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OS METODOS EXISTENTES DE PREPARACAO DE OMV MENINGOCOCICA ENVOLVEM O USO DE
DETERGENTE DURANTE A RUTURA DA MEMBRANA ACTERIANA. DE ACORDO COM A
INVENGAO, A RUTURA DA MEMBRANA E REALIZADA SUBSTANCIALMENTE NA AUSENCIA DE
DETERGENTE. AS OMVS RESULTANTES RETEM IMPORTANTES COMPONENTES
IMUNOGENICOS BACTERIANOS, PARTICULARMENTE (l) A PROTEINA DE SUPERFICIE DE
PROTECAO NSPA, () A PROTEINA NMB2132 E (lll) A PROTEINA NMB1870. UM PROCESSO
TIPICO ENVOLVE OS SEGUINTES PASSOS: (A) TRATAMENTO DE CELULAS BACTERIANAS, NA
AUSENCIA SUBSTANCIAL DE DETERGENTE; (B) CENTRIFUGACAO DA COMPOSICAO DO PASSO
(A) PARA SEPARAR AS VESICULAS DA MEMBRANA EXTERNA A PARTIR DE CELULAS
TRATADAS E DETRITOS CELULARES, E RECOLHA DO SOBRENADANTE; (C) REALIZACAO DE
UMA CENTRIFUGAGAO DE ALTA VELOCIDADE DO SOBRENADANTE A PARTIR DO PASSO (B) E
RECOLHA DAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA NUM PELLET; (D) RE-DISPERSAO DO
PELLET DO PASSO (C) NUM TAMPAO; (E) REALIZAR UMA SEGUNDA CENTRIFUGACAO A ALTA
VELOCIDADE, DE ACORDO COM O PASSO (C), RECOLHENDO AS VESICULAS DE MEMBRANA
EXTERNA NUM PELLET; (F) RE-DISPERSAO DO SEDIMENTO DO PASSO (E) NUM MEIO AQUOSO.



RESUMO

APERFEICOAMENTO EM VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA BACTERIANAS

Os métodos existentes de preparacdo de OMV meningocdcica
envolvem o uso de detergente durante a rutura da membrana
bacteriana. De acordo com a invencdo, a rutura da membrana €
realizada substancialmente na auséncia de detergente. As OMVs
resultantes retém importantes componentes imunogénicos
bacterianos, particularmente (i) a proteina de superficie de
protecdo NspA, (ii) a proteina NMB2132 e (iii) a proteina
NMB1870. Um processo tipico envolve o0s seguintes passos: (a)
tratamento de células bacterianas, na auséncia substancial de
detergente; (b) centrifugacdo da composicdo do passo (a) para
separar as vesiculas da membrana externa a partir de células
tratadas e detritos celulares, e recolha do sobrenadante; (c)
realizacdo de uma centrifugacdo de alta velocidade do
sobrenadante a partir do passo (b) e recolha das vesiculas de
membrana externa num pellet; (d) re-dispersdo do pellet do
passo (c¢) num tampdo; (e) realizar uma segunda centrifugacédo a
alta velocidade, de acordo com o passo (c), recolhendo as
vesiculas de membrana externa num pellet; (f) re-dispersdo do

sedimento do passo (e) num meio agquoso.



DESCRICAO

APERFEICOAMENTO EM VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA BACTERIANAS

CAMPO TECNICO
Esta invencdo refere-se ao campo da preparacdo de vesiculas

para fins de imunizacé&o.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Uma das varias tentativas para imunizacdo contra a infeccdo da
N. meningitidis ¢é a wutilizacdo de vesiculas de membranas
externas (OMVs). O Norwegian National Institute of Public
Health tem produzido (e.g. ref.l) uma vacina eficaz contra o
serogrupo B, mas, embora esta vacina seja segura e evite a
doenca MenB, a sua eficédcia é limitada a estirpe usada para

produzir a vacina.

A wvacina “RIVM” ¢é Dbaseada em vesiculas contendo seis
diferentes sub-tipos porA e tem demonstrado ser imunogénica em

criancas em ensaios clinicos na fase II [2].

A referéncia 3 revela uma vacina contra diferentes serotipos
patogénicos de meningococos do serogrupo B, baseado em OMVs
que retém um complexo de proteina de 65-kDa. A referéncia 4
revela uma vacina compreendendo OMVs de estirpes
meningocdcicas, geneticamente concebidas, com as OMVs
compreendendo: pelo menos um proteina de membrana externa da
Classe 1 (OMP), mas ndo compreendendo uma OMP de Classe 2/3.
A referéncia 5 revela OMVs compreendendo OMPs que tem mutacdes
nos seus anéis de superficie e OMVs compreendendo derivados de

lipopolissacarido meningocécico (LPS).



A referéncia o revela composicdes compreendendo OMVs
suplementadas com proteinas de 1ligacdo a transferrina (e.qg.
TbpA e TbpB) e/ou Cu,Zn-superdxido dismutase. Referéncia 7
revela composicdes compreendendo OMVs suplementadas com varias
proteinas. A referéncia 8 revela preparacdes das vesiculas da
membrana obtidas a partir de N. meningitidis com um gene

modificado fur.

Assim como no serogrupo B da N. meningitidis, foram preparadas
vesiculas para outras bactérias. A referéncia 9 revela um
processo para preparar vacinas Dbaseadas em OMV para o
serogrupo A de meningococos. As referéncias 10 e 11 revelam
vesiculas de N. gonorrhoeae. A referéncia 12 revela
preparacdes de vesiculas a partir de N. lactamica. Foram
também preparadas vesiculas a partir de Moraxella catarrhalis
[13,14], Shigella flexneri [15,16], Pseudomonas aeruginosa
[15,16], Porphymmoncts gingivalis [17], Treponema pallidum
[18], Flaemophilus influenzae [19 & 20] e Helicobacter pylori
[21].

Uma desvantagem das preparacdes das vesiculas bacterianas é
que ndo estdo presentes importantes antigénios protectores.
Para reter antigénios tais como NspA em preparacdes OMV, a
referéncia 20 revela qgque a expressdo nspA deve ser supra-
regulada com concomitante porA e separacdo de cps. E um
objecto da invencdo fornecer outras preparacgdes de vesiculas e
melhoradas, ao mesmo tempo que processos para o seu fabrico.
Em particular, é um objecto da invencdo fornecer vesiculas que
retém 1importantes componentes imunogénicos bacterianos a

partir de N. meningitidis.



EXPOSICAO DA INVENGCAO

Os métodos da técnica anterior de preparacdo de OMV
meningocdcica envolvem o uso de detergente durante a disrupcédo
da membrana bacteriana [e.g. ver a ref.22, em que ¢é usado um
detergente desoxicolado]. A invencdo é baseada na descoberta
surpreendente de que a disrupcdo da membrana, na auséncia de
detergente, resulta em OMVs que retém importantes componentes
imunogénicos bacterianos, particularmente (i) a proteina de
superficie NspA protectora, (ii) a proteina Y2877, e (iii) a

proteina “7417.

Portanto, a invencdo fornece um processo para o fabrico duma
vesicula de membrana exterior a partir de uma bactéria, em que
a membrana bacteriana é rompida substancialmente na auséncia
de detergente. As preparacdes de OMV sdo também obtidas pelos
processos da invencéao.

Para obter vesiculas de NspA'™®, o processo da invencdo é muito
mais simples do que a realizacdo de multiplas manipulacdes

genéticas, como descrito na referéncia 20.

O processo da invencdo envolverd tipicamente o0s seguintes
passos Dbésicos: a) tratamento de células Dbacterianas na
auséncia substancial de detergente; b) centrifugacdo da
composicdo a partir do passo a) para Sseparar as vesiculas de
membrana exterior, a partir de células tratadas e residuos de
células, e recolha do sobrenadante; <c¢) realizacdo de uma
centrifugacdo a alta velocidade do sobrenadante a partir do
passo Db) e recolha das vesiculas de membrana externa num
pellet; d) redispersdo do pellet a partir do passo c) num
tampdo; e) realizacdo duma segunda centrifugacdo de alta

velocidade, de acordo com o0 passo c), recolhendo as vesiculas



de membrana externa num pellet; f) redispersdo do pellet a

partir do passo e€), num meio aquoso.

O processo pode também compreender o8 seguintes passos: g)
realizar a filtracdo esterilizada através de, pelo menos, dois
filtros de diminuicdo da dimensdo de poro da composicédo
redispersada, a partir do passo f); e h) incluir,
opcionalmente, a composicdo a partir do passo g) num veiculo

farmaceuticamente aceitavel e/ou uma composicdo adjuvante.

O passo a) d& origem a vesiculas da membrana exterior
bacteriana, e as vesiculas compreendem, geralmente,
componentes de membrana externa substancialmente na sua forma
nativa. Vantajosamente, s&do preservados os componentes NspA da

membrana, %“2877 e “7417.

O passo (b) envolverd, tipicamente, a centrifugacdo entre os

5000 - 10000 g durante mais duma hora.

Os passos (c) e (e) envolverdo, tipicamente, a centrifugacéo

entre os 35000 - 100000 g até 2 horas.

Os ©passos de centrifugacdo sdo preferivelmente realizados

entre os 2°C e os 8°C.

Qualquer tampdo adequado pode ser usado no passo (d), e.g.,
tampdo Tris, tampdo fosfato, tampdo histidina, etc., O passo
(f) pode também envolver o uso de um tampdo que pode ser o
mesmo tampdo que o usado no passo (d), ou pode simplesmente

envolver o uso de adgua (e.g. agua para injeccéo).

O passo (g) termina, preferivelmente, com um filtro de tamanho

de poro de cerca de 0,2um.



A invencdo também fornece uma composicdo de vesicula de N.
meningitidis, caracterizada por as vesiculas incluirem (i) a
proteina NspA, (ii) a proteina “287”, e (iii) a proteina

\\74111.

As bactérias

As bactérias a partir das quais sdo preparados os OMVs podem
ser Gram-positivas, mas podem ser, preferivelmente, Gram-
negativas. As Dbactérias podem ser provenientes do género
Moraxella, Shigella, Pseudomonas, Treporrema, Porphyromonas ou
Helicobacter (ver acima para as espécies preferidas), mas,
preferivelmente do género Neisseria. As espécies Neisseria
preferidas s&d&o a N. meningitidis e a N. gonorrhoeae. Dentro da
N. meningitidis, pode ser usado gqualquer um dos serogrupos A,
C, W136 e Y, mas é preferivel preparar vesiculas dos serogrupo
B. As estirpes preferidas dentro do serogrupo B sdo as MC58,

2996, H4476 e 394/98.

Para reduzir a atividade pirogénica, ¢é preferivel qgue as

bactérias tenham baixos niveis de endotoxinas (LPS). Séo
conhecidas bactérias mutantes adequadas, e.qg. Neisseria
mutante [23] e o Helicobacter mutante [24]. Os processos para

preparar as membranas exteriores destituidas de LPS, a partir

de bactérias Gram-negativas, sdo revelados na referéncia 25.

As Dbactérias podem ser do tipo selvagem, ou podem ser
bactérias recombinantes. As bactérias recombinantes preferidas
sobre-expressam (em relacdo a estirpe selvagem correspondente)
imunogénicos tais como NspA, 287, 741, TbpA, TbpB, superdxido
dismutase [6), etc. As bactérias podem expressar mais do gue
uma proteina da membrana exterior PorA da classe I, e.g. 2, 3,
4, 5 dos subtipos PorA: P1.7,16; Pl¢.19,15; P1.5c,10;
P1.12,13; e P1.7h,4 [e.g. refs 26, 27].



O processo da invencdo envolveréd, tipicamente um passo inicial
de cultura da bactéria, seguido, opcionalmente, por um pPasso

de concentracdo das células cultivadas.

Disrupgdo da Membrana
A disrupcdo da membrana para a formacdo de vesiculas ¢é

substancialmente realizada na auséncia de detergente.

Em particular, a disrupcéo da membrana pode ser
substancialmente realizada na auséncia dum detergente de
desoxicolato, estando presentes, opcionalmente, outros

detergentes.

A disrupcdo da membrana pode ser substancialmente realizada na
auséncia dum detergente idénico, estando opcionalmente presente
um detergente n&o idénico. Alternativamente, pode ser
realizado, substancialmente na auséncia dum detergente néo
iénico, estando o detergente idénico opcionalmente presente.
Nalgumas modalidades, nem o detergente idnico nem o ndo idnico

estdo presentes.

Os passos apbds a disrupcdo da membrana e a formacdo da
vesicula podem envolver o uso de detergente. Assim, ¢&
abrangido pela invencdo um processo em que ocorre a disrupcéo
da membrana na auséncia de detergente, mas em que o detergente

é posteriormente adicionado as vesiculas preparadas.

O termo “substancialmente na auséncia” significa que o
detergente em questdo estd presente numa concentracdo nédo
superior a 0,05% (e.g. <£0,025%, <0,015%, <0,010%, <0,005%,
<0,002%, <0,001%, ou mesmo 0%) durante a disrupcdo da

membrana. Assim, ndo estdo excluidos o0s processos em que estédo



presentes o0s vestigios de quantidades de detergente, durante a

preparacdo da vesicula.

A disrupcgdo da membrana, na auséncia de detergente, pode ser
realizada numa bactéria intacta, usando técnicas fisicas, e.g.
sonicacdo, homogeneizacdo, microfluidizacdo, cavitacdo, choque

osmbético, trituracdo, moagem, prensa francesa, mistura, etc.

As vesiculas

Os processos da invencdo produzem vesiculas de membrana
externa. As OMVs sdo preparadas a partir da membrana externa
das Dbactérias cultivadas. Podem ser obtidas a partir de
bactérias desenvolvidas em caldo ou meio de cultura sdélido,
preferivelmente, separando as células bacterianas do meio de
cultura (e.g. por filtracdo ou por filtracdo de velocidade
reduzida para agregar as células), 1lisar as células (sem
detergente), e separar uma fraccdo de membrana externa das
moléculas citoplasmaticas (e.qg. por filtracéo, por
precipitacdo diferencial ou agregacdo das membranas externas
e/ou OMVs, por métodos de separacdo por afinidade utilizando
ligandos que reconhecem especificamente moléculas de membrana
externa, ou por centrifugacdo de elevada velocidade gque agrega
as membranas externas e/ou OMVs) .

A\

As OMVs podem distinguir-se das microvesiculas (MVS[28] e “as
OMVs nativas [66]” (“"NOMVs”), que sdo vesiculas de membranas
que ocorrem naturalmente que se formam espontaneamente durante
0 crescimento bacteriano e s&do libertadas para o meio de
cultura. As MVs podem ser obtidas pelo cultivo Neisseria em
meio de cultura liquido, separando todas as células do meio de
cultura liquido (e.g. por filtracdo ou por centrifugacdo a

baixa velocidade para agregar apenas as células e nédo as

pequenas bolhas), e recolhendo as MVs que estdo presentes no



meio de cultura destituido de células (e.g. por filtracédo, por
precipitacéo diferencial ou agregacéo de MVs, por
centrifugacdo a alta velocidade para agregar os MVs). As
estirpes para uso na producdo de MVs podem ser geralmente
seleccionadas na base da quantidade de MVs produzidas na
cultura. As referéncias 29 e 30 descrevem a Neisseria com

elevada producdo de MV.

Componentes Bacterianos Imunogénicos Retidos

A auséncia substancial de detergente nos processos da invencéo
resulta nas preparacdes de vesiculas qgue retém componentes
imunogénicos da superficie bacteriana que, utilizando métodos
da técnica anterior baseados em detergente, seriam, por outro
lado perdidos ou diminuidos. Na N. meningitidis, trés
imunogénicos que sdo vantajosamente retidos usando a invencgéo

incluem: (1) NspA; (2) proteina “741”; e (3) proteina “287".

A NspA (proteina de superficie de Neisseria A) é revelada nas
referéncias ref. 31 a 37, e como SEQ 1IDs 4008-4033 da
referéncia 38. E uma vacina candidata para a prevencdo da
doenca meningocdcica. E altamente conservada entre as
estirpes. Apesar de toda a esperanca inicial, no entanto, cré-
se agora que a NspA ndo serd um antigénio protector adequado
por si sb e necessitard de ser administrado com antigénios
adicionais [e.g. ref. 36, e exemplo 11 da ref.38]. Descobriu-
se que a NspA era removida por métodos de preparacdo de
detergentes da técnica anterior. De acordo com a presente
invencdo, contudo, a NspA, pode ser retida em vesiculas. Tais

vesiculas NspA'’®

sdo vantajosas porque uma combinacdo de dois
potentes imunogénicos conhecidos (i.e. vesiculas + Nspd) &
preparada num s6 processo, com cada imunogénico aumentando a

eficdcia do outro.



A proteina Y7417 é revelada como “NMB1870” na referéncia 39
(GenBank: AAF42204, GI:7227128). E também revelado nas
referéncias 40 e 41. Provoca forte anticorpos bactericidas.
Descobriu-se que a proteina “741” ¢é parcialmente removida em
vesiculas preparadas por métodos baseados em detergente da
técnica anterior. De acordo com a presente invencdo, contudo,
a “741” pode ser retida nas vesiculas. Tais vesiculas 7417°
sdo vantajosas porque uma combinacdo de dois imunogénicos
potentes conhecidos (i.e. vesiculas +741) ¢é preparada num

unico processo, com cada imunogénico aumentando a eficacia do

outro.

A proteina Y2877 é revelada como “NMB2132” na referéncia 39
(GenBank: AAF42440, GI:7227388). E também revelado nas
referéncias 40 e 42. Provoca fortes anticorpos bactericidas. A
proteina “287” ndo estd tipicamente presente nas vesiculas
preparadas pelos métodos baseados em detergente da técnica
anterior e, para fazer face a esta remocdo, fol previamente
proposto que as preparacdes de OMV podem ser suplementadas com
287 [43]. De acordo com a presente invencdo, contudo Y2877
pode ser retida em vesiculas. Tais vesiculas 2877 séo
vantajosas porque uma combinacdo de dois imunogénicos potentes
conhecidos (i.e. wvesiculas +287) é preparada num Unico
processo, com cada imunogénico aumentando a eficédcia do outro.

A NspA preferida (a) tem, pelo menos, uma % de identidade de
sequéncia, para a sequéncia de aminodcido GI:1518522 e/ou (b)
compreende um fragmento de, pelo menos, x aminodcidos da
sequéncia de aminoadcido GI:1518522. A “741” preferida (a) tem
pelo menos a % de identidade de sequéncia b, para a sequéncia
de aminoédcido GI:7227128, e/ou (b) compreende um fragmento de,
pelo menos x aminodcidos a partir da sequéncia de aminoacido

GI:7227128. 0O “287” preferido (a) tem, pelo menos, a % de
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identidade de sequéncia ¢, para a sequéncia de amino&cido
GI:7227388, e/ou (b) compreende um fragmento de, pelo menos, X
aminoacidos da sequéncia de aminoédcidos GI:7227388. 0Os valores
de a, b e ¢ sdo independentes uns dos outros, mas cada valor é
de, pelo menos, 70 (e.g. 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99,
99,5, ou 100). Os wvalores de x, y e z s&do independentes uns
dos outros, mas cada valor ¢ de, pelo menos, 8 (e.g. 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 1e, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
0, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 etc.). Os fragmentos

compreendem, preferivelmente, epitopos.

A NspA preferida, as proteinas 287 e 741, retém
substancialmente a capacidade das proteinas do tipo selvagem
(como encontrado na bactéria intacta) para criar anticorpos

bactericidas nos pacientes.

Composigdes Farmacéuticas Imunogénicas

O processo da invencdo fornece uma preparacdo de vesicula.
Para administracéo a um paciente, as vesiculas s&o
preferivelmente formuladas como composicgdes imunogénicas, e
mais preferivelmente como composicdes adegquadas para usSO CoOmo
vacinas em seres humanos (e.g. criancas ou adultos). As
vacinas da invencdo podem ser profilaticas (i.e. para prevenir
infecc¢bdes) ou terapéuticas (i.e. para tratar as doencas apds a

infeccdo), mas serdo tipicamente profildticas.

A composicdo da invencdo ¢, preferivelmente estéril.

A composicdo da invencdo &, preferivelmente isenta de

pirogénios.
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A composicdo da invencdo tem geralmente um pH entre 6,0 e 7,0,
mais preferivelmente entre 6,3 a 6,9, e.g. 6,6 *0,2. A

composicdo estéd preferivelmente tamponada a este pH.

Outros componentes adequados para a administracdo humana sé&o

revelados na referéncia 44.

A  composicdo compreenderi, geralmente, um adjuvante. Os
adjuvantes preferidos para aumentar a eficdcia da composicéo
incluem, mas n&do se limitam a: (A) MF59 (5% de Esqualeno, 0,5%
Tween 80, e 0,5% de Span 85, formulado em particulas sub-
micrénicas utilizando um microfluidizador) [ver Capitulo 10 da
ref. 45; ver também ref. 46]; (B) microparticulas (i.e. uma
particula de ~100nm a ~ul50m de didmetro, mais preferivelmente
~200nm a ~30um de didmetro, e mais preferivelmente ~500nm a
~10um de didmetro), formado de materiais que sdo
biodegraddveis e ndo tdéxicos (e.g. poli(a-&cido hidréxido), um
dcido polihidroxibutirico, um poliortoéster, um polianidrido,
uma policaprolactona, etc.), sendo preferido um poli(lactide-
co-glicélido), sendo opcionalmente carregado na superficie
(e.g. adicionando um detergente catidénico, anidnico ou néo
iénico, tal com SDS (negativo) ou CTAB (positivo) [e.g. refs.
47 & 48]); (C) lipossomas [ver Capitulos 13 e 14 da ref. 45];
(D) ICOMs [ver Capitulo 23 da ref. 45], gue podem estar
destituidas de detergente adicional [49]; (E) SAF, contendo
10% de Esqualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero plurdnico
em bloco L121 e thr-MDP, que microfluidizado numa emulsédo
microfluidizada ou em vdértex para gerar uma emulsdo de tamanho
de particula maior [ver Capitulo 12 da ref.45]; (F) sistema
adjuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem), contendo 2% de
Esqualeno, 0,2% de Tween 80, e um ou mais componentes de
parede celular bacterianos, a partir do grupo consistindo em

monofosfolipido A (MPL), dimicolato de trealose (TDM), e
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esqueleto de parede celular (CWS), preferivelmente MPL + CWS
(Detox™); (G) adjuvantes de saponina, tais como QuilA ou 0S21
[ver Capitulo 22 ou ref.45], também conhecido como Stimulon™;
(H) chitosano [e.g. 50]; (1) adjuvante completo de Freund
(CFA) e adjuvante incompleto de Freund (IFA); (J) citoquinas,
tais como interleucinas (e.g. IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, 1IL-6,
IL-7, IL-12, etc.), interferdes (e.g. interferdo-y), factor de
estimulacdo de macrdédéfago, factor de necrose tumoral, etc. [ver
Capitulos 27 & 28 da referéncia 45]; (K) uma saponina (e.g.
0S21)+ 3Dmpl + 1IL-12 (opcionalmente + um esterol) [51]; (L)
monofosforil lipido A (MPL) ou 3-0-MPL desacilado (3Dmpl)
[e.g. capitulo 21 da ref. 45]; (M) combinacdes de 3dMPL com,
por exemplo, 0S21 e/ou emulsdes de Obleo-em-A&gua [52];
(N)oligonucledtidos compreendendo motivos CpG [53], i.e.
contendo pelo menos um dinucledétido CG, com b5-metilcitosina,
sendo opcionalmente usada em vez da citosina; (0) um éter de
polioxietileno ou um éster de polioxietileno [54]; (P) um
surfactante de éster de polioxietileno de sorbitano em
combinacdo com um octoxinol [55] ou um éter de polioxietileno
de algquilo ou um surfactante de éster, em combinacdo com, pelo
menos, um surfactante ndo idbénico adicional tal como um
octoxinol [56]; (Q) um oligonucledtido imunoestimulante (e.qg.
um oligonucledtido  CpG) e uma saponina [57]1; (R) um
imunoestimulante e uma particula de sal metédlico [58]; (S) uma
saponina e uma emulsdo de 6leo em agua [59]; (T) enterotoxina
de E.coli sensivel ao calor (“LT”), ou mutantes destoxificados
da mesma, tais como K63 ou mutantes R72 [e.g. capitulo 5 da
ref. 607 ; (U) toxina da cdlera (“cT"), ou mutantes
destoxificados da mesma [e.g. Capitulo 5 da ref.60]; (V) RNA
de cadeia dupla; (W) sais de aluminio, tais como hidréxidos de
aluminio (incluindo oxihidrdéxidos), fosfatos de aluminio
(incluindo hidroxifosfatos), sulfato de aluminio,

etc.[Capitulos 8 & 9 na ref. o6l1l]; (X) mimicas de monofosforil
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lipido A, tais como derivados de aminoalquil glucosaminida

fosfato, e.g. RC-529 [64] ou um mucoadesivo seleccionado do

grupo consistindo em derivados cruzados de acido
poli(acrilico), dlcool polivinilico, polivinilpirrolidona,
polissacéaridos, e carboximetilcelulose. Outras substancias

que actuam como agentes imunoestimulantes para aumentar a
eficdcia da composicdo [e.g. ver Capitulo 7 da ref.45] podem
ser também usados. Os sais de aluminio (especialmente fosfatos
de aluminio e/ou hidrdéxidos) sdo os adjuvantes preferidos para
a 1imunizacdo parentérica. As toxinas mutantes sdo  os

adjuvantes de mucosos preferidos.

As vesiculas nas composicdes da invencdo estardo presentes em
“quantidades imunologicamente eficazes” 1i.e. a administracéao
desta gquantidade a um individuo, guer numa uUnica dose ou como
parte de uma série, é eficaz para o tratamento ou prevencdo da
doenca. Esta quantidade varia dependendo da satde e da
condicdo fisica do individuo a ser tratado, da sua idade, do
grupo taxondémico (e.g. primata ndo humano, primata, etc.), da
capacidade do sistema imune do individuo para sintetizar
anticorpos, do grau de proteccdo desejado, da formulacdo da
vacina, do conhecimento do médico assistente da situacéo
médica do individuo e de outros factores relevantes. Espera-se
que esta quantidade esteja dentro dum limite relativamente
alargado que pode ser determinado através de experiéncias de
rotina. O tratamento com a dosagem pode ser num esquema de
dose 1Unica ou de dose multiplas (i.e. incluindo doses de
reforco). A vacina pode ser administrada em conjunto com

outros agentes imunorreguladores.
Tipicamente, as composic¢cdes da invencdo sdo preparadas como
injetéaveis. A libertacéao direta das composicdes seré,

geralmente, parentérica (i.e. por injeccéo, quer
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subcutaneamente, intraperitonealmente, intravenosamente, ou
intramuscularmente ou podem gser libertadas para o espaco
intersticial dum tecido) ou nas mucosas (e.g. oral ou
intranasal [65, 66]. A composicdo também pode ser administrada

numa lesédo.

Quando formuladas, as composicdes da invencdo podem ser
administradas directamente ao sujeito. 0Os sujeitos a serem
tratados podem ser animais; em particular, podem ser tratados
humanos. As vacinas s&o particularmente Uteis na vacinacdo de

criancas e adolescentes.

A composicdo pode compreender vesiculas de um ou mais serotipo
de N. meningitidis [28]. Da mesma forma, a composicdo pode
compreender mais de um tipo de vesiculas e.g., tanto MVs como

OMVs.

Da mesma forma que as vesiculas, a composicdo da invencdo pode
compreender antigénios adicionais. Por exemplo, a composicgédo
pode compreender um ou mais dos seguintes antigénios
adicionais:

- antigénios de Helicobacter pylori tais como CagA [67 a 707,
VacA [71, 721, NAP [73, 74, 75], HopX [e.g. 76], HopY [e.g.76]
e/ou urease.

- um antigénio de sacarido do serogrupo A, C W135 e/ou Y de N.
meningitidis, tal como o oligossacarido revelado na ref.77 do
serogrupo C [ver também a ref. 78] ou os oligossacaridos da
ref. 79.

- um antigénio de sacérido do Streptococcus pneumoniae [e.qg.
80, 81, 82].

- um antigénio do wvirus da hepatite A, tal como o virus

inativado [e.g. 83, 84].
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- um antigénio do virus da hepatite B, tais como os antigénios
de superficie e/ou de nucleo [e.g. 84, 85].

- um antigénio de Bordetella pertussis, tais como pertussis
holotoxina (PT) e haemaglutinina filamentosa (FHA) de B.
pertussis, opcionalmente também em combinacdo com pertactina
e/ou aglutinogénios 2 e 3 [e.g. refs. 86 & 87].

- um antigénio de difteria, tal como um toxdide de difteria
[e.g. capitulo 3 da ref.88] e.g. o mutante CRMioy [e.g. 89].

- um antigénio de tétano, tal como um toxdide de tétano [e.g.
capitulo 4 da ref. 108].

- um antigénio de sacérido do Haemophilus influenzae B [e.qg.
7817 .

- um antigénio do virus da hepatite C [e.g. 90].

- um antigénio do N. gonorrhoeae [e.g. 91, 92, 93, 94].

- um antigénio de Chlamydia pneumoniae [e.g. refs 95 101].

- um antigénio de Chlamydia trachomatis [e.g. 102].

- um antigénio de Porphyromonas gingivalis [e.g. 103].

- antigénio(s) de polio [e.g. 104, 105] tal como OPV ou,
preferivelmente, IPV.

- antigénio(s) da raiva [e.g. 106] tal como virus inactivado
liofilizado [e.g. 107, RabAvert™].

- antigénios de virus da papeira, sarampo e/ou rubéola [e.g.
capitulos 9, 10 & 11 da ref. 108].

- antigénios de influenza [e.g. capitulo 19 da ref. 108], tal
como as proteinas de superficie da hemaglutinina e/ou da
neuraminidase.

- um antigénio da Moraxella catrrhalis [e.g. 109].

- um antigénio de ©proteina de Streptococcus agalactiae
(estreptococos do grupo B) [e.g. 110, 111].

- um antigénio de sacédrido de Streptococcus agalactiae
(estreptococos do grupo B).

- um antigénio de Streptococcus pyrogenes (estreptococos do

grupo A) [e.g. 111, 112, 113].

16



- um antigénio de Staphylococcus aureus [e.g. 114].

- um antigénio de Bacillus anthracis [e.g. 115, 116, 117].

- um antigénio dum virus da familia flaviviridae (género
flavivirus), tal como o virus da febre amarela, o virus da
encefalite Japonesa, quatro serotipos dos virus do Dengue,
virus da encefalite transmitidos pela carraca, virus do Nilo
de Oeste.

- um antigénio do pestivirus, tais como o proveniente do virus
da febre porcino, o virus da diarreia wviral bovina, e/ou o
virus da doenca congénita de ovinos.

- um antigénio do parvovirus, e.g. do parvovirus B19.

- uma proteina do prido (e.g. a proteina do prido CJD).

- uma proteina amildide, tal como o péptido beta [118].

- um antigénio do cancro, tais como os referidos na Tabela 1

da ref. 119 ou nas tabelas 3 & 4 da ref. 120.

A composicdo pode compreender uma ou mais desses antigénios

adicionais.

Os antigénios proteicos téxicos podem ser destoxificados
quando necessario (e.g. a destoxificacdo da toxina pertussis

por meios quimicos e/ou genéticos [87]).

Quando um antigénio de difteria ¢é incluido na composicdo &
preferido também incluir o antigénio do tétano e antigénios
pertussis. Similarmente, quando um antigénio de tétano é
incluido é preferivel também incluir antigénios da difteria e

do tétano. As combinacdes DTP s&o, por isso, as preferidas.

Os antigénios sacéridos estdo, preferivelmente, sob a forma de
conjugados. As proteinas transportadoras para os conjugados
incluem a proteina da membrana exterior de N. meningitidis

[121], péptidos sintéticos [122, 123], proteinas de choque ao
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calor [124, 125], proteinas de pertussis [126, 127], proteina
D de H. influenzae [128], citoquinas [129], linfoquinas [129],
hormonas [129], factores de crescimento [129], toxina A ou B
de (C. difficile [130], proteinas de levantamento de ferro
[131], etc. Uma proteina transportadora preferida é o toxdide

de difteria CRM197 [132].

Os antigénios do serogrupo B de N. meningitidis podem ser
também adicionados as composicdes de OMV. Em particular, pode
ser adicionado um antigénio de proteina tal como revelado nas

refs. 133 a 139.

Os antigénios na composicdo estardo tipicamente presentes numa
concentracdo de, pelo menos, lpg/ml  cada. Em geral, a
concentracdo de qualquer antigénio serd suficiente ©para

promover uma resposta imune contra aquele antigénio.

Como uma alternativa para usar antigénios de proteina na
composicdo na invencéao, pode ser usado Acido nucleico
codificando o antigénio. Composicdes de proteina das
composicdes da invencdo podem ser assim substituidas por &acido
nucleico (preferivelmente DNA e.g. sob a forma de plasmideo)

que codifica a proteina.

Medicamentos

A invencdo fornece vesiculas da invencdo para uso COmo

medicamentos.

A  invencdo também fornece composicdes como definido nas
reivindicacdes para uso num método de criar uma resposta imune
num paciente, compreendendo a administracdo a um paciente duma

composicdo da invencéo. A resposta imune é preferivelmente
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protectora contra a doenca meningocébdcica, e pode compreender
uma resposta imune humoral e/ou uma resposta imune celular. O

paciente é preferivelmente uma crianca.

0O método pode criar uma resposta de reforco, num paciente que
j& foi imunizado contra N.meningitidis. Os regimes de
imunizacdo/reforco subcutdneos e intranasais para as OMVs sdo

revelados na ref. 65.

A invencdo também fornece o uso de uma vesicula da invencdo no
fabrico de um medicamento para criar uma resposta imune num
paciente. O medicamento ¢é, preferivelmente, uma composicédo
imunogénica (e.g. uma vacina). O medicamento destina-se
preferivelmente & prevencdo e/ou tratamento de wuma doenca
causada por uma Neisseria (e.qg. meningite, septicémia,

gonorreia, etc.).

Estes métodos e utilizacgdes podem envolver a administracdo de
vesiculas de mais do gue um soro dos subtipos de N.

meningitidis [e.g. ref.28].

Formulagcdo OMV

A invencédo fornece uma composicdo compreendendo vesiculas de
membrana externa meningocdcicas, um adjuvante de hidréxido de
aluminio, um tampdo de histidina e cloreto de sdédio, na qual:
(a) a concentracdo de cloreto de sdbédio é superior a 7,5 mg/ml;

e/ou (b) a concentracdo de OMVs ¢ inferior a 100pg/ml.

A concentracdo de cloreto de sédio é preferivelmente maior que

8 mg/ml, e &, preferivelmente, superior a cerca de 9 mg/ml.

.

A concentracdo de OMVs é preferivelmente inferior a cerca de

75 mg/ml, e.g. cerca de 50 mg/ml.
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O tampdo histidina encontra-se preferivelmente entre um pH de

6,3 e 6,7, e.g. pH 6,5.

0 adjuvante pode ser usado a cerca de 3,3 mg/ml (expresso como

uma concentracdo Al®").

Definicgbes

As referéncias a uma identidade de sequéncia percentual entre
duas sequéncias de aminodcido significa que, gquando alinhadas,
essa percentagem de aminodcidos é a mesma gue em comparacao
com as duas sequéncias. Este alinhamento e a homologia
percentual ou identidade de sequéncia podem ser determinados
utilizando programas de software conhecidos no ramo, por
exemplo, os descritos na seccdo 7.7.18 da referéncia 140. Um
alinhamento preferido é determinado pelo algoritmo de busca de
homologia Smith-Waterman, utilizando uma busca de
descontinuidade relacionada com um falta aberta de lacuna de
12, falta de extensdo de lacuna de 2, matriz BLOSUM de 62. 0
algoritmo de busca de homologia Smith-Waterman é bem conhecido

e é revelado na referéncia 141.

O termo “compreendendo” significa “incluindo” bem assim como
“consistindo”, e.g. uma composicdo “compreendendo” X pode
consistir exclusivamente em X ou pode incluir algo adicional,

e.g.¥Y + Y.

O termo “cerca” em relagcdo a um valor numérico x significa,

por exemplo, xt10%.

O termo “substancialmente” n&do exclui “completamente”, e.g.

uma composicdo que é “substancialmente livre” de Y pode ser
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completamente livre de Y. Quando necessario, a palavra

“substancialmente” pode ser omitida da definicdo da invencéo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figuras 1 e 2 mostram a presenca/auséncia de (1) proteina
“287" e (2) proteina “741” em bactérias (“"TOT”) e vesiculas de
membrana externa (“OMV”) preparadas de estirpes MC58, hd4476 E
394/98 de N. meningitidis. A seta mostra a posicdo de “287”

na Figura 1 e “741” na Figura 2.

A Figura 3 mostra as sequéncias de aminocadcido das entradas de
GenBank GI:7227128, GI:7227388 e GI:1518522, da mesma forma
que em 29 de Agosto de 2002.

FORMAS DE REALIZAGCAO DA INVENGCAO

Preparacdo de OMV

As OMVs foram preparadas quer pelos métodos “Noruegueses” da
técnica anterior (estirpes H4476 e 394/98) ou pelos seguintes
processo (estirpe MC58):

- Bactérias de 2-5 discos foram colhidas para 10ml de um
tampdo Tris-HC1 10mM (pH 8,0) e mortas pelo calor a 56°C
durante 45 min. As amostras foram entdo sonicadas em gelo
(ciclo de trabalho 50 durante 10 minutos com a ponta a 6/7)
para romper as membranas.

- 0Os desperdicios celulares foram removidos por centrifugacédo
a 5000g durante 30 minutos a 4°C, ou 10000g durante 10
minutos.

- O sobrenadante foi recentrifugado a 50000g durante 75
minutos a 4°C.

- 0 pellet foi ressuspendido em 7 ml de N-lauroil sarcosinato
a 2% (Sarkosyl) em Tris-HCl a 10 mM (pH 8,0) durante 20
minutos a temperatura ambiente para solubilizar as membranas

citoplasmaticas.
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- A amostra foi centrifugada a 10000g durante 10 minutos para
remover oS particulados e o sobrenadante foi centrifugado a
75000g durante 75 minutos a 4°C. A amostra foi lavada em
Tris-HC1 10mM (pH 8,0) e centrifugada a 75000g durante 75
minutos.

- O pellet foi ressuspendido em Tris-HC1 10 mM (pH 8,0) ou

dgua destilada.

As bactérias e as preparacdes foram testadas por Western blot
quanto a presenca de NspA, 287 e 741 (Figuras 1 & 2) e o0s

resultados foram resumidos na tabela seguinte:

NspA 287 741
Estirpe | Detergente | Bactéria| OMV |Bactéria| OMV |Bactéria| OMV
MC58 - +++ +++ +++ +++ +++ +++
H44/76 + +++ -9 4+ - FH+ n
394/98 + +++ n.d. +++ ++ +++ +

Em contraste com os métodos baseados em detergente da técnica
anterior, ©portanto a auséncia de detergente resulta na

retencdo de NspA nos OMVs e evita a perda de 287 & 741.

Formulacdo de OMVs preparada a partir da Estirpe de MenB da
Nova Zelandia

As OMVs foram preparadas da estirpe 394/98 do serogrupo B de

N. meningitidis. ©Estas foram formuladas de duas formas
diferentes, com 0os componentes possuindo as seguintes
concentracdes:
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Formulacdo “A” Formulacdo “B”
OMVs 50 pg/ml 50ug/ml
Adjuvante de Hidréxido de 3,3 pg.ml 3,3 pg.ml
Aluminio
Sacarose 3% -
Tampdo Histidina, pH 6,5 - 5 mM
Cloreto de Sédio - 9 mg/ml

Descobriu-se que a formulacdo “B” era imunologicamente
superior a formulacdo “A”. A formulacdo “B” difere da
revelada na referéncia 142 porque possui metade da
concentracdo de OMV e uma concentracdo superior de NaCl, e uma

pH ligeiramente diferente.
Compreender-se-4 dque a invencdo foi descrita apenas como

exemplo e que se podem fazer modificacgcdes enquanto permanecem

dentro do admbito da invencédo.
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REIVINDICACOES

Processo para o fabrico de uma preparacdo de vesicula de
membrana exterior de uma bactéria Gram-negativa recombinante
que sobre-expressa o 1imunogénio 741, em gque a membrana
bacteriana ¢é interrompida substancialmente na auséncia de

detergente desoxicolato.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em gque a membrana
bacteriana é interrompida substancialmente na auséncia de

qualquer detergente.

Processo de acordo com a reivindicacdo ou a reivindicacédo 2,
que compreende 0S8 seguintes passos fundamentais: (a)
tratamento de células bacterianas, na auséncia substancial
de detergente; (b) centrifugar a composicdo do passo (a)
para separar as vesiculas da membrana externa a partir de
células tratadas e detritos <celulares, e recolha do
sobrenadante; (c) realizacdo de uma centrifugacdo de alta
velocidade do sobrenadante a partir do passo (b) e recolha
das vesiculas de membrana externa num pellet; (d) re-
dispersdo do sedimento do passo (c) num tampdo; (e) realizar
uma segunda centrifugacdo a alta velocidade, de acordo com o
passo (c), recolhendo as vesiculas de membrana externa num
pellet; (f) re-dispersdo do sedimento do passo (e) num meio

aquoso.

Processo de acordo com a reivindicacdo 3, que compreende
ainda os seguintes passos: (g) realizar a filtracdo estéril
através de pelo menos dois filtros de tamanho de poro
decrescente da composicdo re-dispersa a partir do passo (f);

e (h) incluir, opcionalmente, a composicdo do passo (g) num



10.

11.

transportador farmaceuticamente aceitéavel e/ou numa

composicdo de adjuvante.

Processo de acordo com a reivindicacdo 3 ou a reivindicacéao
4, em que o passo (b) compreende a centrifugacdo a cerca de
5000-10000 g durante até 1 hora, e o0s passos (c) e (e)
compreendem a centrifugacdo a cerca de 35000-100000 g

durante até 2 horas.

Processo de qualquer reivindicacdo precedente, em que rutura
da membrana é por ultrassons, homogeneizacéo,
microfluidizacdo, cavitacdo, choque osmdético, moagem, prensa

francesa, mistura, ou gqualquer outra técnica fisica.

Processo de qualquer uma das reivindicacdes anteriores, em
que o tampdo usado no passo (d) e/ou no passo (f) é um
tampdo de Tris, um tampdo de fosfato ou um tampdo de

histidina.

Processo de qualgquer uma das reivindicacbdes 5 a 7, em que o
passo (g) termina com um filtro de tamanho de poros de cerca

de 0,2 pm.

Processo de qualgquer uma das reivindicagdes anteriores, em
que a bactéria a partir do qual sdo preparadas as OMVs é do
género de Moraxella, Shigella, Pseudomonas, Treponema,

Porphyromonas, Helicobacter ou Neisseria.

Processo de acordo com a reivindicacdo 9, em que a bactéria

é de N. meningitidis ou N. gonorrhoeae.

Processo de acordo com a reivindicacdo 10, em que a

bactéria é de N. meningitidis do serogrupo B.



12.

13.

14.

15.

le6.

17.

18.

Processo de acordo com a reivindicacdo 11, em gque a

bactéria é a estirpe MC58, 2996, H4476 ou 394/98.

Processo de qualquer reivindicacdo anterior, que compreende
ainda o) passo de formulacéo de uma quantidade
imunologicamente eficaz dos OMVs como uma composicédo

imunogénica.

Composicdo de OMV podendo ser obtida pelo processo de

qualquer reivindicacdo anterior.

Composicdo da reivindicacdo 14, compreendendo ainda um

adjuvante.

Composicdo de acordo com a reivindicacdo 15, que compreende

os adjuvante (s) fosfato e/ou hidrdéxido de aluminio.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 14 a 16, para

uso como um medicamento.

Utilizacdo de uma composicdo de vesiculas de membrana
externa de uma gualquer das reivindicac¢des 14 a 16, no
fabrico de um medicamento para aumentar uma resposta imune

num paciente.
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FIGURA 3

Gl 7227128

MPSEPPFGRE LIFASLTCLI DAVCKKRYHN QNVYILSILR MTRSKPVNRT AFCCLSLTTA
LILTRCSSGG GGVAADIGAG LADALTAPLD HEKDKGLOSLT LDQSVRENEK LRLARQGAEK
TYCNGDSLNT GEKLENDEVSR FDFIRQIEVD GOLITLESGE FQVYKQSHSA LTAFQTEQIQ
DSERSGKMVA KRQFRIGDIA GEHTSFDELP EGGRATYRGT AFGSDDAGGK LTYTIDFAAK
QGNGKIEELK SPELNVDLAA ADIKPDGKRE AVISGSVLYN' QAEKGSYSLG IFGGRAQEVA
GSREVRTVNG IRHIGLARKQ

Gl 7227388

MFKRSVIAMA CIFALSACGG GGGESPDVKS ADTLSKPMP WSEKETEAK EDAPQAGSQG
QGAPSAQGSQ DMAAVSEENT GNGGAVIADN PXNEDEVAQN DMPONAAGTD SSTENHTEDP
NMUAGNMENQ ATDAGESSQP ANQPDMANAA DGMQGDDPSA GGONAGNTAA QGANQAGNNQ
ARGSSDPIPA SNPAPANGGS NFGRVDLANG VLIDGPSQNI TLTHCKGDSC SGNNFLDEEV
QLESEFERLS DADKISNYEK DGEKNDKFVGL VADSVOMEGI NQYIIFYKPK PTSFARFRRS
ARSRRSLPAE MPLIPVNQAD TLIVDGEAVS LTGHSGNIFA PEGNYRYLTY GAEKLPGGSY
ALRVQGEPAK GEMLAGAAVY NGEVLEFHTE NGRPYPTRGR FAAKVDFGSK SVDGIIDSGD
DLEMGTQKFK ARIDGNGFRG TWTENGSGDV SGKFYGPAGE EVAGKYSYRP TDAEKGGFGV
FAGKREQD

Gl 1518522:

MRRALATLIA LALPARALAE GASGFYVQAD ARHAKASSSL GSAKGFSPRI SAGYRINDLR
FAVDYTRYKN YRKAPSTDFKL YSIGASAIYD FDTQSPVKPY LGARLSLNRA SVDLGGSDSF
SOTSIGLGVL TGVSYAVTEN VDLDAGYRIN YIGRVNTVEN VRSGELSVGV RVEKF
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