, a reacao de oxidacgao foi deixada para prosseguir entre 16
a 20 horas em 21 a 25°C para todos os sorotipos exceto 19F para o qual a
temperatura foi < 15°C.

Etapa 3: Ultrafiltragcdo
O sacarideo oxidado foi concentrado e diafiltrado com WFI (tam-

pdo de fosfato de sédio a 0,01 M pH 6,0 para o sorotipo 19F) sobre um ultra-
filtro de 100 kDa de MWCO (ultrafiltro de 5 kDa por 18C). O permeado foi
descartado e o retentado foi filtrado através de um filtro de 0,22 um.
Etapa 4: Liofilizagdo

Para os sorotipos 4, 9V, e 14 o sacarideo concentrado foi mistu-
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rado com proteina de veiculo CRM;g7, enchido dentro de frascos de vidro,
congelado com revestimento e armazenado a < -65°C. O concentrado de
sacarideo-CRM,g7 congelado foi liofilizado e em seguida armazenado a —25°
+ 5°C.

Para os sorotipos 6B, 19F, e 23F uma quantidade especificada
de sucrose foi adicionada a qual foi calculada para obter uma concentragdo
de sucrose de 5% + 3% na mistura da reacdo de conjugacdo. O sorotipo
18C né&o necessitou de adigdo de sucrose. O sacarideo concentrado foi em
seguida enchido dentro de frascos de vidro, congelado com revestimento e
armazenado a < -65°C. O sacarideo concentrado congelado foi liofilizado e
em seguida armazenado a -25° + 5°C.

Processo de Conjugacao

Foram usados dois processos de conjugagao: conjugagido aquo-
sa para os sorotipos 4, 9V, 14 e 18C, e conjugacao de DMSO para os soro-
tipos 6B, 19F e 23F.

Conjugacao Aquosa

Etapa 1: Dissoluggo
Para os sorotipos 4, 9V e 14, a mistura de sacarideo ativado lio-

filizado -CRMg7 foi degelada e equilibrada em temperatura ambiente. O sa-
carideo ativado liofilizado -CRM,g7; foi em seguida reconstituido em tampao
de fosfato de sodio a 0,1 M em uma proporgao tipica de:

e 1L detampao por 16 a 24 g de sacarideo para o sorotipo 4 e 9V

e 1L detampéao por 6 a 10 g de sacarideo para o sorotipo 14

A mistura da reagao foi incubada a 37° + 2°C até dissolugéo total
para o sorotipo 9V e a 23° + 2°C para os sorotipos 4 e 14.

Para o sorotipo 18C, o sacarideo liofilizado foi reconstituido em
uma solugdo de CRM97 em fosfato de sédio dibasico a 1 M em uma propor-
¢ao tipica de 0,11 L de fosfato de sédio por 1 L de solugao de CRMjg7. A
mistura da reagdo (8 a 12 g/L de concentragdo de sacarideo) foi incubada a
23° + 2°C até dissolugao total.

O pH foi testado como um controle in-process neste estagio.

Etapa 2: Reagdo de Conjugacao
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Para os sorotipos 4 e 9V, a reacdo de conjugacao foi iniciada
adicionando a solugao de cianoboro-hidreto de sédio (100 mg/mL) para obter
1,0 a 1,4 mols de cianoboro-hidreto de sddio por mol de sacarideo. A mistura
da reacéao foi incubada por 44 a 52 horas a 37° + 2°C. A temperatura foi em
seguida reduzida para 23° + 2°C e cloreto de sodio a 0,9% foi adicionado ao
reator. Solugdo de boro-hidreto de sodio (100 mg/mL) foi adicionado para
obter 1,8 a 2,2 equivalentes molares de boro-hidreto de sédio por mol de
sacarideo. A mistura foi incubada por 3 a 6 horas a 23° + 2°C. A mistura foi
diluida com cloreto de sdédio a 0,9% e o reator foi enxaguado. A mistura da
conjugacao diluida foi filtrada usando um pré-filtro de 1,2 um para dentro de
um vaso de retengéo.

Para os sorotipos 14 e 18C, a reagao de conjugacgao foi iniciada
adicionando a solugdo de cianoboro-hidreto (100 mg/mL) para obter 1,0 a
1,4 mols de cianoboro-hidreto de sédio por mol de sacarideo. A mistura da
reagado foi incubada por 12 a 24 horas a 23° + 2°C. A temperatura foi aumen-
tada para 37° = 2°C e a reag¢ao foi incubada por 72 a 96 horas. A temperatu-
ra foi em seguida reduzida para 23° + 2°C e 0,9% de cloreto de sodio foi adi-
cionado ao reator. Solugdo de boro-hidreto de sédio (100 mg/mL) foi adiico-
nada para obter 1,8 a 2,2 equivalentes molares de boro-hidreto de sédio por
mol de sacarideo. A mistura foi incubada por 3 a 6 horas a 23° + 2°C. A mis-
tura foi diluida com 0,9% de cloreto de sédio e o reator foi enxaguado. A mis-
tura de conjugacao diluida foi em seguida filtrada usando um pré-filtro de 1,2
pm para dentro de um vaso de retengao.

Etapa 3: 100 kDa de Ultrafiltragdo

A mistura de conjugacéo diluida foi concentrada e diafiltrada so-
bre um ultrafiltro de 100 kDa de MWCO com ou um minimo de 15 volumes
(sorotipo 4) ou 40 volumes (sorotipos 9V, 14, e 18C) de cloreto de sb6dio a
0,9%.

O permeado foi descartado.

Para o sorotipo 4, o retentado foi filtrado através de um filtro de
0,45 pm.

Um controle in-process (teor de sacarideo) foi realizado nesta



10

15

20

25

30

47

etapa.
Etapa 4: Purificagdo de Coluna de HA

Esta etapa foi realizada somente para o conjugado do sorotipo 4.

A coluna de HA foi primeiro neutralizada usando tampéao de fos-
fato de sédio a 0,5 M (pH 7,0 + 0,3) e em seguida equilibrada com cloreto de
sodio a 0,9%. O retentado filtrado (sorotipo 4) foi carregado sobre a coluna
em uma taxa de fluxo de 1,0 L/min. A coluna foi lavada com cloreto de sédio
a 0,9% em uma taxa de fluxo de < 2,0 L/min. O produto foi em seguida elu-
triado com tampao de fosfato de sddio a 0,5 M em uma taxa de fluxo de <
2,0 L/min.

A fragdo de HA foi em seguida concentrada e diafiltrada sobre
uma membrana de 100 kDa de MWCO com um minimo de 20 volumes de
cloreto de sédio a 0,9%. O permeado foi descartado.

Etapa 5: Filtragdo Estéril

O retentado depois da diafiltragcdo a 100 kDa de MWCO foi filtra-
do através de um filtro de 0,22 um. Controles in-process (teor de sacarideo,
proteina livre, sacarideo livre e cianeto) foram realizados sobre o produto
filtrado. Controles in-process sobre o retentado do filtrado foram realizados
para determinar se foram necessarias concentragéo, diafiltragédo, e/ou dilui-
¢ao adicionais para satisfazer os alvos de concentrado de massa final. Estes
testes e testes adicionais foram repetidos em amostras de concentrado de
massa final.

Conforme necessario, o conjugado filtrado foi diluido com cloreto
de sodio a 0,9% de modo a obter uma concentragéao final de menos de 0,55
g/L. Testes de liberagdo para teor de sacarideo, teor de proteina e proporgao
de sacarideo : proteina foram realizados neste estagio.

Finalmente, o conjugado foi filtrado (0,22 pm) e enchido dentro
de latas de aco inoxidavel de 10 L em uma quantidade tipica de 2,64 g/ lata.
Neste estagio, a produgao, teor de sacarideo, teor de proteina, pH, propor-
¢ao de sacarideo : proteina e teor de lisina foram realizadas como controles
in-process. Provas de liberagao (aspecto, proteina livre, sacarideo livre, en-

dotoxina, determinacao do peso molecular, cianeto residual, identidade de
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sacarideo, identidade de CRMg7) foram realizadas neste estagio.

Conjugacao de DMSO

Etapa I: Dissolugdo
Os sorotipos de sacarideos ativados liofilizados 6B, 19F, 23F e a

proteina de veiculo CRM;,g; liofilizada foram equilibrados em temperatura
ambiente e reconstituidos em DMSO. A concentragdo de dissolucao tipica-
mente variou de 2 a 3 gramas de sacarideo (2 a 2,5 g de proteina) por litro
de DMSO.

Etapa Il: Reagdo de Conjugacéo

O sacarideo ativado e proteina de veiculo CRMyg7 foram mistu-
rados por 60 a 75 minutos a 23° + 2°C em uma faixa de propor¢lao de 0,6 g
a 1,0 g de sacarideo/g CRM,g; para os sorotipos 6B e 19F ou 1,2 a 1,8 g de
sacarideo/g de CRM1g7 para o sorotipo 23F.

A reagédo de conjugagao foi iniciada adicionando a solugédo de
cianoboro-hidreto de sédio (100 mg/mL) em uma proporgao de 0,8 a 1,2 e-
quivalentes molares de cianoboro-hidreto de sddio para um mol de sacari-
deo ativado. WFI foi adicionado a mistura da reacao para um alvo de 1%
(v/v) e a mistura foi incubada por mais de 40 horas a 23° + 2°C.

Solugédo de boro-hidreto de sédio, 100 mg/mL (tipico 1,8 a 2,2
equivalentes molares de boro-hidreto de sédio por mol de sacarideo ativado)
e WFI (alvo 5% em v/v) foram adicionados a reagdo e a mistura foi incubada
por 3 a 6 horas a 23° + 2°C. Este procedimento reduziu quaisquer aldeidos
nao reagidos presentes sobre os sacarideos. Em seguida a mistura da rea-
¢ao foi transferida para um tanque de diluicdo contendo cloreto de sdédio a
0,9% a < 15°C.

Etapa lll: Ultrafiltragdo de 100 kDa

A mistura de conjugado diluido foi filtrada através de um filtro de
1,2 um e concentrada e diafiltrada sobre uma membrana de 100 kDa de
MWCO com um minimo de 15 volumes de cloreto de sédio a 0,9% (tampao
de de 0,01 M de fosfato de sdédio / 0,05 M de NaCl foi usado para o sorotipo
23F). O permeado foi descartado. O retentado foi filtrado através de um filtro

de 0,45 um. Uma amostra do conteudo de sacarideo in-process foi colhida
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neste estagio.
Etapa IV: Purificagdo de Coluna de DEAE

Esta etapa foi realizada somente para o sorotipo 23F.

A coluna de DEAE foi equilibrada com tamp&o de 0,01 M de fos-
fato de sddio / 0,05 M de cloreto de sédio. O retentado filtrado (sorotipo 23F)
foi carregado sobre a coluna e lavado com tampao de 0,01 M de fosfato de
sadio / 0,05 M de cloreto de sédio. A coluna foi em seguida lavada com tam-
pao de 0,01 M de fosfato de s6dio / 0,9% de NaCl. O produto foi em seguida
elutriado com tampao de 0,01 M de fosfato de sédio / 0,5 M de cloreto de
sodio.

Etapa V: Ultrafiltragdo a 100 kDa

O retentado de 6B e 19F foi concentrado e diafiltrado com no
minimo 30 volumes de cloreto de sédio a 0,9%. O permeado foi descartado.

O elutriado do sorotipo 23F foi concentrado e diafiltrado com um
minimo de 20 volumes de cloreto de so6dio a 0,9%. O permeado foi descar-
tado.

Etapa VI: Filtraggdo Estéril
O retentado depois da diafiltragdo a 100 kDa de MWCO foi filtra-

do através de filtro de 0,22 um. Controles in-process (teor de sacarideo,
proteina livre, sacarideo livre, DMSO residual e cianeto residual) foram reali-
zados sobre o produto filtrado. Controles in-process sobre retentado filtrado
foram realizados para determinar se foram necessarias concentragao, diafil-
tragdo, e/ou diluigdo adicionaispara satisfazer os alvos de concentrado de
massa final. Estes testes e testes adicionais foram repetidos em amostras de
concentrado de massa final.

Conforme necessario, o conjugado filtrado foi diluido com cloreto
de sodio a 0,9% par obter uma concentracao final de menos de 0,55 g/L.
Testes de liberagdo para teor de sacarideo, teor de proteina e proporgéo de
sacarideo : proteina foram realizados neste estagio.

Finalmente, o conjugado foi filtrado (0,22 um) e enchidos em
latas de ago inoxidavel de 10 L em uma quantidade de 2,64 g/ lata. Neste

estagio, foram realizados produgéo, teor de sacarideo, teor de proteina, pH,
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proporcao de sacarideo : proteina e teor de lisina como controles in-process.
Prova de liberagcdo (aspecto, proteina livre, sacarideo livre, endotoxina, de-
terminagao do peso molecular, cianeto residual, DMSO residual, identidade
do sacarideo e identidade da CRM,g7) foi realizada neste estagio.

Exemplo 15

Formulacdo de uma Vacina de Conjugado Pneumocdécico Multivalente

Os concentrados de massa final dos 13 conjugados contém

0,85% de cloreto de sddio. concentrados de massa tipo 3, 6A, 7F e 19A
também contém 5 mM de tampao de succinato de sddio a pH 5,8. Os volu-
mes requeridos de concentrados de massa foram calculados com base no
volume do lote e nas concentragbes de sacarideo em massa. Depois de
80% do cloreto de sddio a 0,85% (fsalina fisiolégica) e da quantidade reque-
rida de tampao de succinato serem adicionados ao vaso de formulagao pré-
etiquetado, concentrados em massa foram adicionados. A preparagdo foi em
seguida filtrada estéril através de uma membrana de 0,22 pm para dentro de
um segundo recipiente usando uma unidade de filtro de membrana Millipore
Durapore. O primeiro recipiente foi lavado com os restantes 20% de cloreto
de sddio a 0,85% e a solugéao foi passada através do mesmo filtro e coletada
dentro do segundo recipiente. A massa formulada foi misturada gentiimente
durante e depois da adi¢cdo de fosfato de aluminio em massa. O pH foi che-
cado e ajustado caso necessario. O produto em massa formulado foi arma-
zenado em 2 a 8°C.

O produto de massa formulado foi enchido em seringas de vidro
de borossilicato Tipo 1 obtidas da Becton Dickinson. A vacina foi monitorada
em intervalos regulares para turbidez para assegurar a uniformidade da ope-

racao de enchimento. A vacina enchida (Produto Final) foi armazenada em 2
a 8°C.

Exemplo 16
Imunogenicidade da Vacina de Conjugado 13-Valente

Até o momento, os estudos pré-clinicos realizados sobre a vaci-

na 13vPnC tém sido em coelhos. Os estudos n? HT01-0021 e n2 HT01-0036

foram desenhados para examinar de modo independente o efeito da conju-
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gagdo quimica de polissacarideos capsulares (PSs) de S. pneumoniae a
CRM:97 e 0 efeito de adjuvante de fosfato de aluminio (AIPQO,4) sobre a rea-
¢ao imune a vacina 13vPnC em coelhos. Estes efeitos foram caracterizados
por ELISA antigeno-especifico para concentragoes séricas de IgG e para
funcéo de anticorpos por prova opsonofagocitica (OPA).
Estudo n®° HT01-0021

O estudo n® HT01-0021 examinou a capacidade da vacina

13vPnC com adjuvante AIPO,4 para provocar reagdes imunes especificas
para os sorotipos da vacina. Os sorotipos pneumocécicos representados na
vacina 13vPnC incluem os tipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F
e 23F. Objetivos secundarios incluiram uma avaliagdo da cinética e da du-
ragao da reagao de anticorpos. Coelhos New Zealand White foram imuniza-
dos por via intramuscular na semana 0 e na semana 2 com a dose clinica
humana planejada de cada polissacarideo (2 ug de cada PS, exceto 4 ug de
6B) formulada com ou sem AIPO4 (100 pg /dose). Soros foram coletado em
varios pontos de tempo. IgG sorotipo especifica foi medida por ELISA e a
atividade funcional foi avaliada por OPA.

A Tabela 3 mostra o titulo médio geométrico (GMT) obtido em
amostras de soro reunidas, depois de duas doses da vacina de 13vPnC.
Uma proporgao das IgG GMTs foi usada para comparar respostas da sema-
na 4 a semana 0. Estes dados demonstram que a inclusdo de AIPO,4 na for-
mulag&o 13vPnC provocou maiores niveis de anticorpo IgG em comparagao
com a mesma vacina sem adjuvante. Embora as reagdes de anticorpos te-
nham sido maiores quando AIPOy foi incluido na formulacdo, estes aumentos
nao foram estatisticamente significativos.

Reacgdes de anticorpos funcionais também foram avaliadas em
coelhos depois de imunizagdo com as duas formulagdes de 13vPnC (Tabela
4). Ao comparar formulagdes de vacina com ou sem adjuvante, foram obser-
vadas maiores GMTs em OPA no grupo de tratamento das vacinas 13vPnC
+ AIPO;. Titulos OPA foram detectados em grupos de soro da semana 4 pa-
ra todos os sorotipos da vacina em ambos os grupos. Para a maoria dos so-

rotipos, os titulos OPA medidos na semana 4 foram no minimo 4 vezes mai-
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ores do que os titulos na semana 0 (linha basal).

As reagdes cinéticas para cada um dos sorotipos de vacina
13vPnC foram avaliadas from serum pools de ambos os grupos de tratamen-
to. Titulos de IgG para cada sorotipo foram medidos de coletas de sangue
na semana 0 e semanas 1, 2, 3, 4, 8, 12, 26, e 39 e em seguida compara-
dos. Com a excegao do sorotipo 1, reagdes de anticorpos em animais rece-
bendo vacina com adjuvante foram superiores as que receberam vacina sem
adjuvante e tiveram pico na semana 2 do esquema de imunizagao (dados
nao mostrados).

Globalmente, os dados indicam que a vacina 13vPnC formulada
com fosfato de aluminio € imunogénica em coelhos, provocando reagdes de
anticorpos substanciais para os polissacarideos capsulares pneumocdécicos
contidos na vacina e estas reagdes estdo associadas com atividade funcio-
nal. As reacgdes observadas para os sete sorotipos de nlcleo depois de i-
munizagdo com 13vPnC + AIPO,4 sdo consistentes com reagdes historicas

de coelhos para a formulagao heptavalente.
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Estudo n° HT01-0036

O estudo n? HT01-0036 comparou reagdes imunes de coelho

com os polissacarideos (PSs) contidos na vacina, depois de imunizagdo com
a vacina 13vPnC com ou sem conjugégéo com a proteina CRM,g7. Coelhos
New Zealand White foram imunizados por via intramuscular na semana 0 e
na semana 2 com uma dose de 2,2 ug de cada PS (exceto 4,4 ng de 6B). Os
animais receberam uma de trés preparagoes de vacina: (a) 13vPnC (PS di-
retamente conjugado a CRM,g7), (b) 13vPnPS, (PS livre) ou (c) 13vPnPS +
CRMg7 (PS livre misto com CRM;g7). Todas as preparagdes de vacina con-
tinham AIPO,4 como o adjuvante em 125 ng/ dose.

Reac¢des imunes especificas do sorotipo para todas as prepara-
¢oes de vacina foram avaliadas em um ELISA de IgG e OPA mediado pelo
complemento medindo anticorpos funcionais. As reagbes imunes foram
comparadas entre os grupos de tratamento.

A Tabela 5 apresenta dados de GMT obtidos de sangrias da
semana 4 analisadas em ELISAs de IgG antigeno especificas. Analises adi-
cionais mostram a proporg¢ao de valores de GMT na semana 4 para a sema-
na 0. Os dados indicam que a preparagao de vacina conjugada provocou
titulos séricos de IgG maiores do que PS ou vacina de CRM;g7 +PS livre.
Com a excegado de S. pneumoniae tipo 14, a vacina 13vPnC foi capaz de
induzir anticorpos funcionais para as cepas tipicas de S. pneumoniae em um
OPA (Tabela 6). Depois de duas imunizagdes com ou a vacina 13vPnPS ou
13vPnPS + CRM;g7, nenhuma pode induzir titulos OPA > 8 vezes na semana
4 em relagao a semana 0 para 10 dos 13 sorotipos medidos (Tabela 6).

Em conclusao, estes resultados indicam que a conjugac¢do dos
polissacarideos da vacina pneumocoécica 13-valente produz maiores titulos
séricos de 1gG e maior atividade de anticorpos funcionais global do que a

vista com polissacarideo livre somente ou misto com CRM1g7 ndo conjugado.
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Exemplo 17
Procedimento Alternativo para Conjugacio de Sacarideo Pneumocdcico So-

rotipo 19A — CRM197

Visdo Geral
O exemplo seguinte descreve um processo para produzir um

conjugado imunogénico compreendendo polissacarideo de Streptococcus
pneumoniae sorotipo 19A encadeado de modo covalente a uma proteina de
veiculo. Em geral, depois de oxidagao por periodato (ativagdo) para gerar
grupamentos aldeido reativos sobre o polissacarideo, o polissacarideo soro-
tipo 19A foi coliofilizado com a proteina de veiculo e foi realizada conjugagao
em dimetil sulféxido (DMSO) atravées de um mecanismo de aminagao reduti-
va na presencga de cianoboro-hidreto de sédio. Ao contrario dos processos
de conjugacao envolvendo discreta liofilizagdo de polissacarideos e protei-
nas de veiculo em DMSO, ou processos envolvendo coliofilizagdo aquosa de
polissacarideos e proteinas de veiculo sem DMSO, o aprimoramento do pro-
cesso seguinte proporcionou aprimorada eficiéncia da conjugagao e controie
sobre a estabilidade dos polissacarideos sorotipo 19A conforme medido pelo
tamanho molecular e pela percentagem de sacarideo livre. Embora este pro-
cesso seja descrito para o polissacarideo sorotipo 19A, este processo tam-
bém pode ser usado para sorotipos que sido estruturalmente similares ao
sorotipo 19A, tais como 6A, 6B, e 19F os quais também contém ligacdes fos-
fodiéster entre suas unidades de repetigio.
Ativacao

Recipientes de polissacarideo sorotipo 19A foram degelados e
combinados em um vaso de reagdo. Foram realizadas reagdes de oxidagao
em acetato de sédio a 10 mM (pH 5) pela adicdo de tampao de acetato de
sédio a 100 mM (pH 5) em uma concentragado de polissacarideo de 2
mg/mL. Foi realizada oxidagdo na presenga de periodato de sédio por incu-
bagdo em 23 + 2 °C por 16 a 24 horas com centrifugagcao a 150 rpm.

Purificacdo de Polissacarideo Ativado

Concentracao e diafiltragcdo do polissacarideo ativado sorotipo

19A foi realizada com cassetes de ultrafiltracédo de 0,093 m? (1 ft?) de polis-
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sulfona Pall Centramate de 30K ou 100K de MWCO. Foi usado um estimulo
de membrana alvo de 2 gramas de polissacarideo por 0,093 m? (ft?) de area
de membrana para purificagao do polissacarideo ativado. O sistema de ultra-
filtragcao foi equilibrado em tampao de acetato de sédio a 10 mM (pH 5) antes
da adigdo da solugdo da reagao de oxidagdo. A solucao da reagao de oxida-
¢ao foi entdo concentrada e diafiltrada contra acetato de so6dio a 10 mM (pH
5). O polissacarideo ativado foi entdo armazenado em 5 + 3°C por até 14
dias anes do material ser combinado para liofilizagao.
Processo de Coliofilizacdo e Conjugacao

O pH do polissacarideo ativado sorotipo 19A foi ajustado para

pH 6,5 + 0,2 pela adicdo de fosfato de sddio a 1 M dibasico. O polissacari-

deo ativado foi combinado com sucrose em uma proporgao de 25 gramas de
sucrose por grama de polissacarideo, seguida por combinagdo com CRMg7
em uma proporgdo de 0,8 sacarideo / proteina. Depois de congelamento
com revestimento (shell freezing), os frascos de vidro de 100 mL foram dis-
postos em armazenamento em -25°C.

Os frascos de polissacarideo / CRM;g7 coliofilizados foram re-
movidos do freezer a -25°C e deixados para equilibrar até a temperatura
ambiente em uma coifa de fluxo laminar. Os frascos foram amostrados alea-
toriamente para analise da umidade. Dissolugdo do material de polissacari-
deo ativado / CRMyg; coliofilizado em DMSO foi realizada a 2 mg/mL nos
fracos de liofilizagdo. A solugao de polissacarideo ativado / CRM197 DMSO
foi entao transferida para o vaso de conjugagao e agitada por 60 a 75 min
em 23 + 2°C a 70 a 120 rpm. Com agitagdo, um equivalente molar de ciano-
boro-hidreto de soédio foi entdo adicionado, seguido por 1% de WFI. A solu-
¢ao da reagao foi entdo agitada em 23 + 2°C por 8 a 16 horas. Um equiva-
lente molar de boro-hidreto de sédio foi adicionado ao vaso de conjugacao
para a reagdo de capeamento e a solugao foi agitada em 23 + 2°C por 3 a
16 horas. A solugdo da reagéo foi em seguida diluida 10 vezes em cloreto de
sodio a 0,9% frio (2 a 8°C).

A solugdo da reagédo diluida 10 vezes foi passada através de um

filtro de de 1,2/5,0 um e em seguida concentrada até 1 a 2 g/L sobre um sis-
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tema de ultrafiltragio equipado com with uma membrana de 0,093 m? (1 ft?)
de celulose regenerada de 300 K ou 1000 K de MWCO. Um estimulo de filtro
de 1 a 2 gramas de polissacarideo por 0,093 m? (1 ft?) de area de membrana
foi usado para a purificagdo. Em seguida foi realizada uma diafiltragdo de
10X da solugdo do conjugado contra cloreto de sodio a 0,9%. Na limpeza da
membrana, uma diafiltragcdo de 30X da solugdo do conjugado foi em seguida
realizada contra tampédo a 5 mM de succinato de sédio / 0,9% de cloreto de
sodio (pH 6). O conjugado purificado foi entdo passado através de um filtro
de 0,22 um e foram removidas amostras para experimentagao pre-FBC. A
solugao do conjugado foi entdo armazenada em 5 + 3°C por até 30 dias até
preparagao do Concentrado da Massa Final (FBC).

Preparacao do Concentrado da Massa Final

A solugao do conjugado pré-FBC foi diluida até uma concentra-

¢do alvo de 0,5 g/L usando tampao a 5 mM de succinato de sédio / 0,9% de
cloreto de sodio. A solugao foi misturada com agitagdo magnética por apro-
ximadamente 15 minutos e em seguida passada através de um filtro de 0,22
um para dentro de frascos de FBC de polipropileno estéreis. A solugido do
conjugado de FBC foi entdo armazenada em 5 + 3°C.

Foi realizada caracterizagcdo do conjugado conforme descrito no

Exemplo 4.
Coliofilizacdo vs. Discreta Liofilizacdo em DMSO

Foram produzidos doze lotes de 1 a 6 gramas de conjugado de
sorotipo 19A, com seis produzidos usando o metodo de co-liofiilizagdo com
DMSO descrito acima e seis produzidos usando um método de discreta liofi-
lizaggdo com DMSO conforme descrito no Exemplo 8 acima. Foi realizada
caracterizagdo do conjugado conforme descrito no Exemplo 4, incluindo o
uso de meios de cromatografia de exclusdo de tamanho (CL-4B) para tragar
o perfil da distribuicdo de tamanho molecular relativo do conjugado e uma
prova de acido urdnico para medir a concentragao de sacarideo. Com res-
peito a estabilidade de longo termo do conjugado de sorotipo 19A, uma re-
ducdo no tamanho molecular de cerca de 10% com um aumento concomi-

tante nos niveis de sacarideo livre de cerca de 10% € esperada durante um
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periodo de 18 meses. Por conseguinte, na produgido de conjugados do soro-
tipo 19A, um valor preferencial para tamanho molecular do conjugado ¢é cer-
ca de 70% de 0,3 Kd, com um nivel de sacarideo livre preferencial abaixo de
cerca de 20 a 25%.

Conforme mostrado na Tabela 7, a caracterizagdo dos conjuga-
dos de sorotipo 19A produzidos por ambos os métodos mostrou que o pro-
cesso de coliofilizagado proporcionou caracteristicas de conjugado significati-
vamente aprimoradas em termos tanto de tamanho molecular bem como da
percentagem de sacarideo livre comparado com o processo de discreta liofi-
lizagao.

Tabela 7. Comparacgdes de Caracteristicas de Conjugado Chave para Colio-

filizagdo do Sorotipo 19A em DMSO vs. Discreta Liofilizagao

Coliofilizacdo (n = 6) | Discreta Liofilizacdo (n = 6)
Caracteristica Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao
% 0,3 Kd (CL-4B) 67 | 7,2 58 13,0
sacarideo
Sacarideo Livre (%) <18 <3,5 31 9,2

Deve ser entendido que a discussao e os exemplos precedentes
simplesmente apresentam uma descrigdo detalhada de algumas modalida-
des. Portanto deve ser evidente para aqueles com conhecimento regular da
técnica que varias modificagcbes e equivalentes podem ser produzidos sem
se afastar do espirito e do &mbito da invencgao.

Todos os artigos de periddicos, outras referéncias, patentes e
requerimentos de patente que sao identificados neste requerimento de pa-

tente sdo incorporados por meio de referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICAGOES

1. Método para produzir um conjugado imunogénico compreen-
dendo polissacarideo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 19A encadea-
do de modo covalente a uma proteina de veiculo, o método compreendendo:

(a) reagir polissacarideo sorotipo 19A purificado com um agente
oxidante resultando em um polissacarideo sorotipo 19A ativado;

(b) combinar o polissacarideo sorotipo 19A ativado com uma
proteina de veiculo;

(c) coliofilizar o polissacarideo sorotipo 19A ativado combinado e
proteina de veiculo; -

(d) ressuspender o polissacarideo sorotipo 19A ativado combi-
nado e proteina de veiculo em dimetil sulféxido (DMSO);

(e) reagir o polissacarideo sorotipo 19A ativado combinado e
proteina de veiculo com um agente redutor resultando em um conjugado de
polissacarideo sorotipo 19A : proteina de veiculo; e

(f) rematar aldeidos nao reagidos no conjugado de polissacari-
deo sorotipo 19A : proteina de veiculo resultando em um conjugado imuno-
génico compreendendo polissacarideo de Streptococcus pneumoniae soroti-
po 19A encadeado de modo covalente a uma proteina de veiculo.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a proteina
de veiculo € CRMig7.

3. Método de acordo com a reivindicagédo 2, em que o polissaca-
rideo sorotipo 19A ativado e CRM4g7 sdo combinados em uma proporgao de
0,8:1.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o pH do po-
lissacarideo sorotipo 19A ativado € ajustado para 6,5 + 0,2 antes de combi-
nar com a proteina de veiculo.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o polissaca-
rideo sorotipo 19A ativado € combinado com sucrose antes de combinar
com a proteina de veiculo.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo a-

dicionalmente purificar o conjugado imunogénico.
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7. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o agente
oxidante é periodato de sodio.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o agente
redutor € cianoboro-hidreto de sédio.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que rematar al-
deidos nao reagidos compreende reagir o conjugado de polissacarideo soro-
tipo 19A : proteina de veiculo com boro-hidreto de sédio.

10. Método para produzir um conjugado imunogénico compre-
endendo polissacarideo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 19A enca-
deado de modo covalente a uma proteina de veiculo, o método compreen-
dendo:

(a) reagir polissacarideo sorotipo 19A purificado com periodato
de sodio resultando em um polissacarideo sorotipo 19A ativado;

(b) ajustar o pH do polissacarideo sorotipo 19A ativado para 6,5
+0,2;

(c) combinar o polissacarideo sorotipo 19A ativado com sucrose;

(d) combinar o polissacarideo sorotipo 19A ativado com uma
proteina de veiculo em uma proporgao de 0,8:1;

(e) coliofilizar o polissacarideo sorotipo 19A ativado combinado e
proteina de veiculo;

(f) ressuspender o polissacarideo sorotipo 19A ativado combina-
do e proteina de veiculo em dimetil suiféxido (DMSO);

(g) reagir o polissacarideo sorotipo 19A ativado combinado e
proteina de veiculo com cianoboro-hidreto de sdédio resultando em um con-
jugado de polissacarideo sorotipo 19A : proteina de veiculo; e

(h) rematar aldeidos nao reagidos no conjugado de polissacari-
deo sorotipo 19A : proteina de veiculo com boro-hidreto de sédio resultando
em um conjugado imunogénico compreendendo polissacarideo de Strepto-
coccus pneumoniae sorotipo 19A encadeado de modo covalente a uma pro-
teina de veiculo.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a proteina

de veiculo € CRMg7.
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12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo
adicionalmente purificar o conjugado imunogénico.

13. Método para produzir um conjugado imunogénico compre-
endendo um polissacarideo de Streptococcus pneumoniae encadeado de
modo covalente a uma proteina de veiculo em que o referido polissacarideo
compreende uma ligacao fosfodiéster entre unidades de repeticao, o método
compreendendo:

(a) reagir o referido polissacarideo com um agente oxidante re-
sultando em um polissacarideo ativado;

(b) combinar o polissacarideo ativado com uma proteina de vei-
culo;

(c) coliofilizar o polissacarideo ativado combinado e proteina de
veiculo;

(d) ressuspender o polissacarideo ativado combinado e proteina
de veiculo em dimetil sulféxido (DMSO);

(e) reagir o polissacarideo ativado combinado e proteina de veiculo
com um agente redutor resultando em um conjugado de polissacarideo : prote-
ina de veiculo; e

(f) rematar aldeidos nao reagidos no conjugado de polissacari-
deo : proteina de veiculo resultando em um conjugado imunogénico com-
preendendo polissacarideo de Streptococcus pneumoniae encadeado de
modo covalente a uma proteina de veiculo.

14. Método de acordo com a reivindicagao 13, em que o referido
polissacarideo compreendendo uma ligagao fosfodiéster entre unidades de
repeticdo é polissacarideo de Streptococcus pneumoniae sorotipo 19A, 19F,
6A, ou 6B.

15. Método de acordo com a reivindicagao 13, em que a proteina

de veiculo € CRMg7.
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Distribui¢do de Isolados Pneumocdcicos com Resisténcia a Penicilina em Criangas <5 anos (1998)
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RESUMO
Patente de Invengdo: "COMPOSICAO DE CONJUGADO DE POLISSACARI-
DEO-PROTEINA PNEUMOCOCICO MULTIVALENTE".

A presente invencgao refere-se a uma composigao imunogénica
tendo 13 conjugados de polissacarideo-proteina distintos e opcionalmente, um
adjuvante a base de aluminio. Cada conjugado contém um polissacarideo
capsular preparado a partir de um sorotipo diferente de Streptococcus
pneumoniae (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F) conjugado
a uma proteina de veiculo. A composi¢cdo imunogénica, formulada como
uma vacina, aumenta a cobertura contra doenga pneumocécica em bebés e
criangas pequenas globalmente, e proporciona cobertura para os sorotipos
6A e 19A que ndo é dependente das limitagdes de protegédo cruzada do so-
rogrupo. Também sao proporcionados métodos para produzir um conjugado
imunogénico compreendendo polissacarideo de Streptococcus pneumoniae
sorotipo 19A nos quais o0 polissacarideo sorotipo 19A & coliofilizado com
uma proteina de veiculo e a conjugacao é realizada em dimetil sulféxido

(DMSO) através de um mecanismo de aminagao redutiva.
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