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Re: PL-GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS _S.A.-Solicitud de Patente de
Invencién en Fase Nacional PCT para “COMPOSICIONES DE VACUNA DE

NEISSERIAL QUE COMPRENDEN UNA COMBINACION DE ANTIGENOS” -
Clase A61K 39/095.-Expediente nlimero 05-007.266A-

1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacién en lista de 26 de
Noviembre de 2010 y a mi memorial de plazo de 16 de Febrero de 2011.

2. Con el fin de responder Ias objeciones presentadas por el Sefior Examinador en su
Concepto Técnico No. 4084 en relacion con la Claridad del Capitulo reivindicatorio y la
Novedad de la solicitud en estudio, me permito dirigir su atencién a las siguientes
modificaciones y argumentos técnicos por medio de los cuales se superan completamente
dichas objeciones.

3. SOLICITUD DIVISIONAL

En primera instancia, y antes de entrar a discutir los ya mencionados argurmentos
técnicos y modificaciones que permiten superar las objeciones anteriormente
referenciadas, me permito manifestar a ese Despacho que con el fin de brindar mayor
claridad al objeto de la invencién, es deseo del solicitante presentar una solicitud divisional
dirigida especificamente a composiciones inmunogénicas que contienen antigenos de
proteina autotransportadora seleccionados (nicamente entre dos posibilidades, en
combinacion con al menos otro antigeno seleccionado de una adhesina neisserial, una
toxina neisserial, una proteina neisseriai de adquisicién de hierro Yy una proteina neisserial
asociada a la membrana, seleccionados cada uno de estos de un numero limitado de
posibles antigenos. Consecuentemente, la solicitud original se dirige a una composicion
inmunogénica que comprende de manera particular realizaciones preferidas de la presente
invencion,

Por lo tanto, debidamente autorizado por el solicitante, y de conformidad con el
Articulo 36 de {a Decisidn Andina 486 de 2000, el Articulo 7 del Decreto 2591 de 13 de
Diciembre de 2000 y el Articulo 11 de la Resolucién No. 00210 de 15 de Enero de 2001, se

ha dividido |la presente solicitud de patente en dos (2) solicitudes, a saber:
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(1) Una solicitud original compuesta por 46 reivindicaciones que encuentran su
sustento en la descripcion y en el capitulo reivindicatorio originalmente
presentado a ese Despacho con la presente solicitud nimero 05-007.266A, y
que corresponden especificamente a las reivindicaciones 1 a 18, 20 a 40, 48 a
52, 55 y 56 que actualmente se encuentran bajo estudio, sobre las cuales se
han hecho modificaciones con el fin de superar las objeciones de claridad de la
solicitud hechas por el Sefior Examinador, tal como se expondrd mas adelante
en este mismo memaorial.

De esta manera, el capitulo reivindicatorio de la solicitud numero 05-007.266A
original, se encuentra ahora dirigido a proteger Unicamente las
composiciones inmunogénicas que contienen como antigeno de
proteina autotransportadora NadA, en combinacién con otro antigeno,

seleccionado de un grupo particular de proteinas.

(2) Una solicitud fraccionada numero 05-007.266B que presenta un nuevo
capitulo reivindicatorio constituido por 48 reivindicaciones que encuentran su
sustento tanto en la descripcidbn como en el capitulo reivindicatorio
originaimente presentados, y que corresponden a otra realizacion de la materia
objeto de la solicitud actualmente presentada ante ese Despacho para la
solicitud original nimero 05-007.266A, |a cual es ilustrada en particular en el
Ejemplo 20 de la pagina 143 de la descripcién. Dichas reivindicaciones han
sido modificadas de manera que se excluye completamente la materia
contenida dentro de 1a solicitud original.

Consecuentemente, la nueva solicitud fraccionada numero 05-007.266B se

encuentra dirigida a proteger las composiciones inmunogénicas que comprenden como

antigeno de autotransportadora Neisserial Hsf o Hap, en combinacion con otro tipo
diferente de antigeno.

En relacidn con lo anterior, me permito sefialar que los capitulos reivindicatorios,
tanto de la solicitud original como de la solicitud divisional, cuentan con pleno sustento en
la descripcion de la solicitud en estudio, y no constituyen de ninguna manera una
ampliacion al alcance de la invenciéon, tal como fue originaimente presentada toda vez que
estos reclaman realizaciones preferidas de la invencién, las cuales se encuentran cobijadas

por el alcance del capitulo reivindicatorio actualmente presentado ante ese Despacho.

4, Acompano los documentos que detallo a continuacion, relacionados con cada una de
las solicitudes resultantes del presente fraccionamiento:

(1) SoLICITUD No. 05-007,.266A: “COMPOSICIONES DE VACUNA
NEISSERIAL QUE COMPRENDEN UNA COMBINACION DE ANTIGENOS”
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(2)

(a) Nuevo capitulo reivindicatorio modificado compuesto ahora per 46
reivindicaciones, cuyo sustento se encuentra adicionalmente en la
descripcién de la solicitud numero 05-007.266A inicialmente radicada el 23
de Abril de 2010; y

(b) Copia del documento: Giuliani, et al, PNAS, vol. 103, no. 29, July 18,

2006, el cual sera discutido mas adelante en el presente memorial.

SOLICITUD DIVISIONAL B: "COMPOSICIONES DE VACUNA NEISSERIAL QUE
COMPRENDEN UNA COMBINACION DE ANTIGENOS".

(a) Recibo nimero 11-0021246, expedido por la Superintendencia de
Industria y Comercio, que acredita el pago de los derechos que causa el
presente fraccionamiento;

(b) Resumen, Objeto y finalidad de la invencién y péaginas 2 a 146 del texto
de la descripcién gue corresponden al originalmente presentado en la solicitud
niumero 05-007.266A;

(¢) Paginas 147 a 159 del nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 48
reivindicaciones, las cuales encuentran pleno sustento en la descripcion y en el
capitulo reivindicatorio presentado con la solicitud nimero 05-007.266A

inicialmente radicada;

(d) Copia figuras 1-11;

(e) Extracto de la solicitud, en sus dos formas, que incluye el titulo que se
encuentra de acuerdo con el objeto de la presente invencién fraccionada y que

incluye la reivindicacion 1;

(f) Tarjeta de propietario:

(g) Fotocopia del documento que acredita a la suscrita ALICIA LLOREDA y/o
al doctor GUSTAVO TAMAYO, y/o a la doctor IGNACIO SANTAMARIA y/o a al
doctor ENRIQUE ALVAREZ, en los términos del Parrafo 1° del Articulo 543 del
Decreto-Ley 410 de 1971, como Representantes Legales en Bogota para todos
los asuntos relacionados con Ia Propiedad Industrial de la sociedad
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., organizada vy existente de
conformidad con las leyes del Bélgica y domiciliada en Rixensart, Bélgica;
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(h) Fotocopia del documento gue acredita el traspaso que los autores del
invento de fa referencia, hacen a favor de mi representado de sus derechos
sobre el mismo junto con la Traduccion Oficial 091/05;

(i) Formato Unico de Conversién, Divisién y Fusién de Solicitudes nimero
2000-14.

5. DAD DEL CAPI TORI

Ahora bien, dentro del mencionado Concepto Técnico No. 4084 el Sefor Examinador
objeta la claridad de! capitulo reivindicatorio actualmente presentado, sefalando que este
se dirigiria a un nimero demasiado alto de posibles composiciones que excederian 1o
realmente desarroliado por el solicitante y lo que se ha comprobado que tiene la accién
terapéutica senalada.

Sobre este particular me permito manifestar que con el proposito de definir mas
claramente el alcance de la invencion, se presenta adjunto a este memorial un capitulo
reivindicatorio modificado el cual esta dirigido a una realizacién preferida de la invencidn,

de acuerdo con lo expuesto a lo largo del texto de la descripcion de la solicitud en estudio.

En conexidn con lo anterior me permito reiterar que estas modificaciones no
constituyen de ninguna manera una ampliaciéon al alcance de la invencién, tal como fue
originalmente presentada, toda vez que se estd limitando de forma significativa el nimero
de posibles composiciones inmunogénicas reclamadas en concordancia con lo sefialado
dentro del texto de la descripcion, tal como se discute a continuacién,

. Reivindicacion 1. Se ha restringido el antigeno de autotransportadora
Neisserial uUnicamente a NadA, y cada uno de los posibles antigenos adicionales se
han limitado (nicamente a las posibilidades preferidas de la invencién. De esta

forma, la nueva reivindicacion 1 se lee como sigue:

"Una composicion inmunogénica que comprende un antigeno de autotransportador
Neisserial ef cual es NadA y al menos un antigeno diferente, el cual se selecciona de
las siguientes categorias:

a) por fo menos una adhesina Neisserial seleccionada del grupo que consiste de
FhaB, NspA, Hsfy Hap;

b)  por lo menos una toxina Neisserial seleccionada del grupo que consiste de FrpC
y FrpA/C;

c) por lo menos una proteina de adquisicion de Fe Neisserial seleccionada del
grupo que consiste de TbpA alto, TbpA bajo, LbpB, Lipo28, y NMB0964; o
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d) por lo menos una proteina asociada con la membrana Neisserial,
preferiblemente proteina de membrana exterior integral seleccionada del grupo que
consiste de PilQ, OMP85, y GNA1870;

y en dende los antigenos, cuando estdn presentes en una vesicula de membrana
exterior, han sido regulados en forma ascendente en Jja vesicula de membrana

exterior.”

En relacidn con esta restriccion me permito sefalar que el solicitante ha comprobado
la actividad biolégica de las composiciones que comprenden especificamente estos
antigenos. Como prueba de ello me permito presentar el documento: Giuliani, et al,
PNAS, vol. 103, no. 29, July 18, 2006, el cual muestra una vacuna que
comprende como antigenos NadA, GNA1870 y GNA2132 (Lipc28), que se encuentra

cobijada bajo el alcance del nuevo capitulo reivindicatorio.

En la pagina 10835 del mencionado documento {primera columna) los autores
sefialan que “La potencia de /a vacuna multicomponente fue también demostrada por
tefiido InmunoGold de la superficie bacterial empleando los tres antigenos de vacuna
que elicitaban fos mejores titulos BCA (Tabla 1). Los anticuerpos contra GNA2132,
GNA1870 y NadA tifieron la superficie de /a cepa BZ83 MenB con distinta intensidad
(Fig 2 a.c). Sin embargo, el tefiido lievado a cabo con antisuero producido contra la
vacuna (Fig 2d) incrementé grandemente la densidad de las particulas de oro a un
nivel que fue comparable con aquel obtenido empleando anticuerpos contra MC58
PorA (Fig. 2e), el cual se conoce que confiere proteccion en humanos”. Asi mismo, la
pagina 1038, primera columna de este documento sefala que "Si fos resuitados
reportados aqui se confirman en ensayos clinicos, esta vacuna probablemente
conquistaré una de las enfermedades més devastadoras que todavia causa alta
morbilidad y mortalidad en nifios y adolescentes”. De esta forma, la compaosicion
inmunogénica que comprende los antigenos especificos a los que se refiere el
capitulo reivindicatorio modificado trabajan juntos para alcanzar un resultado
mejorado, lo que demuestra que dichas composiciones inmunogénicas que son ahora
reclamadas poseen la actividad terapéutica sefalada.

En este sentido me permito resaltar que los datos contenidos en el mencionado
documento demuestran la efectividad de las composiciones que se encuentran
reveladas de forma particular en la descripcidn de la presente solicitud, como se
sefiala en la pagina 74 de dicha descripcién.

. Rejvindicaciones 2 a_18. Estas reivindicaciones se han modificado de acuerdo
con las restricciones realizadas en la reivindicacion 1, de manera que se hace
referencia Unicamente a ciertos antigenos particulares.
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. Reivindicacién 19. Esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo
reivindicatorio.

. Reivindicaciones 20 a 40 (nuevas reivindicaciones 19 a 39). En donde ha
sido necesario se han ajustado estas reivindicaciones a las modificaciones realizadas
dentro de la reivindicacion 1. Asi mismo, se ha hecho que su dependencia sea
congruente con la nueva numeracion.

. Rejvindicaciones 41 a 47. Estas reivindicaciones han sido eliminadas del
capitulo reivindicatorio.

) Reivindicaciones 48 a 52 (nuevas reivindicaciones 40 a_44). Se han
limitado los antigenos referenciados en estas reivindicaciones en concordancia con la

reivindicacion 1 modificada.

. Reivindicacién 54. Esta reivindicacién ha sido eliminada del capitulo
reivindicatorio,

. Reivindicaciones 55 y 56 (nuevas reivindicaciones 45 y 46)}. Estas
reivindicaciones no han sido maodificadas y corresponden a las originalmente

presentadas.

Como consecuencia de lo anterior, el capitulo reivindicatorio modificado queda
constituido por 46 reivindicaciones, las cuales reclaman de manera clara y concisa
realizaciones preferidas de la invencidn, que cuentan con pleno sustento en la descripcidn
y cuya actividad biolégica ha sido comprobada.

Por otro lado, dentro de su ya referenciado Concepto Técnico No.4084 el Sefior
Examinador sefiala que las reivindicaciones 4 a 7, 23 a 27 (nuevas 22 a 26) y 55 a 56
(nuevas 45 y 46} no estarian correctamente definidas, toda vez que no hacen referencia a
caracteristicas técnicas estructurales.

A este respecto me permito sefialar que la persona versada en la materia, a la cual
va dirigida la presente solicitud, encontraria claras las mencionadas reivindicaciones, toda

vez que tal como han sido redactadas permiten distinguir sin lugar a dudas el alcance de la
reclamacion.

De esta forma, la reivindicaciéon 4 se refiere a preparaciones de membrana externa
en las cuales algunos antigenos particulares, especificamente aquellos referenciados en la
reivindicacion 1, se encuentran regulados a niveles mayores de expresion. Para la persona
versada en la materia seria claro que como parte del proceso infeccioso, bacterias gran-

negativas como las del género Neisseria producen vesiculas con su membrana externa, y

LY
Y
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que la regulacion a mayores niveles de expresion de los antigenos sefialados en la
reivindicacion 1 hacen que estas vesiculas puedan ser empleadas en una COmMposicion
inmunogénica que comprenda en mayor cantidad dichos antigenos y por lo tanto brinde e

efecto mejorado descrito por la presente solicitud.

De manera similar, las reivindicaciones 6 y 7 se refiere a composiciones de
subunidad, es decir, composiciones que incluyen fragmentos de los antigenos y no los
antigenos de cadena completa.

Por su parte, las reivindicaciones 23 a 27 (nuevas reivindicaciones 22 a 26) definen
el tipo particular de céiula hospedero a partir de la cual se producen vesiculas de
membrana externa, definiendo que dicha célula ha sido modificada para regular a niveles
mas bajos de expresidn ciertos genes de funcién enzimatica que disminuyen la toxicidad

de las vesiculas.

Finalmente, las reivindicaciones 55 y 56 (nuevas reivindicaciones 45 y 46) sefialan la
manera en la cual se obtiene la regulacién a niveles mayores de expresion de ciertas

proteinas en las vesiculas de membrana externa.

Consecuentemente, las mencionadas reivindicaciones se refieren de manera clara y
precisa a caracteristicas adicionales de la invencion, que serian entendidas en su totalidad
por la persona versada en la materia, y por lo tanto no es necesaria !a introduccién de

caracteristicas estructurales adicionales para su correcta interpretacion.

En vista de todo lo discutido anteriormente, es evidente que el capitulo
reivindicatorio modificado se refiere de manera clara Yy precisa a realizaciones de la
invencidn que cuentan con pleno sustento en la descripcién y cuya actividad biolégica ha
sido comprobada, por lo que dicho capitulo reivindicatorio modificado cumple a cabalidad
con las exigencias estipuladas por el Articulo 30 de la Decision Andina 486 de 2000.

6. NOQVEDAD.

Finalmente, el Sefior Examinador objeta la novedad de la solicitud en estudio a la luz
de las ensefianzas del documento WO 01/09350 (D1).

En este sentido, el Sefior Examinador asegura que D1: “ensena vacunas que proveen
vesiculas, las cuales presentan en su misma estructura una composicidn inmunogénica,

donde se encuentran los antigenos reivindicados, tales como Hap y Hsf (pdg 31) entre
otras”,

Con respecto a este sefialamiento me permito resaltar que el documento D1 se

refiere de forma general a los métodos por los cuales se puede regular la
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expresion de antigenos en bacterias gram-negativas, pero sus ensefianzas no
revelan una composicion inmunogénica que comprenda especificamente la

combinacion de los antigenos que incluye aquellas composiciones reclamadas por
la presente solicitud.

De esta forma, D1 puede considerarse como un documento del estado del arte que
revela métodos de regulacion de expresién de genes, tal como se sefiala a lo largo del

texto dela descripcion de la solicitud en estudio, donde dicho documento es citado e
incorporado en su totalidad como referencia.

En este sentido, la sefialada pagina 31 de D1 se refiere especificamente a Ia forma de
hacer la regulacion de la expresién de antigenos particulares, pero de ninguna manera
sefala las caracteristicas particulares que posee la presente invencion: la combinacion de
al menos dos antigenos de diferentes categorias.

En este puntc es importante resaltar que la descripcion de la solicitud
(paginas 12 y 13) claramente sehala que para obtener una respuesta
inmunologica mejorada deben presentarse dentro de la composicién
inmunogénica al menos dos antigenos de distintas categorias, ya sean aislados o

enriquecidos por la expresion aumentada ciertos genes.

Asi mismo, la solicitud en estudio muestra también que la presencia de un antigeno
en un nivel normal en la superficie de las vesiculas no es suficiente para elicitar una
respuesta inmunologica satisfactoria. De esta forma, el ejemplo 16 de la pagina 135 de la
descripcion de la solicitud en estudio comprueba que se requiere una regulacion a niveles
mayores de expresion de los antigenos para producir titulos contra dichos antigenos, y que
si dicha expresidon a mayores niveles no se lleva a cabo, no se registran titulos de
anticuerpos. En este sentido me permito sefialar que la persona versada en la materia
reconoceria que en el campo de la vacunas esta faita de titulos de anticuerpos seria
totalmente indeseable, por lo que la solicitud demuestra que se requieren niveles alto de
expresion de especificamente ciertas proteinas, en combinacion dentro de una composicion

inmunogénica, para obtener dicho efecto mejorado.

En este sentido, el documento D1 falla en mostrar este tipo de composicion, y
Unicamente se refiere a la posibilidad de regular la expresion de ciertos genes, sin resaltar
cual tipo particular de expresion seria deseable.

Es mas, dentro de los 20 ejemplos revelados en las paginas 42 a 75 de D1 no
se muestra ninguna composicion inmunoldgica que comprenda especificamente
dos 0 mas antigenos como son definidos en la reivindicacién 1, y mucho menos
una composicion que comprenda siempre NadA en combinacidn con al menos
otro antigeno seleccionado en particular de FhaB, NspA, Hsf, Hap; FrpC, FrpA/C;
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TbpA aito, TbpA bajo, LbpB, Lipo28, NMB0964; PilQ, OMPB85, y GNA1870, como

aquella que es ahora objeto de la presente invencién.

Dentro de este contexto, me permito referirme al sefialamiento gque hace el Tribunal
de Justicia de la Comunidad Andina con respecto a la novedad de una solicitud de

patente!:

"Se aclara, que la novedad no es un requisito gue deban cumplir todos y cada uno de
fos componentes que conforman una invencidén, pudiendo incluso ser conocidos algunos o
todos de tales componentes, si combinados entre ellos dan lugar a un objeto o a un
procedimiento desconocido anteriormente ya que toda innovacion requiere aplicar
conocimientos y objetos previamente creados o descubiertos por la humanidad, los cuales

constituirdn la ‘materia prima’ para desarrollar un nueve producto o procedimiento.

El Tribunal a manera de orientacién ha tomado como referencia criterios de las
Camaras de Recursos de la Oficina Europea de Patentes (OEP), segtn los cuales “la falta
de novedad de una invencién se configuraréd si su objeto deriva clara, precisa y
directamente del estado de Ia técnica, y si en éste son conocidas todas las caracteristicas
de aquélla.””

En vista de io anterior, es evidente que dentro de la legislacion Andina, para que un
documento afecte la novedad de una solicitud de patente, este documento debe hacer una
divuigacién especifica de todas y cada una de las caracteristicas técnicas de la invencién,

interactuando particularmente de la manera en la que lo hacen dentro de dicha invencién,

Consecuentemente, dado que el documento D1 no ensefa de forma clara y
precisa una composicién inmunogénica que comprenda NadA combinado con al
menos un antigeno seleccionado de FhaB, NspA, Hsf, Hap; FrpC, FrpA/C; TbpA
alto, ThpA bajo, LbpB, Lipo28, NMBO0964; PilQ, OMP85 y GNA1870, dicho
documento no puede de ninguna manera anticipar la presente solicitud.

De esta forma, la solicitud en estudio es a todas iuces novedosa frente a
las ensefianzas de D1, lo cual es aiin mas evidente en virtud del capitulo reivindicatorio

modificado presentado junto con este memorial, y por lo tanto dicha solicitud cumple a
cabalidad con lo estipulado por el Articulo 16 de la Decisién Andina 486 de 2000.

! Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina, PROCESO 089-1P-2008.
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7. CONCLUSION.

Para finalizar me permito resaltar que en virtud de las modificaciones realizadas
sobre el capitulo reivindicatorio y de la solicitud divisional presentada, el mencionado
capitulo reivindicatorio modificado es totalmente claro y conciso al reclamar la composicién

inmunogénica que es objeto de la presente solicitud.

De otra parte, me permito sefialar que los argumentos discutidos establecieron que
el documento D1 revela de manera general métodos para regular la expresion de ciertos
genes, pero no ensefia de forma clara y precisa una composicidn inmunogénica que posea
todas y cada una de las caracteristicas técnicas contenidas en la presente invencion, y por

1o tanto, se demostrd que la solicitud en estudio es a todas luces novedosa frente al estado
del arte mas proximo.

8. De otra parte, dado que la fecha de presentacién de la solicitud resultante del
presente fraccionamiento es la misma --28 de Enero de 2005-- atentamente solicito a
usted se sirva dar a la solicitud fraccionada el mismo numero de Expediente de la solicitud
original, acompafiada de la letra “B"” para su identificacién.  Adicionalmente, la
Clasificacion Internacional para esta solicitud fraccionada, acorde con el objeto de la
misma, es la siguiente: AG61K 397095,

9. En cuanto a la reivindicacion de la prioridad respecto de la solicitud divisional, es la
misma invocada en la solicitud original, la cual fue reivindicada oportunamente en Fase
Internacional de las solicitudes nimero: GB 0218037.0, GB 0218036.2, GB 0218035.4, GB
0218051.1 de Agosto 2 de 2002, GB 0220197.8, GB 0220199.4 de de Agosto 30 de 2002,
GB 0225524.8, GB 0225531.3 de Noviembre 1 de 2002, GB 0230164.6, GB 0230168.7,
GB 0230170.3 de Diciembre 24 de 2002 y GB 0305028.3 de Marzo 5 de 2003.

10. Ratifico a usted que la sociedad titular de la solicitud fraccionada en cuestion es
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. organizada y existente de conformidad con las
leyes de Bélgica y domiciliada en Rixensart, Bélgica.

11. Asi mismo, reiterc a usted que e! documento que acredita mi calidad de
Representante Legal en dicha scciedad para todos los asuntos de la Propiedad Industrial,
fue presentado junto con la solicitud el 28 de Enero de 2005,

12. De conformidad con lo establecido por el Articulo 36 de 1a Decision 486 de 2000,
solicito a ese Despacho se sirva aceptar y estudiar la solicitud divisional presentada vy
conceder el privilegio de patente solicitado.
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13.  En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la
solicitud a la luz de las modificaciones y los argumentos presentados y conceder

el privilegio de patente solicitado.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién inmunogénica que comprende un antigeno de

autotransportador Neisserial el cual es NadA y al menos un antigeno diferente, el cual
se selecciona de las siguientes categorias:
a) por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada del grupo que

consiste de FhaB, NspA, Hsfy Hap;

b) por lo menos una toxina Neisserial seleccionada del grupo que consiste
de FrpC y FrpA/C;
c) por lo menos una proteina de adquisicion de Fe Neisserial seleccionada

dei grupo que consiste de TbpA alto, TbpA bajo, LbpB, Lipo28, y NMB0964; o

d) por lo menos una proteina asociada con la membrana Neisserial,
preferiblemente proteina de membrana exterior integral seleccionada del grupo que
consiste de PilQ, OMP85, y GNA1870;

y en donde los antigenos, cuando estan presentes en una vesicula de

membrana exterior, han sido regulados en forma ascendente en la vesicula de

membrana exterior.

2. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, la cual es

una composicion de subunidad.

3. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el
al menos un antigeno diferente es seleccionado de la siguiente lista: FhaB, NspA, el
dominio pasajero de Hap, el dominio de supeificie expuesta de OMP85, FrpC, LbpB, y
Lipo28.

4. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende una preparacién de vesicula de membrana exterior, en donde los
antigenos han sido regulados en forma ascendente (preferiblemente

recombinantemente) en la vesicula de membrana exterior.



10

15

20

25

30

148

5. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el
al menos un antigeno diferente es seleccionado de la siguiente lista: NspA, Hap,
OMP85, TbpA (alto), ThpA (bajo), LbpB, PilQ, y GNA1870,

en donde el al menos un antigeno diferente es regulado en forma ascendente

en la vesicula de membrana exterior.

6. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende una composicion de subunidad que tiene uno o mas de los antigenos, y
una preparacion de vesicula de membrana exterior que tiene por lo menos un
antigeno, el cual ha sido regulado en forma ascendente en la vesicula de membrana

exterior.

7. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 6, que
comprende una composicién de subunidad y una preparacion de vesicula de
membrana exterior, en donde la composicion de subunidad comprende por lo menos
uno de los antigenos seleccionados de la siguiente lista: FhaB, NspA, el dominio
pasajero de Hsf, el dominio pasajero de Hap, el dominio de superficie expuesta de
OMP85, FrpC, LbpB, y Lipo28; y en donde la preparacién de la vesicula de membrana
exterior que tiene por lo menos un antigeno el cual ha sido regulado en forma
ascendente en la vesicula de membrana exterior y comprende al menos un antigeno
regulado en forma ascendente seleccionado de la siguiente lista, el cual es diferente
de el al menos un antigeno en las composiciones de subunidad: NspA, Hsf, Hap,

OMPB85, , TbpA (alto), TbpA (bajo), LbpB, PilQ y GNA1870.

8. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 4-7, que
comprende por lo menos dos preparaciones diferentes de vesicula de membrana

exterior de la reivindicacién 4 0 5.

9. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 4-8, en

donde ademas se selecciona NspA.



10

15

20

25

30

149

10. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 4-9, en

donde ademas se selecciona Omp85.

1. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 4-10, en

donde el al menos un antigeno diferente comprende TbpA (alto).

12. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 4-11, en

donde el al menos un antigeno diferente comprende TbpA (bajo).

13.  La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 11 o 12,
que ademas comprende uno o mas antigenos adicionales seleccionados de una lista

que consiste de Hap, LbpB, y OMP85.

14. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-13 que
comprende FhaB; y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de Hsf, LbpB, FrpC, FrpA/C, OMPB85, TbpA (bajo), TbpA (alto), PilQ,

GNA1870, NspA, Lipo28, y NMB0964.

15. La composicidn inmunogénica de acuerdec con las reivindicaciones 1-14, que
comprende NspA; y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de: LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, TbpA (bajo), TbpA (alto), PilQ, GNA1870

Lipo28y NMB0S64.

16. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-15, que
comprende TbpA (bajo); y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo
que consiste de: LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, TbpA (alto), PiQ, GNA1870, y

NMBOS64.

17. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-16, que
comprende TbpA (alto); y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo

que consiste de: LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.
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18. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-17, que
comprende OMP85: y por io menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: FrpC, FrpA/C, PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

. 19.  La composicidn inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-18, que

comprende FrpC; y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

20. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-19, que
comprende GNA1870; y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo

que consiste de: Lipo28, y NMB0964.

21, La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-20, que

comprende Lipo28; y por lo menos un antigeno adicional el cual es NMB0964.

22. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 4-21, en
donde una célula huésped a partir de la cual se deriva la preparacion de la vesicula de
membrana exterior ha sido disefiada para asi regular de manera descendente la

expresion de uno o mas de IgtB o IgtE, preferiblemente el primero.

23. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 4-22, en
donde una célula huésped a partir de la cual se deriva la preparacién de la vesicula de
membrana exterior es incapaz de sintetizar el polisacarido capsular, y ha sido
preferiblemente disefiada para asi regular de manera descendente la expresion de uno
o mas de SiaD, ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, synA (equivalente a synX y SiaA) o synB

{(equivalente de SiaB) y synC (equivalente de siaC), preferiblemente SiaD.

24, La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 4-23, en

donde una célula huésped a partir de la cual se deriva la preparacién de la vesicula de
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membrana exterior ha sido disefada para asi regular de manera descendente la

expresion de uno o mas de OpC, OpA o PorA, preferiblemente ParA,

25. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 4-24, en
donde una célula huésped a partir de la cual se deriva la preparacién de la vesicula de
membrana exterior ha sido disefiada para asi regular de manera descendente la

expresion de FrpB.

26. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 4-25, en
donde una célula huésped a partir de la cual se deriva la preparacién de la vesicula de
membrana exterior ha sido disefiada para asi regular de manera descendente la

expresidon de msbB y/o htrB, preferiblemente msbB.

27. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-26, que
comprende un antigeno derivado de Neisseria meningitidis, preferiblemente el

serogrupo B.

28. Las composiciones inmunogénicas de acuerdo con las reivindicaciones 1-27,

que comprenden un antigeno derivado de Neisseria gonorrhoeae.

28. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-28, en
donde todos los antigenos neisserial se derivan de N. meningitidis, preferiblemente del

serogrupo B.

30. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-29, que

ademas comprende unc o mas polisacdridos u oligosacaridos capsulares bacterianos.

31. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 30, en donde
los polisacaridos u oligosacaridos capsulares se derivan de bacterias seleccionadas

del grupo que consiste de: serogrupo A, C, Y y W-135 de Neisseria meningitidis,
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Haemophilus influenzae b, Streptococcus pneumoniae, Grupo A de Streptococci,

Grupo B de Streptacocci, Staphylococcus aureus y Staphylociccus epidermidis.

32. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 30-31, en

donde el polisacarido u oligosacarido capsular estd conjugado a una proteina.

33. La composicién inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-32, que

comprende un auxiliar,

34. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 33, que

comprende sales de aluminio, preferiblemente fosfato de aluminio.

35. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién 33 o 34, que

comprende 3D-MPL.

36. Una vacuna que comprende la composicion inmunogénica de acuerdo con las

reivindicaciones 1-35, y un portador farmacéuticamente aceptable.

37. Una vacuna que comprende uno o mas polinucledtido(s) que codifican al
menos una proteina de autotransportadora Neisserial y al menos una proteina
diferente cuya expresion se conduce a traves de un promotor eucaridtico, en donde la
proteina de autotransportadora Neisserial es NadA, y la al menos otra proteina
diferente se selecciona de las siguientes categorias:

a) por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada del grupo que
consiste de FhaB, NspA, Hsf y Hap,

b) por lo menos una toxina Neisserial seleccionada del grupo que consiste
de FrpC y FrpA/C;

c) por 1o menos una proteina de adquisicién de Fe Neisserial seleccionada

del grupo que consiste de TbpA alto, TbpA bajo, LbpB, Lipo28, y NMB0S64; 0
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d) por {0 menos una proteina asociada con la membrana Neisserial,
preferiblemente proteina de membrana exterior integral seleccionada del grupo que

consiste de PilQ, OMP85, y GNA1870.

38. Un método para hacer la composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-35, que comprende un paso de mezciar juntos por lo menos dos

antigenos de Neisseria.

38. Un método para hacer la vacuna de acuerdo con la reivindicacion 36, que
comprende el paso de combinar la composicién inmunogénica de las reivindicaciones

1-35 con un portador farmacéuticamente aceptable.

40. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 14 que comprende FhaB; y
por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de: LbpB,
FrpC, FrpA/C, OMP85, TbpA (bajo), TbpA (alto), Hap, PilQ, GNA1870, NspA, Lipo28, y

NMB0964.

41, La composicion inmunogénica de la reivindicacion 15 que comprende NspA; y
por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de: LbpB,

FrpC, FroA/C, OMP85, TbpA (bajo), ThpA (alto), PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

42. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 17 que comprende TbpA
(alto); y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:

FrpC, FrpA/C, OMP85, PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

43. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 18 que comprende; OMP85;
y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de: LbpB,

FrpC, FrpA/C, PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.
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44, La composicion inmunogénica de la reivindicacion 19 que comprende FrpC; y

por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de: PilQ,

GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

45. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde los
antigenos se han regulado de manera ascendente en la vesicula de membrana
exterior a través del crecimiento de una cepa madre de Neisseria bajo condiciones

limitadas de Hierro.

46. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde al
menos un antigeno regulado de manera ascendente en la vesicula de membrana
exterior ha sido regulado de manera ascendente a través del crecimiento de una cepa

madre de Neisseria bajo condiciones limitadas de Hierro.
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Meningitis and sepsis caused by serogroup B meningocaccus are
two severe diseases that still cause significant mortality. To date
there is no universal vacecine that prevents these diseases. In this
work, five antigens discovered by reverse vaccinology were ex-
pressed in a form suitable for large-scale manufacturing and
formulated with adjuvants suitable for human use. The vaccine
adjuvanted by aluminum hydroxide induced bactericidal antibod-
ies in mice against 78% of a panel of 85 meningococcal strains
representative of the global population diversity. The strain cov-
erage could be increased to 90% and above by the addition of pG
oligonucleotides or by using MF59 as adjuvant, The vaccine has the
potential to conquer one of the most devastating diseases of
childhood.

meningococcus B | reverse vaccinelogy

N eisseria meningitidis is an encapsulated, Gram-negative bac-
terium that colonizes the upper respiratory tract of ~10%
of humans. With a frequency of one to three cascs per 100,000
of the population, the bacterium enters the bioodstream, where
it multiplies to high density and causes a form of sepsis charac-
terized by thc dramatic disruption of the endothelium and
microvasculature. From the bloodstream the bacterium can cross
the blood-brain barrier and cause meningitis. The invasive
infection is very dramatic, affecting mostly infants, children, and
adolescents who do not have bactericidal antibodies to the
infecting strain, Within a few hours otherwise healthy subjects
become severely sick, and, despite the sophistication of modcrn
medicine and availability of effective antibiotics, 5-15% die, and
up to 23% of the survivors have lifelong sequelac. During
epidemnics the frequency of disease increases to = 10,/100,000 of
the population and rises to as high as 400/100,000. Bascd on the
chemical composition of the polysaccharide capsule, N, menin-
gitidis strains can be classified into 13 different serogroups.
Strains representative of five serogroups (A, B, C, Y, and W1 33)
causc nearly all discase in humans (1, 2).

Most of the strains isolated from invasive meningococeal
disease have also been classified by multilocus enzyme electro-
phoresis (3} into several hypervirulent lineages (electrophoretic
types: ET37, ETS, cluster A4, lincage 3, and subgroups I, 111, and
IV-1} or by multilocus sequence typing (4) into sequence type
(ST) complexes (cpx) ST11, ST32, STR, $T41/44, ST1, ST, and
5T4,

N. meningitidis causes ~1.2 million cases per year globally, of
which 3,000 occur in the United States and 7,000 occur in
Europe, where the organism remains the most common cause of
bacterial meningitis in children and young aduits (5). Serogroup
B meningococcus (MenB) is responsible for ~32% of menin-
gocoecal disease reported in the United States, and from 45% to
>80% of meningacoccal disease reported in Europe 6, 7).
Immunity against the disease can be acquired naturally or
induced by vaccination and correlates with the presence of

10834-90839 | PNAS | July 18,2006 | vol. 103 | no.29

bactericidal antibodies, which kill the bacterium in the presence
of complement (8). Tetravalent vaccines composed of the pu-
rificd capsular pelysaccharides of serogroups A, C, Y, and W135
have been available for three decades for usc in adults. Conju-
gate vaccines, effective in all age groups, were developed a
decade ago (9). Large-scale vaccination against scrogroup C
meningococeus in the United Kingdom in the year 2000 showed
that these vaccines are very safe and effective in eliminating the
disease (10) and led to the licensure of tetravalent conjugate
vaccines against serotypes A, C, Y, and W-135. Once universally
deployed, these vaccines will likely eliminate forever the disease
caused by strains with these serogroups.

MenB differs from the others because it is decorated by a
capsular polysaccharide identical to the polysialic acid [o(2-8)
N-acctylneuraminic acid] present in many human glycoproteins,
This mimicry rules out the use of polysaccharide—protein con-
Jugate vaccines as an effective strategy to combat MenB disease.
Thercfore, currently there is no universal vaccine available
against this bactcrium. Protein-based vaccines composed of
outer membranc vesicles {OMV) purified from the bacterium
have been produced; however, they induce immunity maostly
against the highly variable PorA membrane protein, and efficacy
trials have shown serosubtype-specific protection (11). To de-
velop a universal vaccine against MenB, a few years ago we
determined the sequence of the genome of the bacterium and
used it to discover novel antigens (12, 13). Thus, MenB became
the prototype for the use of genomics for vaccine development,
a process termed reverse vaccinology (14).

Twenty-eight novel antigens that were able to induce antibod-
ics with bactericidal activity (BCA) in mice when used for
immunization using Freund’s complete adjuvant (FCA) were
identified. Some of the antigens had a high degree of sequence
conservation using a historical panel of MenB strains and were
recognized by scra of patients convalescent from meningococcal
disease (15, 16). Detailed studies on some of the most promising
antigens confirmed that some of these antigens werc good
candidates for a universal vaccine (16, 17), whereas others turned
out to be less interesting, For instance, GNA33 was found to be
a mimotopc of PorA and thus unlikely to be useful as a vaccine
because of scrosubtype specificity (18).

However, although the in vitro antibody data obtained in mice
immunized with the individual antigens in FCA wete encour-
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caccus; OMV, outer membrane vesicie(s); BCA, bacteriddal activity; cpx, complex; FCA,
Freund's complete adjuvant,
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Fig. 1. FACS analysis of N. meningitidis strains using sera prepared against vaccine antigens. {a) Binding of polyclonal antiserum raised against the individual
antigens GNA2132, GNA1030, GNAZ091, GNA1870, and Nad A (left to right) to live encapsulated MenB strains NZ98/254 (first row), 2996 (second row), and MC58
(third row). The fourth row contains the MC58 knockout mutants (KO} of each antigen probed with the homologous antiserum. Red profiles represent the
negative control {preimmune sera). White profiles show reaction with immune sera. (b and ¢) Binding of palyclonal antibodies against fusion proteins (&) and
SVCMB vaccine {¢). Firstrow, NZ98/254 (B:4:P1.4), 5T ¢px 41/44, ET lin.3, nadA~. Second row, 2396 {B:2b:P1.5,2), ST cpx 8, ET A4, Third row, MC58 (B:15:P1.7,16b),

ST cpx 32, ET ETS.

aging, it was not clear whether the responses were sufficient for
the development of a vaccine suitable for human use and able to
induce universal protection against recent, genetically diverse,
and epidemiologically relevant clinical isclates.

Results

Antigen Selection, The antigens sclccted by reverse vaccinology
were prioritized based on their ability to induce broad pro-
tection as inferred by BCA or observed in passive protection
in the infant rat or mouse protection assays (19, 20). The three
top antigens that met the prioritization criteria were GNA2132
{21), GNA1870 (16, 22, 23), and NadA (17, 24). Two additional
antigens, GNA1030 and GNA2091 (13), were sclected because
they also induced protective immunity but only in some of the
assays. FACS analysis (Fig. 1g) showed that the sera obtained
from mice immunized with each of the five antigens formu-
lated with aluminum hydroxide stained the surface of onc or
more of the MenB strains NZ98/254, 2996, and MC58, which
were selected as representative of the most common patterns
observed among a variety of different strains. The serum
against GNA1030, which appears ondy slightly positive in the
figure, showed positive binding to 2996 when the serum used
had been obtained by immunizing with complete FCA instead
of aluminum (data not shown). The figure also shows that none
of the antisera prepared against the individual antigens stained
all of the strains well. To confirm the specificity of the analysis,
none of the sera stained the MC58 knockout mutants where
the corresponding gene had been deleted (Fig. 12, MC58 KQ).
Binding activity observed in FACS paralleled antibody func-
tional activity observed in the BCA assay (Table 1). The
presence of BCA was tested in sera obtained by immunizing
mice with each of the antigens formulated with aluminum
hydroxide or FCA (Table 1). With the exception of GNA2091,
which, although unable to induce BCA, had been selected for
its ability to induce protection in the mouse protection assay
(49, 20) (data not shown), each of the other individual antigens
induced BCA against one or more of the three strains, The
proteins GNA2132, GNA1(30, and GNAI1870 induced better
titers when formulated with FCA than when formulated with
aluminum, In the casc of NadA, the two adjuvants gave a
similar titer.

Aithough the five antigens had been selected based on their
individual behavior, none of them induced protective antibody

Giuliani et al,

responses that were sufficiently broad enough to cover all straing
tested.

A Combination of Antigens to Develop an Effective Serogroup B
Vaccine. Given that vaccines containing several antigens have
been shown to confer better protection than those containing
only one or two antigens (25), we combincd the five antigens
into one multicomponent vaccine, trusting that this would
increase the breadth of the vaccine coverage and avoid selec-
tion of escape mutants. To facilitate large-scale industrial
manufacturing of the vaccine, four of the five antigens were
expressed as fusion proteins. Among >30 protein-protcin
fusions generated, the most promising were the combinations
of GNA2132 with GNA1030 and of GNA2091 with GNA1870.
NadA did not perform well when fused to other proteins,
probably because of the loss of the trimeric organization (data
not shown) (24, 26). The two fusion proteins formulated with
aluminum hydroxide induced immune responses in both FACS
(Fig. 1b) and BCA assays (Table 1) that were generally more
potent than those induced by the individual antigens. Twenty
micrograms of each of the two fusion proteins and of the NadA
antigen was adsorbed to aluminum hydroxide to make the

Table 1. Bactericidal activity of mice polycional antibodies

Strains
MC58 2996 NZ98/254

Immunogens FCA  AIOH); FCA  AI{OH); FCA  ANOH);
Antigens

GNA2132 16,384* 512 16,384 1,024 16,384 812

GNA1030 <4 <4 2,048 <4 <4 8

GNA20%91 <4 <4 <4 <4 <4 <4

GNA1870 65,536 16,384 64 <4 16,384 64

NadA 512 1,024 409 4,09 <4 <4
Fusions

GNA2132-1030 nd. 2,048 nd 2048 nd 4,09

GNA2091-1870 nd. 32,768 n.d. <4 nd. 1,024
Vaccine

SCVMB 65,536 32,768 8,192 4,096 16,384 4,096

*Bactericidal titers were expressed as the reciprocal of the serum ditution
yeiding 250% bactericidal killing. n.d., nox determined.
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Fig.2. ImmunoGold labeling and transmission electron microscopy. Analysis
of BZB3 strain was performed with antisera raised against vaccine antigens:
anti-GNA2132 (a), anti-GNAIBT0 (b), anti-NadA (), and anti-5CVMB (d) vac-
cine. {e} Anti-Pora staining of strain MCS8 performed by using a mAb raised
against PorA 1.7. (f) Representative contral showing anti-NadA staining of
strain BZ83 mutant knockout for the nadA gene (BZ83ANadA), Similar results
were ohtained when knockout strains in gna2132 and gna 1870 genes were
analyzed with the corresponding antisera (data not shown). {Scale bars:
200 nm.}

vaceine formulation that was used in subsequent studies, We
named the multicompaonent vaccine SCVMB (5 component
vaccine against MenB). Tn FACS analysis (Fig. 1¢) the anti-
bodies obtained by immunizing with this vaccine stained the
three rcpresentative MenB strains very well. Similarly, the
antibodies had BCA titers against each of the three strains,
ranging from 4,096 to 32,768 (Table 1). The respective titers
were only slightly lower than those obtained by immunizing
with FCA, which is the most potent adjuvant known for mouse
immunization but is unsuitable for human use.

The potency of the multicomponent vaccine was also dem-
onstrated by ImmunoGold staining of the bacterial surface
using the three vaccine antigens that clicited the best BCA
titers (Table 1). The antibodies against GNA2132, GNA1870,
and NadA stained the surface of MenB strain BZ83 with
different density (Fig. 2 a—). However, the staining performed
with antiscra raised against the vaccine (Fig. 2d) greatly
increased the density of gold particles to a level that was
comparable to the one obtained using antibodies against MC58
PorA (Fig. 2¢}, which is known to confer protection in humans.

Coverage of the MenB Population Diversity. To properly test
whether the SCVMB vaccine formulation was able to induce
protection against the majority of the MenB strains, we assem-
bled and characterized a very large collection of clinical isolates
representing as closely as possible the global population diver-
sity. In total, 214 N. meningitidis strains were collected; 56 from
the U.S. and Canada, 44 from the United Kingdom, 98 from
other European countries, 2 from New Zealand, § from Aus-

Table 2. Characteristics of 85 N. meningitidis strains used for
bactericidal assays

Year of isolation

Hypervirulent clusters  Before 1980 1980-1995 1996-2002 Total

ST32 ¢px (ETS) 1 4 [ 1
§T41/44 cpx (lineage 3) o 5 16 21
5T8 ¢cpx (Ad) 1 2 4 7
ST ¢px (ET37) 2 4 1 17
Others* 3 8 18 29
Total 7 23 55 8s

*The strains that do not belong to any of the hypervirulent clusters have been
classified as others.
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tralia, and 8 from other regions of the world. The collection
contained mostly recent clinical isolates, although a minority of
older laboratory strains were included to bridge the data to those
generated in the past with well known strains. Eighty-five of the
214 strains were found to be suitable for BCA assays using
several batches of baby rabbit complement. The main propertics
of the 85 strains are reported (Table 2). Four meningococcal
hypervirulent clusters, ST32 cpx or ETS, ST41/44 cpx or lineage
3, ST8 cpx or cluster A4, and ST11 cpx or ET37, represent 56 of
85 (65.9%) of the total strains; 29 of 85 (34.1%) of the strains
reprcsent emerging lineages of pathogenic strains that were
classified as “others” because they do not belong to any known
hypervirulent cluster.

The sera obtained by immunizing mice with the SCVMB
vaccine formulated with aluminum hydroxide were tested in a
bactericidal assay against this panel of 85 strains. We found
that 66 of 85 (77.7%) of the strains tested were killed at serum
dilutions =1/128 (Fig. 3a). This threshold titer carrelates with
a positive result using human complement (27). Killing of
=~78% of the strains by a meningococcal B vaccine is very
encouraging, especiailly when compared with the 17 of 85
strains {20%}) and with the 18 of 83 strains (21.2%) killed by
the OMV vaccines made from the Norwegian strain H44/76
(Fig. 3a, center column) and the New Zealand strain NZ98/
254 (Fig. 3a, right column), which represent the best vaccines
available so far.

A closer obscrvation of the strains covered showed that the Nw
vaccine induced BCA titers >8,000 against all 9 strains with
PorA P1.16, identical to that of the vaccine strain, titers of 512
or Jower against § strains carrying a differcnt PorA, and no BCA
against the remaining 68 strains. Similarly, the Nz vaccine
induced high BCA titers against the 11 strains with PorA P1.4
identical to the vaccine strain, low BCA titers against 7 strains
with differcnt PorA, and no BCA against the remaining 67
strains. The poor coverage of strains and hypervirulent lincages
provided by OMYV vaccines (Fig. 3b) validates the fragmentary
observations obtained so far in preclinical and clinical studics
showing that OMV vaccines induce immunity that is mastly
PorA-specific,

In marked contrast to thc OMV vaccines, and as expected
from the antigen composition, the 3CVMB vaccine induced
broader protection that was not serosubtype-specific and cov-
ered most of the population diversity. The protection induced by
SCVMB formulated with aluminum (Fig. 3b) was complctc
(100%} against all strains of the pancl from the hypervirulent cpx
ST32 and 5T8, almost complete {95%) against the hypervirulent
cpx ST41/44, and substantial against strains of hypervirulent
cluster §T11 and thosc classified as others (65% and 599,
respectively). A subset of strains, for which human complement
could be used for the bactericidal assay, was killed by the
vaccine-induced antibodies in the presence of human comple-
ment. For instance, the BCA ftiters obtained against MenB
strains MC58, 2996, and NZ98/254 were 1,024, 128, and 64,
respectively.

To investigate whether the coverage of the SCVMB vaccine
could be increased, mice were immunized with the same
vaccine antigens but adjuvanted by aluminum hydroxide com-
bined with CpG otigonucleotides (28, 29). The results showed
that the strain coverage increased to 91.7% (Fig. 3¢). We also
tested the vaccine using an oil-in-water emulsion, MF59, which
is licensed for human use in Europe, as adjuvant (30). The
presence of the MF59 increased the coverage to 94.1% (Fig.
3¢). Interestingly, when FCA was used as adjuvant, coverage by
BCA rcached 97.6% (Fig. 3c). The addition of CpG to SCVMB
with aluminum hydroxide or the use of MF59 or FCA (Fig. 3d)
significantly increased the coverage of strains belonging to the
ST11 cluster and of those classified as others. These data show
that in mice the antigens included in the vaccine can induce

Giuliani et af.
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Fig.3. Protective effect of 5CYMB vaccine. The analysis has been performed by testing the immune sera for BCA against 85 N. meningitidis strains using baby
rabbit serum as complement source (16). Results are expressed as the percentage of strains killed with titers 22128, (3 and b) Comparison of strain coverage induced
by SCVYMB, OMVNw, and OMVNz vaccines (3) and the respective vaccine coverage of the 85 strains grouped into hypervirutent clusters (b), (¢ and d) Strain
coverage induced by different formulations of 5CVMB vaccine {with aluminum hydroxide, aluminum hydroxide plus CpG 1826, MF59, or FCA) (¢) and the

o

respective vaccine coverage of hypervirulent clusters {d).

immunity against nearly all Mc¢nB strains when the immune
response is optimized. The increased strain coverage could be
due to the ability of the adjuvants to induce a higher immune
response or to influence antigen conformation by exposing
additional epitopes to the immune system. Further work will
be needed to address this issue. In humans, the immune
response can be optimized by the addition of CpG, by using
MF359, or with a booster dose after primary immunization.

All animals treated with different formulations of 5CVMB
vaccine were healthy throughout the experiments, based on daily
observations, and no overt toxicity was observed,

To confirm that the antisera obtained were able to confer
protection in vive, representative sera from mice immunized
with SCVMB were also used for passive immunization of infant
rats, which were subsequently challenged i.p. with MenB strain
2996. In two experiments where the animals were challenged
with 6§ X 10* and 5 X 10% virulent bacteria, respectively (Table
3), all infant rats that had received PBS as negative control
developed a bacteremia after 18 h. In contrast, no bacteria were
recovered from the blood of rats that had been passively
immunized,

Discussion

We have described a universal vaccine against MenB, a bacte-
rium that causes a discase against which conventional vaccinol-

ogy has been ineffective and that still kills many young people in
both devcloped and developing countries. The vaccine, devel-
oped by using novel antigens identified by reverse vaccinology,
covers 78% of the strains in the basic formulation using alumi-
num hydroxide as adjuvant, and coverage can be increased to
>95% of the strains by using other adjuvants. The progress
compared with vaccines available so far is gigantic; in fact, OMV
vaccines, which are the best vaccines against MenB developed
during the last 30 years, are shown to cover only 20% of the
MenB strains,

The work also shows that universal protein-based vaccines
can be developed against those encapsulated bacteria that are
usually targeted by conjugate vaccines. This finding should
foster research on reverse vaccinology to identify protein-
based vaccines for other pathogens, such as pneumococcus,
wherc there are too many serotypes of capsular polysaccha-
rides to make conjugate vaccines capable of protecting against
all strains, against Staphylococeus, group A Streptococcus, und
other microorganisms.

Although protein-based vaccines have also been described for
group B Streptococcus (31) and other pathogens, so far most of
the data in the literaturc were obtained by using vaccines
formulated with adjuvants unsuitable for human usc, such as
FCA, and usually tested against a limited number of bacterial
strains, so that the coverage of the population diversity could not

Table 3. Passive protection in the infant rat meningococcal bacteremia model

Serum dilution or

2996 dose of mAb, ug, CFU/ml
Exp. {challenged CFU) Treatment per rat No. positive/total  {geometric mean)
1 63,000 Anti-PorA(Pl.2) mAb 2 0/3 <1
Anti-5CVMB rmouse serum 1:5 0/3 <1
1:20 0/3 <1
Anti-5CVMB rabbit serum 1:5 0/3 <1
1:20 0/3 S
PBS control 3/3 146,530
2 5,000 Anti-PorA{Pl.2) mAb 1 0/4 <1
Anti-5CVYMB mouse serum 1:10 0/4 <t
1:50 0/4 <1
Anti-SCVYMB rabbit serum 110 0/4 <1
1:50 0/4 <1
PBS control 4/4 8,250

CFU, colony-forming unit.
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be totally predicted. Therefare, the question of whether protein-
based vaccines against encapsulated bacteria arc feasible for use
in humans was still pending. In this study we havc used the
antigens derived from the genome mining of MenB, and we have
asked the critical questions necessary for extending their large-
scale use to humans. To do so, we expressed them in a system
suitable for industrial manufacturing; we formulated them with
an adjuvant suitable for human use, such as aluminum hydrox-
ide, and we tested the immune response against an unusually
large pancl of strains enriched with recent clinical isolates and
designed to represent as much as possible the true diversity of the
bacterial popuiation.

If the results reported here are confirmed in clinical trials,
this vaccine is likely to conquer one of the most devastating
discases that still cause morbidity and mortality in children and
adolescents.

Materials and Methods

Cloning Expression and Purification of Vaccine Components. Single
recombinant proteins were expressed and purified as previously
described (13, 16, 17). Genes considered in this study were from
the genome of N. meningitidis NZ.98/254 strain in the case of
GNA2132, MC58 strain in the case of GNA1870, and 2996 strain
in the case of GNA1030, GNA209], and NadA.

All of the proteins present in the multicomponent vaccine
SCVMYV were produced in Escherichia coli devoid of the pre-
dicted leader peptide using the pET24b+ as expression vector
and E. coli BL21 (DE3) as cxpression host. NadA correspands
to the NadAassi_4s recombinant form (17).

To generate the fusion GNA2132-1030, the gna2l32 gene
was amplified by PCR from the NZ98/254 strain by using the
following oligonucleotides: 2732 forward (CGCGGATC-
CGCTAGC-CCCGATGTTAAATCGGC) and 27132 reverse
(CGGGGATCC-ATCCTGCTCTTTTTTGCCGG) contain-
ing the NhcT and BamHI restriction sites, respectively (restric-
tion sites are underlined); the gnael030 gene was amplificd
from the 2996 strain by using 70130 forward (CGCGGATC-
CGGTGGTGGTGGT-GCCACCTACAAAGTGGAC) and
1030 reverse (CCCGCTCGAG-TTATTGTTTGGCTGC-
CTCGAT) oligonucleotides, which include the BamHI and
Xhol restriction sites, respectively. A polyglycines linker was
added between the two proteins of the fusion inserting the
corresponding DNA sequence as tail in the sequence of the
primer forward, The inscrtion of Nhel and BamHI sites results
in alaninc-scrinc or glycinc—serinc additional amino acids,
respectively,

Amplified DNA fragments were digested with Nhel/BamHT
and with BamHI/Xhol enzymes and cloned in pET24b+ vector
digested with Nhel/Xhol,

To create the fusion GNA2091-1870, the gna209] gene was
amplificd from the 2996 strain by using the oligonucleotidcs 2097
forward (CGCGGATCCCATATG-GTCAGCGCAGTA-
ATCGGA) and 2097 reverse (CGGGGATCC-GCGTTG-
GACGTAGTTTTG) containing the Ndel and BamH] restric-
tion sites, respectively; the gna 1870 gene was amplified from the
MCS58 strain by using 7870 forward (CGCGGATCC-
GGAGGGGGTGGTGTCG) and 1870 reverse {CCCGCTC-
GAG-TTATTGCTTGGCGGCAAG) oligonucleotides, includ-
ing the BamHI and Xhol restriction sites, respectively.

Amplificd DNA fragments were digested with Ndel /Xhol and
BamHI/Xhol enzymes and cloned in pET24b+ vector digested
with Ndel/Xhol.

The recombinant protcins were expressed in E. coli and
purified by standard methods (32).

Mouse {mmunizations. To prepare antisera, 20 pg of individual
antigens GNA2132, GNA1030, GNA2091, GNA1870, NadA,
GNAZ2132-1030, and GNA2(091-1870 or a combination of 20

10838 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0603940103

ug cach of GNA2132-1030, GNA2091-1870, and NadA was
used to immunize 6-week-o0ld CD1 female mice (Charies River
Breeding Laboratories). Five to 10 mice per group were used.
The antigens wete administered i.p. together with aluminum
hydroxide (3 mg/ml) on days 0, 21, and 35. The samc immu.-
nization schedule was performed with different adjuvants such
as CpG 1826 plus aluminum hydroxide, MF59, or FCA, Blood
sampies for analysis were taken on day 49. To prepare antiscra
against OMYV preparation (from H44/76 strain for NW and
NZ98/254 strain for NZ), 10 ug of each adsorbed to aluminum
hydroxide was used. The same immunization schedulc was
used to immunize New Zealand White rabbits. The rabbits
were injected in several lymph nodes with SCVMB vaccine (25
pg of each antigen). The trcatments were performed in
accordance with internal animal ¢thical committee and insti-
tutional guidelines,

FACS Analysis. The analysis was determincd by using a FACScan
flow cytometer as described previously (16). Polyclonal sera
were tested at a 1/200 dilution. Antibody binding was detected
by using a secondary anti-mouse (whole molecule) FITC-
conjugated (Sigma) antibody.

tmmunoelectron Microscopy. Whole-cell, negative-stain, Immu-
noGold tabeling was performed by using a modified procedurc
described by Fletcher et al. (22). Briefly, N. meningitidis
serogroup B strains cells were fixed for 60 min at room
temperature in 4% paraformaldchyde plus 0.05% glutaralde-
hyde in PBS (pH 7.2). After fixation, droplets of cells were
placed on Formvar carbon-coated grids (Agar Scientific) for §
min. Excess fluid was wicked off, and blocking was accom-
plished in two stages by using PBS plus 1% BSA for 5 min and,
later, PBS containing 1% coldwater fish gelatin (Fluka) for 10
min. Exccss aldehyde was quenched by using 0.02 M glycine in
PBS for 5 min. Grids were inverted over polyclonal antibodies
or mAbs (diluted in PBS plus 1% BSA) for 60 min in a
humidified chamber. Grids were rinsed five times for | min in
PBS plus 1% BSA. Antigen was detected by incubation for 60
min with goat anti-mouse IgG plus IgM conjugated to 10-nm
colloidal gold beads (BB International, Cardiff, U.K.) diluted
in PBS-BSA. Rinsing tock place in FBS (four times for 1 min).
Grids with cells were stabilized with 1% glutaraldehyde in
PBS. Each sample was then rinsed five times in distilled
water. Grids were finally trcated with uranyl acetate and
examined by a TEM GEOL 1200EX I1 transmission electron
microscope.

Serum Bactericidal Assay, Serum BCA against N. meningitidis
strains was evaluated as previously described (23). The comple-
ment source was pooled baby rabbit sera (Cedarlane Laborato-
ries or Pel-Freez Biologicals) or human serum from a healthy
adult with no detectable intrinsic bactericidal activity.

Infant Rat Protection Assay. The ability of anti-SCVMB to confer
protection against N. meningitidis bacteremia was evaluated as
previously described in infant rats challenged ip. (33). Bac-
teria numbers in the blood cultures were obtained by plating
out onto chocolate agar 100 ul of blood collccted 18 h after
challenge.
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Ptblico de la Cludad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramenitado,

CERTIFICO;

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio
y letra del Sceior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya A

identidad  me  consta, Apoderado’ de la Sociedad  denominada

“*GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.? (anteriormente denominada

“Smithlline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de
._ I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélpica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN W’ILLIAM DALTON esta

debida y sulicientemente autor mado para in mar documentos de esta clase, en
virtud e

I Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechﬂdo el 12

de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgo dicho Poder s¢ encuentran dentro

de los objetos o actividades de la c1tacla Sociedad, ?"de acuerdo con la Escritura
Conshtutwa y los Estatutos Sociales, los cuales he t;t;:fnld@,;a la.v1sta.

L3

E y obre los efectos conducentes expido la’ presente
que firmo y sello en Londres, ¢l dia de hoy primero de sepﬁwmmw

D& BOGUTA, HAGO CIFNSTAR QUE LA : 5‘
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mil cuattro.

ECY R g

DE PINNA
i Piceaditly Landun W1 0L
Volunhoce:r 44 (0)20 TRO8 2040 Fucafmla: +44 (020 7B 000G DX No. 48621 Picewdilly 2



Py
: . Sy A3
TN STRNTR R s
RENT R i '
LBl AR by an TR
- . i . sl Rae AR R
et U Fea B
i TR P
L ST RIS
, , -". . f . + 7
IRERETE R0 BEEPIREN S S £ N S L
gy o, APOSTILLE .\, L o
v g s L
(Hague 'Converit; S iUciober 1961/Convention de La Ha'yc_ du 5 1l%ctob,re‘.'I‘!?_t'»l) Db L
, it 2 e R AL 1 T R LT T o i i
} CE \7',‘“:- I =i.’|'{!-t~': . . ] . d PR B T
ﬁountryn,Uniw‘d;KLng or %ﬁqrcit Biitain and' Northern Ireland \
Pays: Royﬂumc-Ufi'i dé’iG{‘?ﬁﬂe-‘Bretagpe et d'rfande du Nord .
ZERE TN TR £ 3 T TP
Vet | gﬂ 1" I . ‘ ,
4 acte public A
e R -
Goer e Mllyan |
N g o ' . -
' Notary Pudiiv e -
Rt ;cuj“i [ T T .‘.'.....'.'.......'.'.’.“‘.i.l.f.!"l: .:.".:!It.r:l. .5??'!;“5 :"t!tl-.‘ ’ e
feoter 0, : -
Certified /Atteste ) . KRR

6. the/le

Y Het Majesty's i

LR PP S LM IR e 0T A‘J"‘l:"
-rtrji ! L‘JU“I T
eéretary of State
par I Secrétnirc‘d__'_E.i'

for Foreign and Commonwealth Affairs/ i - il
l"in'éipﬁl de S& Majasté aux Affaires Etrangdres et du Commonwc;lth.

For rlfre Sec

If this document is to be used in o country whig:.'_h-:_ :
not party to the Hague Convention of § October 1951 .

- ‘ W T e
H should ha nossantad 1 the coienlar sagiinn &f th
“misshan reprexuriting thit tountiy,

r



Los' ‘abajo  firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada vy
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

con damicilio en rue de I'institut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presenta a ALICIA LLOREDA vio

GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicitiados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
3-83, piso Ba., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con ef fin de dar cumplimiento al

paragrafo 1fo.. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA yloa GUSTAVO

TAMAYQ y/o IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE-

ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
fmites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
rclo les facultamos para dar ante dichas
_boridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elavar solicitudes, declaracionas, raclamos,
fecurses y presentar desistimlentos; formular
descripciones, enmiendas, fimitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiclones y apelaclones:
instaurar cancelaciones, renunciar  (otal 0
parcialmente a los reglstros, abonar todos los
impuestos y cuolas y efecluar todo otro pago
determinado por fa ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respeclivo: llenar
Cualesquiera atros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros inlereses: Y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facullados para tomar intervencién como
demandanies 0 demandadaos ante los jueces que
sean compelentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir Y apelar, con todas las
.ﬂés facultades que resulten necesarias, y por el
sente dectaramos desde ahora vélido y bueno

- _-nlo dichos representantes y/o los apoderados que

cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficig.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/io IGNACIO
SANTAMARIA  ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial |a
pratocolizacién de este documento y de cualquier

poder que cualquiera de ellos olargue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

The . undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized andg
existing under the laws of Belgium.

ddmiciled at rue de I'Institut 89,

B-1330 Rixensart,
Belgium

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA -
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply wilh
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971,

- Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorilies all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, c¢laims, recourses and withdrawals, to’
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, flle oppasitions; flle
cancellations total or partially walve regisirations, to
pay all instaliments and effect all othar payments
prescribed by law; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over {o
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers lo make
arrangements, to submit to arbitrators, lo desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as. valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our.benefit...

& COMQ HuvARIO
g OB BoGaTA, Haow s
J;FOTOCORIA Chinticior s
2 ENID
F)

We also authoriz
and/or GUSTAVO T
SANTAMARIA andior ENRIG
for protocallzation of this'dsciment and ‘of any Powe

of attorney by any one gf thei 'Eﬁ‘r‘ﬁ'fﬁ’[‘;ﬁg]}j@’f&oiﬂr‘”ﬁé’u‘ﬁ’é‘.

befare the Office of IndUstrialProperty: e s

31 AUG 2004
;Siven and signed this _
Marcus (s mﬁwnnarrmfuow
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Attorney an horised Qfficial
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 |, comparecid -

. @ quien conazco y
de quien me consta que firmd et anterior documento,

¥ quien debidamente juramentado declaré y dijo que.
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., Ia
compadila nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existenle
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en Ia
ciudad de Rixensart, Bélglca, legalmente constitulda
para un periodo de duracion Que aun no ha
terminado, qus ejerce su obleto social; conforme a
las leyes de '

que el  declarante © ests
autorizado por dicha Companla para conferir este
poder; que el sello estampado por el ai pie de tal
poder, en nombre Y en representacién de |a
expresada Compania, es el sello oficlal de ella; y que
el abjeto para el cual se confiere este instrumento
esta comprendido dentro del de |a sociedad.
El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacién firmados en \
con fecha . y cerlifica que de
conformidad con Ia legislacion de dicho Pals, Ia
anterior  declaraclén  |uramentada €s prueba

suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
clerlos o verdaderos, de o cual da fa.

Notary Public (Notario Pubiico).

* Belgium,

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this
personally
came ,
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say thal he Is the

of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A,, the company named within, a
Corporation organized and existing under the taws of
the Belgium, domiciled at the City of Rixensart,
legally constituted for a perled of tenure
not yet explred, which exercises its corporate
purposes according to the laws of

« thal the deponent Is
authorized by sald Company to confer this power of

attorney; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation Is the corporate seal thereof, and that the
purpase for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company,

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at

. under date of

day of \ 200

and hereby certifies that under the iaws of said

Countlry the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which

_ he atlests.
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacidén de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y
en espanol.

Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafriol.

.  Notarizacién, documento escrito en espafiol.

APOSTILLA .
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretaiia e Irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte ‘
Este documento publico

2, ha sido firmado James Kerr Milligan
3. actuando como Notario Publico
4. lleva el sellofestampilla de dicho Notario Publico -
' B COMG NOTARIO Sox it o
@ CERTIFICADO jros mocors ol i
‘ o OUT HE o offa v T
5. en Londres 8. el 01 deiseptismbrede 004« ~ =
1 EN |
7 por el Secretario de Estado Principal de .Su Maj 4 ra. A

Exteriores y del Commonwealth
8. Numero: G 749037

9. Sello/Estampilla; . 10.  Firma: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

ERy . -

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO
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Selio dela Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccion consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacion Unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No signhifica que los contenidos del documento sean

correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los
contenidos.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL

RESOLUCTION 2177
_—

ANITA ESCOBAT DE TAMAYO




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLIGITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
21} No.* de solioiud: 05-007 2668 Gh It AGTK 391095
(22) Fecha de solicitud: ~ 26-01-05 (71)Solicitante(s)  GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

BERTHET, Francois-Xavier, Jacques;, BIEMANS,
(72) [nven{gr(es) Ralph; DENQEL, Philippe; FERON, Christiane;
GORAJ, Caring; POOLMAN, Jan y WEYNANTS,

Vincent.
{30) Prioridad ~ (31) Mo, Prioridad 32) Fecha (33) Pals
0218037.0  0225524.8 02/08/02 01/1102 GB .
0180362 G28e3ta ooy O o8 (74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
02180354 (2301646 02008002 24/12/02 GB
0218051.1  0230168.7 020802 24/12002 ce
0220197.8  0230170.3 300802 24/1202 GB
02201894 0305028.3 00802 050303 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional. 02-03-05 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha; 19-02-04
Fecha de presentacion de 1a solicitud: 31-07-03 N° publicacion: WO 2004/014418 A3
No. de solicitud PCT/EP2003/008571
— ‘4) Titulo: COMPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN UNA COMBINACION DE ANTIGENOS

Resumen - Reivindicacién(es):

Reivindicacién numero 1:

Una composician inmunogénica que comprende por lo menos un antigeno de autotransportador Neisserial seleccionada del grupo que

consiste de Hsfy Hap, y al menos un antigeno diferente seleccionado de las siguientes categorias:
a} por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada del grupo que consiste de FhaB, NspA, Hsfy Hap;
b} por lo menos una toxina Neisserial seleccionada del grupo que consiste de FmC y FrpA/C;

¢) por lo menos una proteina de adquisicion de Fe Neisserial seleccionada det grupo que consiste de ThpA alto, ThpA bajo,
LbpB, Lipo28 y NMB0964; 0

- . d)por lo menos una proteina asociada con la membrana Neisserial, preferiblemente proteina de membrana exterior integral
seleccionada detf grupo que consiste de PilQ, OMP85, y GNA1870;
y en donde los antigenos, cuando estan presentes en una vesicula de membrana exterior, han sido regulados en forma ascendente en

la vesicula de membrana exterior.
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. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS

SUPERINTENDENCTA  PATENTE DE INVENCION _ PCT X MODELO DE UTILIDAD ____ DISENQ INDUSTRIAL __

(2t) N® de solicitud:  05-007.266B {22) Fecha de solicitud:  28-01-05

151) Clasificacion Internacional :  AG1K 39/095

(T1)Solicitante{s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72} Inventor{es) : BERTHET, Francois-Xavier, Jacques; BIEMANS, Ralph; DENQEL, Philippe; FERON, Christiane; GORAJ, Caring; POOLMAN,
Jan y WEYNANTS, Vincent,

(74) Apoderade:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha {33) Pais
0218037.0  0225524.8 0210802 01711702 68
02180362 02255313 02/0802 0111102 GB
02180354 02301646 02108002 24712102 6B
02180511 0230168.7 020802 2411202 68
02201978  0230170.3 00802 241202 68
0220199.4  0305028.3 300802 050303 68
(85 Fecha limite inicio fase nacional: 02-03-05 {87) Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 19-02-04
Fecha de presentacién de la solicifud: 31-07-03 N° publicacion:  W02004/014418A3
No. de solicitud PCT/EP2003/08571
(54) Titulo: COMPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN UNA COMBINACION DE ANTIGENOS

128



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO

. . . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
.Industna y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO

SUPERINTENDENCIA  PATENTE DE INVENCION __ PCT X MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL

21) N° de solicitud: ©0§-007.2668 {22) Fecha de solicitud: 28-01-05

(
(51) Clasificacién internacional,  AG1K 39/085
(71)Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

{72} Inventor(es): BERTHET, Francois-Xavier, Jacques; BIEMANS, Ralph; DENQEL, Philippe;
FERON, Christiane; GORAJ, Carine; POOLMAN, Jan y WEYNANTS, Vincent.

{74) Apoderado. ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad ~ (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33)  Pais FIGURA CARACTERISTICA
0218037.0  0225524.8 020802 011102 el 6x6cm
02180362  0225531.3 0208102 0111402 68
02180354 0230164.6 0210802 2411202 G8
0218051.1  0230168.7 020802 241262 68
0220197.8  0230170.3 3008002 241202 G
02201994 0305028.3 300802 _ 050303 GB

(85) Fecha limite inicio fase nacional; 02-03-05 (87) Publicacion internacional:

{86) Datos refativos a la presentacion de lasolic. PCT | Fecha: 19-02-04
Fecha de presentacion de |3 solicitua: 310703 | No. Publicacion: W02004/014418 A3
No. de solicitud PCT/EP2003/008571

1 (54) Tituio: COMPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN UNA COMBINAGION DE ANTIGENOS

{57) Resumen:
Reivindicacion 1.-
Una camposicién inmunogénica que comprende por fo menos un antigeno de autotransportador Nelsserial selectionada del grupo que consiste de Hsf y Hap, y al menos un anfigeno
diferente seleccionado de las siguientes categorias:

a)  porio menos una adhesina Neissenal seleccionada del gupo que consiste de FhaB, NspA, Hsf y Hap,

b}  por lo menos una toxina Neisserial seleccionada ded grupo que consiste de FrpC y FrpafC;

€} porlo menos una proteina de adquisicion de Fe Neisserial seleccionada de! grupe que consiste de ThpA alto, TbpA bajo, LbpB, Lipo28 y NMB0S64; o

d) por ko menos una proteina asociada con 1a membrana Neissérial, preferiblemente proteina de membrana exterior integral seleccionada del grupo que consiste da PO,
OMPBS, y GNATS70;

y en donde fos antigenos, cuando estan presentes en una vesicula de membrana exterior, han sido regulados en forma ascendente en la vesicula de membrana exterior.
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COMPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN

UNA COMBINACION DE ANTIGENOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a composiciones
inmunogénicas y vacunas para el tratamiento y prevencion de
enfermedad Neisserial. Las composiciones inmunogénicas de la
invencién contienen combinaciones de antigenos seleccionados de
por lo menos dos diferentes clases de antigenos incluyendo
adhesinas, proteinas autotransportadoras, toxinas, proteinas de
adquisicién de hierro, y proteinas asociadas c¢on membrana
(preferiblemente proteinas de membrana exterior integral). Dichas
combinaciones de antigenos son capaces de activar la respuesta
inmune contra diferentes aspectos del ciclo de vida Neisserial, dando

como resultado una respuesta inmune mas efectiva.
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COMPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN

UNA COMBINACION DE ANTIGENOS

CAMPO TECNICO

La presente invencién se refiere al campo de composiciones
inmunogénicas y vacunas de Neisserial, su fabricacion y al uso de
dichas composiciones en medicina. Mas particularmente, se refiere a
composiciones de vacuna que comprenden una combinacién de
antigenos que tienen cualidades que permiten a las vacunas de ia
invencion provocar una respuesta inmune sorprendentemente buena
seguin medido en un ensayo de proteccion o un ensayo bactericida de

suero.

ANTECEDENTES

Las cepas de Neisserial de bacteria son los agentes causantes
de un numero de patologias humanas, contra los cuales existe una
necesidad de que se desarrollen vacunas efectivas. En particular la
Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis causan patologias
que podrian tratarse a través de vacunacion.

Neisseria gonorrhoeae es el agente etiolégico de gonorrea, una
de las enfermedades sexualmente transmitidas mas frecuentemente
reportadas en el mundo con una incidencia anual estimada de 62

millones de casos (Gerbase y otros, 1998 Lacet 351; (Supl. 3) 2-4).
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Las manifestaciones clinicas de la gonorrea incluyen inflamacién de
ijas membranas mucosas de! tracto urogenital, la garganta o recto e
infecciones de ojo neonatales. El aumento de las infecciones por
gonococo en las mujeres puede conducir a la infertilidad, embarazo
extrauterino, enfermedad inflamatoria pélvica cronica, y formulacién
de abscesos tubo-ovaricos. La septicemia, artritis, endocarditis y
meningitis estan asociadas con gonorrea complicada.

El alto numero de cepas gonocbcicas con resistencia a
antibioéticos  contribuye  al aumento de la morbosidad vy
complicaciones asociadas con gonorrea. Una alternativa agradable
para el tratamiento de gonorrea con antibidticos podria ser su
prevencion utilizando vacunacion. Actualmente no existe ninguna
vacuna para infecciones por N. gonorrhoeae.

La Neisseria meningitidis es un patégeno importante,
particularmente en nifios y adultos jovenes. La septicemia y la
meningitis son las formas con mas peligro de muerte de la
enfermedad meningocécica invasora (IMD). Esta enfermedad se ha
convertido en un problema de salud mundial debido a su alta
morbosidad y mortalidad.

Trece serogrupos de N. meningitidis han sido identificados en
base a las diferencias antigénicas en los polisacaridos capsulares,
los mas comunes siendo A, B y C, los cuales son reponsables del
90% de la enfermedades alrededor del mundo. El serogrupo B es la
causa mas comun de la enfermedad meningocécica en Europa, EUA y

varios paises en América Latina.
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Las vacunas basadas en el polisacarido capsular de los
serogrupos A, C, W e Y han desarrollado y han mostrado que
controlan los brotes de la enfermedad meningocécica (Peltola vy
otros, 1985 Pediatrics 76; 91-96). Sin embargo, el serogrupo B es
pobremente inmunogénico e induce solamente una respuesta de
anticuerpo temporal de un isotipo predominantemente IgM
(Ala‘Aldeen D y Cartwright K 1996, J. Infect. 33; 153-157). Por
consiguiente no existe una vacuna ampliamente efectiva actualmente
disponible contra los meningococos del serogrupo B, los cuales son
responsables de la mayoria de las enfermedades en los paises mas
templados. Esto es particularmente problematico ya que la incidencia
de la enfermedad del serotipo B estd aumentando en Europa,
Australia y América, en su mayor parte en nifios menores de 5 afos.
El desarrollo de una vacuna contra los meningococos del serogrupo
B presenta dificuitades particulares porque |la capsula del
polisacarido es pobremente inmunogénico debido a su similitud
inmunoldgica a la molécula de adhesion de la cétula neural humana.
Las estrategias para la produccién de vacunas tienen por
consiguiente concentradas en la superficie, estructuras expuestas de
la membrana exterior meningocécica pero han sido obstaculizadas a
través de la variacion marcada en estos antigenos entre las cepas.

Los desarrollos adicionales han conducido a la introduccidon de
vacunas hechas de vesiculas de membrana externas que contendran
un numero de proteinas que forman el contenido normal de la

membrana bacterial. Una de estas es la vacuna VA-MENGOC-BC®
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Cubana contra los serogrupos By C de N. meningitidis (Rodriguez y
otros 1999 Mem Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro 94, 433-440).
Esta vacuna fue disefiada para combatir un brote de la enfermedad
meningocdécica invasora en Cuba, la cual no habia sido eliminada a
través de un programa de vacunacion utilizando una vacuna AC de
polisacarido capsular. Los serogrupos B y C prevalentes y la vacuna
VA-MENGOC-BC tuvieron éxito en el control del brote con una
eficiencia de vacuna estimada de 83% contra las cepas del serogrupo
B de N. meningitidis (Sierra y otros 1880 In Neisseria, Walter
Gruyter, Berlin, m. Atchman y otros (eds) p 129-134, Sierra y otros
1991, NIPH Ann 14; 195-210). Esta vacuna fue efectiva contra un
brote especifico, sin embargo la respuesta inmune provocada no
protegeria contra otras cepas de N. meningitidis.

Los estudios de eficacia subsiguientes conducidos en América
Latina durante las epidemias causadas por cepas meningocdcicas de
serogrupo B homélogas y heteréiogas han mostrado alguna eficacia
en nifos mas grandes y aduitos, pero su efectividad fue
significativamente baja en nifios mas chicos que estan en un riesgo
mayor de infeccién (Milagres y otros 1994, Infect.
Immun. 82: 4419-4424). Es cuestionable que tan efectiva dicha
vacuna podria ser en paises con enfermedad endémica multicepas
tales como el Reino Unido. Los estudios de inmunogeneicidad contra
cepas heterdlogas han demostrado solamente actividad bactericida
de suerc inter-reactiva limitada, especialmente en infantes (Tappero

y otro 1999, JAMA 281; 1520-1527).
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Una segunda vacuna de vesicula membrana externa fue
desarrollada en Noruega utilizando un serotipo B aislado tipico de
aquellos predominantes en Escandinava (Fredriksen y otros 1991,
NIPH Ann, 14; 67-80). Esta vacuna se probd en evaluaciones clinicas
y se probo que tiene una eficacia protectora después de 29 meses de
57% (Bjune y otro 1991, Lancet, 338; 1093-1096).

Sin embargo, el uso de vesiculas de membrana externa es
vacunas esta asociado son algunosl problemas. Por ejempio, el OVM
contiene lipopolisacaridos téxicos y pueden contener antigenos
inmunodominantes los cuales son ya sea especificos de cepa o se
expresan variablemente. Varios procesos han descrito que se podria
utilizar para superar algunos de los problemas de las vacunas de
preparacion de vesicula de membrana externa. WQ01/09350 describe
los procesos que tratan algunos de estos problemas, por ejemplo
reduciendo la toxicidad y modificando los antigenos presentes en sus
vesiculas de membrana externa.

WO 01/52885 describe la posibilidad de combinar vesiculas de
membrana externa con otros antigenos y una lista de mas de 2,000
proteinas Neisserial se incluye a partir de la cual se especula que
una vacuna eficaz contra un range mas amplio de serotipos podria
desarrollarse.

Existen diversos problemas con las vacunas anti-
meningocécicas actualmente disponibles. Las vacunas de membrana
externa en base a proteina tienden a ser especificas y efectivas

contra solamente unas cuantas cepas. Las vacunas de polisacaridos
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también son subéptimas ya que tienden a provocar respuestas
pobres y cortas, particularmente contra el serogrupo B (Lepow vy
otros 1986; Peltola 1998, Pediatrics 76; 91-96).

Las infecciones Neisseria representan un problema del cuidado
de !a salud considerable para el cual no existen vacunas disponibles
en el caso de N. gonorrhoeae o las vacunas con limitaciones en su
eficacia y habilidad para proteger contra cepas heterélogas estan
disponibles contra infecciones Neisseria que mejoraran las vacunas
actualmente disponibles y permitiran la proteccién contra un rango

mas amplio de cepas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Deteccion de TbpA y Hsf en OMVs preparadas de un
cepa de N. meningitidis regulada de manera ascendente para la
expresion de tbpA y hsf. La separacion de las preparaciones OVM
(10 pg) a través de analisis SDS-PAGE (4-20% geles de gradiente)
se tifid con azul brillante Coomassie.

Figura 2. Deteccién del dominio pasajero Hsf recombinante
producido en E. coli, 10 ug de proteina pasajera Hsf purificada
(Carriles 2 y 3) se separ6 a traves de SDS-PAGE en 12% de gel en
comparacion con un marcador de peso molecular (Carril 1).

Figura 3. Analisis de la pureza del pasajero Hsf segun
detectado a través de (A) tincion Coomassie, (B) tincién plata, (C)

tincién Western anti-His5 y (D) anti-E. coli 10 pg de antigenos
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purificados se separaron a través de SDS-PAGE en un gel gradiente
de archilamida al 4-20%.

Figura 4. Las regiones de la similitud de secuencia compartidas
a través de proteinas FrpA y FrpC se aislaron de la cepa N.
meningitidis FAM20. (A) Organizaciéon de! dominio de la cepa de N.
meningitidis FAM20 RTX proteinas FrpA y FrpC. (B) Productos de
amplificacién FrpA/C obtenidos de la cepa N. meningitidis H44/76.

Figura 5. Expresién del antigeno Frp23 recombinante (regidn
conservada FrpA/C con 23 repeticiones) en analisis SDS-PAGE de
E coli de extractos de célula totales no inducidos (N1) e inducidos (i)
de E. coli BL21DE3 transformado con vectores de control (pET24d) o
construcciones recombinantes (Frp3, Frp13 y Frp23
respectivamente). Los geles se tineron con azul Coomassie (A) o se
transfirieron a nitroceiulosa y suero de raton anti-His6 inmuno-
detectado.

Figura 6. Secuencias de ADN preferidas del fragmento
FHAB/2/3° expresadas en E. coli.

Figura 7. Purificacion de FHAB 2/3° de extractos de E. coli
B121DE3. (A) Pasos principales en el proceso de purificacién. (B}
Anél.isis SDS-PAGE de fracciones de proteina amplificadas en
diferentes pasos del proceso de purificacion.

Figura 8. Actividades de blogqueo de adhesién de anti-suero
dirigido contra FHAB 2/3°, Hap, dominio pasajero Hap, Hsf y
antigenos del dominio pasajero Hsf de N. meningitidis.

Figura 9. Un gel tefiido con Coomassie mostrando los niveles

20
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de expresién de Hsf, TbpA y NspA en las preparaciones de la
vesicula de membrana exterior derivada de diferentes cepas de N.
meningitidis. Carril 1 - marcadores de peso molecular; carril 2 -
vesiculas de ia membrana exterior preparadas de la cepa H44/76 en
la cual los polisacaridos capsulares fueron regulados de manera
descendente; carril 3 — vesiculas de membrana exterior preparadas
de la cepa H44/76 en la cua! los polisacaridos capsulares y PorA
fueron regulados de manera descendente; carril 4 — vesiculas de
membrana exterior preparadas de la cepa H44/76 en la cual los
polisacaridos capsulares y PorA fueron regulados de manera
descendente y Hsf fue regulado de manera ascendente; carril 6-
vesiculas de membrana exterior preparadas de la cepa H44/76 en la
cual los polisacaridos capsulares y PorA fueron regulados de manera
descendente y TbpA fue regulado de manera ascendente; carril 7 -
vesiculas de membrana exterior preparadas de la cepa H44/76 en la
cual los polisacaridos capsulares y PorA fueron reguiados de manera
descendente y TbpA y Hsf fueron regulados de manera ascendente;
carril 8 - vesiculas de membrana exterior preparadas de la cepa
H44/76 en la cual los polisacaridos capsulares y PorA fueron
regulados de manera descendente y ThpA y NspA fueron regulados

de manera ascendente.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencién describe combinaciones particulares de

z 1



10

15

20

25

10

antigenos Neisserial que cuando se combinan, conducen a un
mejoramiento sorprendente de la eficacia de la vacuna contra
infeccidn Neisserial.

Las infecciones Neisserial progresan a través de varias
diferentes etapas. Por ejemplo, el ciclo de vida meningocécica
involucra colonizacion nasofaringea, adhesién mucosal, cruzamiento
dentro de la corriente sanguinea, multiplicacion en la sangre,
induccién de choque toxico, cruce de la barrera sangre/cerebro, Yy
multiplicaciéon en el fluido cerebroespinal y/o las meninges.
Diferentes moléculas sobre la superficie de fas bacterias estaran
involucradas en diferentes pasos del ciclo de la infeccién. La
activacién de la respuesta inmune contra una cantidad efectiva de
una combinacion de antigenos particulares, se involucra en
diferentes procesos de infeccion Neisserial, una vacuna Neisserial
son una sorprendentemente alta eficacia puede ser lograda,

En particular, las combinaciones de ciertos antigenos de
diferentes clases, algunas de las cuales estan involucradas en la
adhesiéon de células huésped, algunas de las cuales estan
involucradas en adquisicién de hierro, algunas de las cuales son
autotransportadoras y algunas de las cuaies son toxinas, puede
provocar una respuesta inmune que protege contra multiples etapas
de la infeccién. Dichas combinaciones de antigenos pueden
sorprendentemente dirigirse hacia el mejoramiento (preferiblemente
sinergisticamente mejorado) de la eficacia de la vacuna contra

infecciéon Neisserial, en donde se activa mas de una funcién de la
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bacteria a través de la respuesta inmune en una forma éptima.

La eficacia de las vacunas puede ser evaluada a traves de una
variedad de ensayos. Los ensayos de proteccién en modelos de
animales con bien conocidos en la técnica. Ademas, el ensayo
bactericida de suero (SBA) es el marcador inmunolégico mas
comunmente acordado para estimar la eficacia de una vacuna
meningocécica (Perkins y otros, J. Infect. Dis. 1988, 177:683-691).

Algunas combinaciones de antigenos (por gjemplo,
combinaciones de ciertas proteinas autotransportadoras y ciertas
proteinas de adquisicién de hierro) pueden conducir hacia una
proteccién mejorada en ensayos de modelos de animaies y/o
dosificaciones SBS sinergisticamente mas altas. Sin desear estar
ligado por teoria, dichas combinaciones sinergisticas de antigenos
son habilitadas mediante un numero de caracteristicas de la
respuesta inmune a la combinacién de antigenos. Los antigenos
mismos son usualmente expuestos en la superficie sobre las células
Neisserial y tienden a ser conservados, pero también tienden a estar
presentes en una cantidad suficiente en la célula de superficie para
que una respuesta bactericida oOptima tome lugar utilizando
anticuerpos provocados contra el antigeno solo. Al combinar los
antigenos de la invencion puede dar como resultado una formulacién
que provoca una combinacién ventajosa de anticuerpos bactericidas
que interactuan con la célula Neisserial mas allda de un umbral
critico. En este nivel critico, suficientes anticuerpos de suficiente

calidad se enlazan a la superficie de las bacterias para permitir una
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aniquilacion eficiente a través de complementos y se ven efectos
bactericidas mucho més altos como una consecuencia.

Ya que los ensayos bactericidas de suero (SBA) estrechamente
reflejan la eficacia de los candidatos de vacuna que logran buenas
dosificaciones de SBA a través de una combinacidén de antigenos es
una buena indicacién de la eficacia protectora de una vacuna que
contiene esa combinacion de antigenos. La invencién se refiere al
uso de una combinacién de dos antigenos ya sea aislados ©
enriquecidos en una mezcla de otros antigenos. Cuando se
combi_nan, dichas combinaciones de antigenos interactuan
ventajosamente, y preferiblemente sinergisticamente provocan una
respuesta inmune que es mas alta en términos de actividad
bactericida (por ejemplo, segun medido a través del ensayo
bactericida de suero o SBA), y preferiblemente mas alta que la
respuesta aditiva provocada por los antigenos individualmente, mas
preferiblemente por un factor de por lo menos 1.2, 1.5, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, mas preferiblemente por un
factor de por lo menos diez.

Una ventaja adicional de la invencién es que la combinacién de
antigenos de la invencién de diferentes familias de proteinas en una
composicién inmunogénica puede habilitar la proteccién contra un
rango mas amplio de cepas.

La invencion se refiere a composiciones inmunogénicas que
comprenden una pluralidad (dos o mas) de proteinas seleccionadas

de por lo menos dos diferentes categorias de proteina, que tienen
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diferentes funciones dentro de Neisseria. Ejemplos de dichas
categorias de proteinas son adhesinas, proteinas
autotransportadoras, toxinas, proteinas de membrana exteriores
integrales, y proteinas de adquisicion de Fe. Las combinaciones de
vacunas de 'a invencién muestran una sorprendente mejora en la
eficacia de la vacuna contra cepas Neisserial homélogas (cepas a
partir de las cuales los antigenos se derivan) y preferiblemente
también contar cepas Neisserial heterologas.

La invencidn proporciona composiciones inmunogénicas que
comprenden por lo menos © exactamente dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nuevo o diez diferentes antigenos seleccionados de
por lo menos o exactamente dos, tres, cuatro o las cinco categorias
de antigenos seleccionados de los siguientes:

e por o menos una adhesina Neisserial;

por lo menos una autotransportadora Neisserial,

por lo menos una toxina Neisserial;

por lo menos una proteina de adquisicién de Fe Neisserial;

« por lo menos una proteina asociada con la membrana
Neisserial (preferiblemente proteina de membrana exterior,
particularmente' proteina de membrana exterior integral).

Preferiblemente, la invencién proporciona composiciones
inmunogénicas que comprenden por lo menos 0 exactamente, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o© diez diferentes
antigencs Neisseria. Mas preferiblemente estos antigenos se

seleccionan del por los menos o exactamente dos, tres, cuatro o
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cinco grupos de proteinas seleccionados a partir de lo siguiente:

e por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada del grupo
que consiste de FhaB, NspA, PilC, Hsf, Hap, MafA, MafB, Omp26,
NMB 0315, NMB 0995, NMB 1119 y
NadA:

e por lo menos un autotransportador de Neisserial seleccionado
del grupo que consiste de Hsf, Hap, proteasa IgA, AspA y NadA;

+ por lo menos una toxina Neisserial seleccionada del grupo
que consiste de FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD, NM-ADPRT y cualquiera
o ambos del inmunotipo L2 de LPS e inmunotipo L3 de LPS;

« por lo menos una proteina de adquisicién de Fe Neisserial
seleccionada del grupo gque consiste de TbpA, TbpB, LbpA, LbpB,
HpuA, HpuB, Lipo28 (GNA2132), Sibp, NMB0964,
NMBO0293, FbpA, Becp, BfrA, BfrB y P2086 (XthA)! y

e por lo menos una proteina asociada con membrana
Neisserial, preferiblemente proteina de membrana exterior,
particularmente proteina de membrana exterior integral, seleccionada
del grupo que consiste de PilQ, OMP835, FhaC, NspA, TbhpA, LbpA,
TspA, TspB, TdfH, PorB, MItA, HpuB, HimD, HisD, GNA1870, OstA,
HIpA (GNA1946), NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB
1953, HtrA, y PIdA (OmplA).

Los antigenos de la presente invencion todos estan aislados,
significando que estan alterados a través de la mano del hombre.
Preferiblemente estan purificados el algun grado, mas

preferiblemente més de 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, o 899% puros
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(antes de la combinacién con los otros componentes de las
composiciones inmunogénicas de la invencion}.

Preferiblemente la composiciéon inmunogénica de la invencién
comprende por o menos una adhesina Neisserial y por lo menos un
autotransportador Neisserial y opcionalmente una toxina Neisserial,
una proteina de adquisicién de Fe Neisserial o una proteina de
membrana asociada con la membrana Neisserial (preferiblemente
proteina de membrana exterior integral). Preferiblemente, los
antigenos se seleccionan del los antigenos nombrados
anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencion
comprende por lo menos una adhesina Neisserial y por 1o menos una
toxina Neisserial y opcionalmente un autotransportador Neisserial,
una proteina de adquisicién de Fe Neisserial, o una proteina
asociada con membrana Neisserial (preferiblemente proteina de
membrana exterior integral). Preferiblemente, los antigenos se
seleccionan del los antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencidn
comprende por lo menos una adhesina Neisserial y por lo menos una
proteina de adquisicién de Fe Neisserial, y opcionalmente una toxina
Neisserial o una proteina asociada con membrana Neisserial
(preferiblemente proteina de membrana exterior integral).
Preferiblemente, los antigenos se seleccionan del los antigenos
nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencion
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comprende por lo menos una adhesina Neisserial y por lo menos una
proteina asociada con membrana Neisserial (preferiblemente
proteina de membrana exterior integral) y opcionalmente una toxina
Neisserial, una proteina de adquisicién de Fe Neisserial, o un
autotransportador Neisserial. Preferiblemente, los antigenos se
seleccionan del los antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencién
comprende por lo menos un autotransportador Neisserial y por lo
menos una toxina Neisserial y opcionalmente una adhesina
Neisserial, una proteina de adquisicién de Fe Neisserial o una
proteina asociada con membrana Neisserial (preferiblemente
proteina de membrana exterior integral). Preferiblemente, los
antigenos se seleccionan del los antigenos nombrados
anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencién
comprende por lo menos un autotransportador Neisserial y por o
menos proteina de adquisicion de Fe Neisserial, y opcionalmente una
adhesina Neisserial, una toxina Neisserial, o una proteina asociada
con membrana Neisserial (preferiblemente proteina de membrana
exterior integral). Preferiblemente, los antigenos se seleccionan del
los antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencion
comprende por lo menos un autotransportador Neisserial y por lo
menos una proteina asociada con membrana Neisserial

(preferiblemente proteina de membrana exterior integral) ¥y
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opcionalmente una adhesina Neisserial, o proteina de adquisicidén de
Fe Neisserial o una toxina Neisserial. Preferiblemente, los antigenos
se seleccionan del los antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencién
comprende por lo menos una toxina Neisserial y por lo menos una
proteina de adquisicién de Fe Neisserial y opcionalmente una
adhesina Neisserial, un autotransportador Neisserial o una proteina
asociada con membrana Neisserial (preferiblemente proteina de
membrana exterior integral). Preferiblemente, los antigenos se
seleccionan del los antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencidn
comprende por lo menos una toxina Neisserial y por lo menos una
proteina asociada con membrana Neisserial (preferiblemente
proteina de membrana exterior integral) y opcionalmente una
adhesina Neisserial, un autotransportador Neisserial o una toxina
Neisserial. Preferiblemente, los antigenos se seleccionan del los
antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la invencion
comprende por o menos una proteina de adquisicién de Fe
Neisserial y por o menos una proteina asociada con membrana
Neisserial (preferiblemente proteina de membrana exterior integral) y
opcionalmente una adhesina Neisserial, un autotransportador
Neisserial o una toxina Neisserial. Preferiblemente, los antigenos se
seieccionan del los antigencs nombrados anteriormente.

Preferiblemente los cinco grupos de anfigeno se representan
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en la composicion inmunogénica de la invencion.

En donde una proteina esta especificamente mencionada aqui,
es preferiblemente una referencia a una proteina de longitud
completa, nativa, y a sus variantes naturales (es decir, a una
proteina nativa que se obtiene de una Neisserial, preferiblemente
cepa meningocdcica) pero también puede abarcér fragmentos
antigénicos de la misma (particularmente en el contexto de vacunas
de subunidad). Estas son fragmentos (por lo general especificamente
descritos aqui) que contienen o comprenden por lo menos 10
aminoacidos, preferiblemente 20 aminoacidos, mas preferiblemente
30 aminoacidos, mas preferiblemente 40 aminoacidos o de
preferencia 50 aminoacidos tomados contiguamente de secuencias
de aminocacido de la proteina. Ademas, ios fragmentos antigenicos
denotan fragmentos que son inmunolégicamente reactivos con
anticuerpos generados contra las proteinas de longitud completa
Neisserial 0 con anticuerpos generados a través de infeccion de un
huésped mamifero con Neisseria. Los fragmentos antigenicos
también incluyen fragmentos que cuando se administran a una dosis
efectiva, provecan una respuesta protectora contra infeccién
Neisserial, mas preferiblemente son protectoras contra N.
meningitidis ylo N. gonorrhoeae, mas preferiblemente son
protectores contra infeccién del serogrupo B por N. meningitidis.

También se incluyen en la invencion proteinas de fusion
recombinantes de proteinas Neisserial de la invencién, o fragmentos

de las mismas. Estas pueden combinar diferentes proteinas



10

15

20

25

19

Neisserial o fragmentos de las mismas en el mismo polipéptido.
Alternativamente, la invencién también incluye proteinas de fusidon de
proteinas Neisserial o fragmentos de las mismas, como una proteina
de fusion con secuencias heterdlogas tales como un proveedor de
epitopos de células T o etiquetas de purificacién, por ejemplo, B-
galactosidasa, glutationa-S-transferasa, proteinas fluorescentes
verdes (GFP), etiquetas de epitopo tales como FLAG, etiqueta myg,
poli histidina, o proteinas de superficie virales tales como
hemaglutinina de virus de influenza, anatoxina del tétanos, anatoxina

de difteria, CRM187.

Antigenos de la invencién

Las referencias NMB se refieren a nimeros de referencia de

secuencias que pueden ser accedidas a partir de www.neisseria.org.

1. Adhesinas

Las adhesinas incluyen FhaB (W098/02547), NadA (J. Exp. Med
(2002) 195:1445; NMB 1994), Hsf también conocida como NhhA
(NMB 0992)(W099/31132), Hap (NMB1985)(W099/55873),
NspA(W096/29412), MafA (NMB 0652) y MafB (NMB 0643) (Annu Rev
Cell Dev Biol. 16; 423-457 (2000); Nature Biotech 20;814-921
(2002)), Omp26 (NMB 0181), NMB 0315, NMB 0995, NMB 1119 y PiIC
(Mol. Microbiol. 1997,23; 879-892). Estas son proteinas que estan
involucradas en la unién de Neisseria a ia superficie de células

huésped. Hsf es un ejemplo de una adhesina, asi como también una
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proteina autotransportadora. Las composiciones inmunogénicas de la
invencién pueden por consiguiente incluir combinaciones de Hsf y
otras proteinas autotransportadoras en donde Hsf contribuye en su
capacidad como una adhesina. Estas adhesinas pueden derivarse de
Neisseria meningitidis o Neisseria gonorrhoeae u otras cepas de
Neisseria. La invencién también incluye otras adhesinas de

Neisseria.

FhaB

Este antigeno ha sido descrito en WO098/02547 SEC 1D NO: 38
(nucledtidos 3083-9025) — ver también NMB0497. Los inventores de
la presente han encontrado a FhaB como siendo particularmente
efectivo en la induccién de anticuerpos anti-adhesivos solos y en
particular con otros antigenos de la invenciébn. Aunque se puede
utitizar FhaB de longitud completa, los inventores han encontrado
gue los truncados C-terminal particulares son sorprendentemente por
lo menos tan efectivos y preferiblemente aiun mas efectivos en
términos de efecto inter-cepa. Dichos truncados también han
mostrado ventajosamente ser mucho mas faciles de clonar. Los
truncados FhaB de la invencion tipicamente corresponden a dos
tercios de N-terminal de la molécula FhaB, preferiblemente el nuevo
C-término siendo situado en la posicién 1200-1600, mas
preferiblemente en la posicién 1300-1500, y mas preferibiemente en
la posicién 1430-1440. Las modalidades especificas tiene el C-

término en 1433 o 1436. Por consiguiente dichos truncados FhaB de
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la invencién y las vacunas que comprenden dichos truncados son
aspectos independientes de la presenfe invenciéon asi como siendo
componentes de las composiciones inmunogénicas de combinacidn
de la invencidén. El N-término también puede estar truncado hasta por

10, 20, 30, 40 o 50 aminoacidos.

2. Proteinas autotransportadoras

Las protei‘nas autotransportadoras tipicamente estan hechas de
una secuencia de sefial, un dominio pasajero y un dominio de anclaje
para adherirse a la membrana exterior. Ejemplos de proteinas
autotransportadoras incluye Hsf (W099/31132) (NMB 0992), HMW,
Hia (van Ulsen y otros Immunol. Med. Microbiol. 2001 32; 53-64),
Hap (NMB1985) (W099/55873; van Ulsen y otros Immuneol. Med.
Microbiol. 2001 32: 53-64), UspA, UspA2, NadA (NMB 1994)
(Comanducci y otros J. Exp. Med. 2002 195; 1445-1454), AspA
(Infection and Immunity 2002, 70(8); 4447-4461; NMB 1029), Aida-1
de tipo proteina, SSh-2 y Tsh. NadA (J. Exp. Med (2002) 195: 1445)
es otro ejemplo de proteinas autotransportadoras, asi como siendo
un adhesina. Las composiciones inmunogénicas de la invencién
pueden por lo tantc incluir combinaciones de NadA y adhesinas en
donde NadA contribuye en su capacidad como wuna proteina
autotransportadoras. Estas proteinas pueden derivarse de Neisseria
miningitidis o Neisseria gonorrhoeae u otras cepas de Neisserial. La
invencién también incluye otras proteinas autotransportadoras de

Neisseria.

D
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Hsf

Hsf tiene una estructura que es comun con las proteinas
autotransportadoras. Por ejemplo, Hsf de la cepa H44/76 deN.
Meningitidis consiste de una secuencia de sefial hecha de 1-51
aminoacidos, una region principal en al término amino de la proteina
madura (aminoacidos 52-479) que esta expuesta en la superficie y
contiene regiones variables (aminoacidos 52-106, 121-124, 191-210,
y 230-234), una regiéon de cuello (aminoacidos 480-509), una regioén
alfa-hélice hidrofébica {(aminoacidos 518-529) y un dominio de
anclaje en donde cuatro estructuras de cadena de fransmembrana se
extienden hacia al membrana exterior (aminoacidos 538-591).

Aunque las Hsf de longitud completa pueden ser utilizadas en
las composiciones inmunogénicas de la invencién, varios truncados
de Hsf y elmininaciones también pueden ser ventajosamente
utilizados dependiendo del tipo de vacuna.

Cuando se utiliza Hsf en una vacuna de subunidad, se prefiere
utilizar una porcién del dominio pasajero soluble; por ejemplo el
dominio completo de los aminoacidos 52 a 479, mas preferiblemente
una proteina conservada de! mismo, por ejemplo la secuencia
particularmente ventajosa de aminodcidos 134 a 479. Las formas
preferidas de Hsf pueden ser truncadas para asi eliminar las
regiones variables de la proteina descrita en WO 01/55182. Las
variantes preferidas podrian incluir la eliminacién de una, dos, tres,
cuatro o cinco regiones variables como se define en WO 01/55182.

Las secuencias anteriores y aquellas descritas mas adelante, pueden
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ser extendidas o truncadas a través de hasta 1, 3, 5, 7, 10 o 15
aminoacidos en cualquier o ambos términos N o C.

Los fragmentos preferidos de Hsf por lo tanto incluyen la region
principal completa de Hsf, preferiblemente conteniendo Ilos
aminoacidos 52-473. Los fragmentos preferidos adicionales de Hsf
incluyen regiones expuestas en la superficie de la principal
incluyendo una o mas de las siguientes secuencias de aminoacido:
52-62,76-93, 116-134,147-157, 157-175,198-211, 230-252, 252-270,
284-306, 328-338, 362-391, 408-418, 430-440 y 469-479.

En donde Hsf estd presente en una preparacién de vesicula de
membrana exterior, puede ser expresada como la proteina de
longitud completa o preferiblemente como una variante ventajosa
hecha de una fusién de los amihoécidos 1-51 y 134-591 (produciendo
una proteina de membrana exterior madura de la secuencia de
aminoacido 134 al término C). Las formas preferidas de Hsf puede
estar truncadas para asi eliminar las regiones variables de la
proteina descrita en WO 01/55182. Las variantes preferidas podrian
incluir 1a eliminacién de una, dos, tres, cuatro o cinco regiones
variables como se define en WO 01/55182. Preferiblemente Ia
primera y segunda regién variable se elimina. Las variantes
preferidas podrian eliminar residuos de entre la secuencia de
aminoacido 52 a la 237 o de la 54 a la 237, mas preferiblemente
eliminar residuos entre el aminoacido 52 al 133 o del 55 al 133. La

proteina madura podria carecer del péptido de sefal.
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Hap

El analisis por computadora de la proteina de tipo Hap de
Neisseria meningitidis reveldé por 1o menos tres dominios
estructurales. Considerando la secuencia de tipoc Hap de la cepa
H44/76 como una referencia, el Dominio 1, comprende el aminoacido
1 a 42, codifica un péptido de sefal dependiente de sec
caracteristico de la familia auto-transportadora, el Dominio 2,
comprende los aminoacidos 43 a 950, codifica el dominio pasajero
probable de ser expuesto en la superficie y accesible al sistema
inmune, el Dominio 3, comprende los residuos 951 al termino C
(1457), se pronostica que codifica cepas beta que probablemente se
ensamblan dentro de la estructura de tipo barril y que van a ser
ancladas en la membrana exterior. Dicho dominio 2 sera
probablemente expuesto en la superficie, bi'en conservado (mas de
80% en todas las cepas probadas) y podria ser producido como
antigenos de subunidad en E. coli, representa candidatos de vacuna
interesantes. Ya que los dominios 2 y 3 probablemente van a estar
expuestos en la superficie, estan bien conservados (Pizza y otros
(2000), Science 287: 1816-1820), representan candidatos de vacuna
interesantes. El dominio 2 es conocido como el dominio pasajero.

Las composiciones inmunogénicas de la invencién pueden
comprender la proteina Hap de longitud completa, preferiblemente
incorporada dentro de una preparacion OVM. Las composiciones
inmunogénicas de la invencion también pueden comprender el

domino pasajero de Hap el cual en la cepa H44/76 esta compuesto
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de los residuos de aminoacido 43-950. Este fragmentc de HAP podria
ser particularmente ventajosamente utilizado en una composiciéon de
subunidad de la invencién. La secuencia anterior para el dominio
pasajero de Hap puede extenderse o truncarse a través de hasta 1,
3,5 7, 10, 15, 20, 25 o 30 aminoacidos en cualguiera o ambos

términos N o C.

3. Proteinas de adquisicién de Hierro

Las proteinas de adquisicién de hierro incluyen TbpA (NMB
0461) (W092/03467, US5912336, W093/06861 y EP586266), ThpB
(NMB 0460)(W093/06861 y EP586266), LbpA (NMB 1540) (Med
Microbiol (1999) 32: 1117), LbpB (NMB 1541) (W0Q/99/09176),
HpuA{U73112.2) (Mol Microbiol. 1997,23; 737-749), HpuB
(NC_003116. 1) (Mol Microbiol. 1997,23 ;737-749), P2086 también
conocida como XthA (NMB 0399) (13*'*International Pathogenic
Neisseria Conference 2002), FbpA (NMB 0634), FbpB, BfrA (NMB
1207), BfrB (NMB 1206), Lipo28 tambien conocida como GNA2132
(NMB 2132), Sibp (NMB 1882), HmbR, HemH, Bep (NMB 0750),
proteina de permeasa transportadora ABC de Hierro(I1l) (Tettelin y
otros, Science 287; 1809-1815 2000), transportadora-periplasmica
ABC de Hierro(lil) (Tettelin et al Science 287; 1809-18135 2000),
receptor dependiente de TonB (NMB 0964 y NMB 0293) (Tettelin
otros, Science 287 ; 1809-1815 2000) proteina relacionada con
proteina de unién a transferina (Tettelin y otros, Science 287;1809-

1815 2000). Estas proteinas pueden derivarse de WNeisseria
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meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, y otras cepas Neisserial. La

invencidén también incluye otras proteinas de adquisicion de hierro de

Neisseria.

TbpA

TbpA interactlia con TbpB para formar un complejo de proteina
en la membrana exterior de Neisseria, la cual se une a transferina.
Estructuralmente, TbpA contiene un dominio N-terminal intracelular
con una caja TonB y dominio promotor, cepas beta de transmembrana
muaitiples enlazadas a través de un bucle intracelular corto vy
extracelular mas largo.

Se han distinguido dos familias de TbpB, que tienen un peso
molecular alto y un peso molecular bajo respectivamente. Las formas
de peso molecular alto y bajo de TbpB se asocian con diferentes
familias de TbpA que son distinguibles sobre la bases de homologia.
A pesar del peso molecular similar, son conocidas como las famitas
de peso molecular alto y peso molecular bajo debido a su asociacidon
con la forma de peso molecular alto bajo de TbpB (Rokbi y otros,
FEMS Microbiol. Lett. 100; 51, 1993). Los términos TbpA(alto) y
TbpA(bajo) se utilizan para referirse a estas dos formas de TbpA, vy
similarmente para TbpB. Las composiciones inmunogénicas de la
invencion pueden comprender TbpA y TbhpB de los serogrupos A, B,
C, Y y W-135 de N. meningitidis asi como proteinas de adquisicion
de hierro de otras bacterias incluyendo N. gonorrhoeae. Las

proteinas de union a transferina TbpA y TbpB también han sido
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referidas como Tbp1 y Tbp2 respectivamente (Cornelissen y otros
Infection and Immunity 65; 822, 1997).

TbpA contiene varias regiones distintas. Por ejemplo, en el
caso de TbpA de la cepa H44/76 de N. meningitidis, los 186
aminodacidos del término amino forman un dominio globular interno,
22 cepas beta se extienden en la membrana, formando una
estructura de barril beta. Estas estan enlazadas a través de bucles
intracelulares cortos y bucles extracelulares largos. Los bucles
extracelulares 2, 3, y 5 tiene el grado mas alto de variabilidad de
secuencia y el bucle 5 esta expuesto en la superficie. Los bucles Sy
4 estan involucrados en la unién a ligando.

Los fragmentos preferidos de TbpA incluyen los bucles
extracelulares de TbpA. Al utilizar la secuencia de TbpA de la cepa
H44/76 de N. meningitidis, estos bucles corresponden a los
aminoacidos 200-202 del buclel, los aminoacidos 226-303 del bucle
2, los aminoacidos 348-395 del bucle 3, los aminoacidos 438-471 del
bucle 4, los aminoacidos 512-576 del bucle 5, los aminoacidos 609-
625 del bucle 6, los aminoacidos 661-671 del bucle 7, los
aminoacidos 707-723 del bucle 8, los aminoacidos 769-790 del bucle
9. los aminoacidos 814-844 del bucle 10 y los aminoacidos 872-903
del bucle 11. Las secuencias correspondientes, después de la
aline‘acién de secuencia, en otras proteinas Tbp también podrian
constituir fragmentos preferidos. Los fragmentos mas preferidos
podrian incluir las secuencias de aminoacido que constituyen el

bucle 2, el bucle 3, el bucle 4, o el bucle 5 de Tbp.
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Cuando las composiciones inmunogénicas de la invencién
comprenden TbpA, es preferible incluir ambos TbpA(alto) vy
TbhpA(bajo).

Aunque TbpA preferiblemente se presenta en la vacuna OMV,
también puede ser parte de una vacuna de subunidad. Por ejemplo,
las proteinas de adquisicién de hierro que podrian ser introducidas
en una composicién inmunogénica de la invencién son bien
conocidas en la técnica (WO 00/25811). Estas pueden ser
expresadas en un huésped bacteriano, extraidas utilizando
detergente (por ejemplo 2% de Elugent) y purificadas a través de
cromatografia de afinidad o utilizando técnicas de cromatografia de
columna estandares bien conocidas en la técnica (Oakhill y otros,
Biochem J. 2002 363; 613-6).

Cuando TbpA esta presente en una vacuna OMV, su expresion
puede ser regulada de manera ascendente a través de técnicas
genéticas discutidas aqui, o puede preferiblemente ser regulada de
manera ascendente a través del crecimiento de la cepa padre bajo
condiciones de limitacién de hierro como se describe mas adelante.
Este proceso también dara como resultado la regulacidn ascendente
de las proteinas reguladas en hierro, particularmente FrpB, la cual
se convierte en inmunodominante y es por consiguiente ventajosa
para regular de manera descendente la expresion de (v
preferiblemente eliminar los genes que codifican) dichas proteinas
(particularmente FrpB) como se describe mas adelante, para

asegurar que la composicion inmunogénica de la invencién provoca
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una respuesta inmune contra los antigenos presentes en un amplio
rango de cepas Neisserial. Se prefiere tener ambas, TpbA(alta) y
TpbA(baja) presentes en la composicién inmunogénica y es preferible
lograrlo a través de la combinaciéon de OMVs derivados de dos

cepas, que expresan las formas alternativas de TpbA.

4. Toxinas

Las toxinas incluyen FrpA (NMB 0585; NMB 1405), FrpA/C (ver
definicion a continuacion), FrpC (NMB 1415, NMB 1405}
(W082/01460), NM-ADPRT (NMB  1343) (13?¥° International
Pathogenic Neisseria Conference 2002 Masignani y otros p 135),
VapD (NMB 1753), |lipopolisacarido (LPS; también llamado
lipooligosacarido LOS) inmunotipo L2 vy inmunotipo L3. LPS FrpA vy
FrpC contienen una regién que esta conservada entre estas dos
proteinas y un fragmento preferido de las proteinas podria ser un
polipéptido que contiene este fragmento conservado, preferiblemente
comprendiendo los aminoacidos 227-1004 de la secuencia FrpA/C.
Estos antigenos puede derivarse de Neisseria meningitidis o
Neisseria gonorrhoeae y otras cepas Neisseria. La invencidn también
incluye otras toxinas de Neisseria. En una modalidad alternativa, las
toxinas pueden incluir antigenos involucrado en ja regulaciéon de la
toxicidad, por ejemplo OstA el cual funciona en la sintesis de

lipopolisacaridos.
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FrpAy FrpC

Neisseria meningitidis codifica dos proteinas RTX, referidas
como FrpA y FrpC secretadas dependiendo de la limitacién del hierro
(Thompson y otros, (1993) J. Bacteriol. 175: 811-818; Thompson y
otros, (1993) Infect. Immun. 61: 2906-2911). La familia de proteinas
RTX (Repeticion de ToXin) que tiene en comin series de 9
repeticiones de aminoacido cerca del término C con el consenso: Leu
Xaa Gly Gly Xaa Gly (Asn/Asp) Asp Xaa.

(LXGGXGN/pDX). Las repeticiones en E. coli HiyA se cree que
son el sitio de unién Ca2+. Como se representa en la Figura 4, las
proteinas meningocécicas FrpA y FrpC, como se caracterizan en la
cepa FAM20, comparten una extensiva similitud de aminoacido en
sus regiones central y C-terminal pero una similitud muy limitada (si
hay alguna) en el término N. Ademas, las regién conservada entre
FrpA y FrpC exhiben algo de polimorfismo debido a la repeticiéon (13
veces en FrpA y 43 veces en FrpC) de un motivo del aminoacido 9.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden
comprender la FrpA y/o FrpC de longitud completa o preferiblemente,
un fragmento que comprende la secuencia conservada entre FrpA vy
FrpC. La secuencia conservada esta formada de unidades de
repeticiéon de 9 aminoacidos. Las composiciones inmunogénicas de la
invencién preferiblemente comprenderdn mas de tres repeticiones,
m4s de 10 repeticiones, mas de 13 repeticiones, mas de 20
repeticiones o méas de 23 repeticiones.

Dichos truncados tienen propiedades ventajosas sobre las

-,:l»‘l
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molécuias de longitud complieta y vacunas que comprenden dichos
antigenos de un aspecto independiente de la invencién tal como se
venden como estando incorporados en las composiciones
inmunogénicas de la invencion.

Las secuencias conservadas entre FrpA y FrpC se designan
FrpA/C y donde quiera que FrpA y FrpC formen un constituyente de
las composiciones inmunogénicas de la invencion, FrpA/C podra ser
ventajosamente utilizada. Los aminoacidos 277-1004 de la secuencia
FrpA es la regién conservada preferida. Las secuencias anteriores
pueden extenderse o truncarse por hasta 1, 3, 5, 7,10, 15, 20, 25 ¢

30 aminoacidos en cualquiera o ambos términos N o C.

LPS

LPS (lipopolisacarido, también conocido como LOS -
lipooligosacarido) es la endotoxina en la membrana exterior de
Neisseria. La porcién de polisacarido de LPS se sabe que induce
anticuerpos bacterianos.

La heterogeneicidad entre la porcién del oligosacarido de LPS
genera una diversidad estructura y antigénica entre ias diferentes
cepas neisserial (Griffiss y otros Inf. Immun. 1987: 55: 1792-1800).
Esta se ha utilizado para subdividir cepas meningococicas €n 12
inmunotipos (Scholtan y otros J Med Microbiol 1994, 41: 236-243).
Los inmunotipos L3, L7 y L9 son inmunolégicamente idénticos y son
estructuralmente similares (o aun el mismo) y por lo tanto han sido

designados L3,7,9 (o, para los propositos de esta especificacién,
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genéricamente como “L3"). El LPS meningocécico L3,7,9 (L3), L2 ¥
L5 pueden ser modificados a través de sialilacion, o a través de la
adicién de acido 5 -monofosfato-N-acetilneuraminico de citidina.
Aunque los LPS L2, L4 L6 son inmunoldgicamente distinguibles, son
estructuralmente simiiares dentro del alcance de la invencidon. Ver
M.P. Jennings y otros, Microbiology 1999, 145, 3013-3021 y Mol
Microbiol 2002, 43:931-43 para una ilustracion adicional de la
estructura y heterogenicidad de LPS.

Cuando se inciuye LPS, preferiblemente LPS meningocoécico en
una vacuna de la invencién, preferiblemente y ventajosamente
cualquiera o ambos de los inmunotipos L2 y L3 estan presentes. LPS
esta preferiblemente presente en la vesicula de la membrana exterior
(preferiblemente cuando la vesicula se extrae con un bajo porcentaje
de detergente, mas preferiblemente 0-0.5%, 0.02-0-4%, 0.04-0. 3%,
0.06-0.2%, 0.08-0.15% o 0.1%, mas preferiblemente deoxicolato
[DOC] pero también puede ser parte de una vacuna de subunidad.
LPS puede ser aislado utilizando procedimientos bien conocidos
incluyendo el procedimiento de agua caliente-fenol (Wesphal y Jann
Meth., Carbo. Chem. 5; 83-91 1965). Ver también Galanos y otros
1969, Eur J Biochem 9: 245-249, y Wu y otros 1987, Anal Bio Chem
160: 281-289. LPS puede ser utilizado claro o conjugado a una
fuente de epitopos de célula T como anatoxina de tétano, anatoxina
de difteria, CRM-197 o proteinas de membrana exterior OMV. Las
técnicas para conjugar LOS aislados también son conocidas (ver por

ejemplo EP 941738 incorporada aqui por referencia).
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Cuando LOS (en particular los LOS de la invencién) estan
presentes en una formulacién de ampolla los LOS estan
preferiblemente conjugados in situ a través de métodos que permiten
la conjugaciéon de LOS con una o mas proteinas de membrana
exteriores también presentes en la preparacién de la ampolla {por
ejemplo, PorA o PorB en meningococos).

Este proceso puede ventajosamente mejorar la estabilidad y/o
inmunogeneicidad (proporcionando ayuda de célula T) ylo
antigeneicidad del antigeno LOS dentro de la formulacién de
ampolla, de esta manera dando ayuda de célula T para el
inmunégeno de oligosacarido independiente de T en su conformacion
mas protectora, segun LOS en su ambiente natural en la superficie
de la membrana exterior meningocécica. Ademas, |a conjugacion de
LOS dentro de {a ampolla puede dar como resultado wuna
desintoxicacion de LOS (la porcién A del lipido siendo establemente
enterrada en la membrana exterior y de esta forma estando menos
disponible para causar toxicidad). De esta forma los métodos de
desintoxicacién mencionados aqui de aislamiento de ampollas de
mutantes htrB- o msbB", o a través de la adicién de un equivalente
funcional de péptido no téoxico de polimixina B [una molécula con alta
afinidad a! Lipido A] a la composicion (ver WO 93/14115, WO
95/03327, Velucchi y otros (1997) J Endotoxin Res 4: 1-12, y EP
076402 para detalles adicionales de equivalentes de péptido
funcional no téxicos, de polimixina B, particularmente el uso. del

péptido SAEP 2 (de la secuencia KTKCKFLKKC en donde 2 cisteinas
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forman un puente de disulfuro)) pueden no ser requeridos (pero los
cuales pueden ser agregados en combinacion para una seguridad
adicional). De esta forma los inventores han encontrado que una
composiciéon que comprende ampollas en donde LOS esta presente
en las ampollas ha sido conjugada en una forma intra-ampolla con
las proteinas de la membrana exterior también presentes en la
ampolla pueden formar las bases de una vacuna para el tratamiento
o prevencion de enfermedades causadas por el organismo a partir
del cual las ampollas han sido derivadas, en donde dicha vacuna es
substancialmente no téxica y es capaz de inducir una respuesta
bactericida dependiente de T contra LOS en su ambiente nativo.

La invencion por consiguiente ademas proporciona dicha
preparacién de ampollas meningocécicas conjugadas de LOS intra-
ampollas.

Dicha preparacién de ampolias puede ser aislada de la bacteria
en cuestion (ver WO 01/09350) y después sometida a quimicas de
conjugacién conocidas para enlazar grupos (por ejemplo NH; o
COOH) en la porcién del oligosacarido de LOS a grupos (por
ejemplo, NH, o COOH) en las proteinas de la membrana exterior de
la ampolla. Las técnicas de entrelazamiento utilizando
glutaraldehidoi, formaldehido, 0 mezclas de
glutaraldehido/formaldehido pueden ser utilizadas, pero se prefiere
que se utilicen quimicas mas selectivas tales como EDAC o
EDAC/NHS (J. V. Staros, R. W. Wright y D. M. Swingle. Mejoramiento

a través de N-hidroxisuccinima de reacciones de acoplamiento
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mediadas por carbodiimida soluble en agua. Quimica Analitica 156:
220-222 (1986); y Técnicas de Bioconjugados. Greg T. Hermanson
(1996) pp 173-176). Otras quimicas de conjugacion o tratamientos
capaces de crear enlaces covalentes entre LOS y moléculas de
proteina que podrian ser utilizadas se describen en EP 941738.

Preferiblemente las preparaciones de ampolla se conjugan en
ausencia del polisacarido capsular. Las ampollas pueden aislarse de
una cepa que no produce polisacarido capsular (naturalmente o a
través de mutacién como se describe méas adelante), o puede ser
purificada a partir de la mayoria y preferiblemente de todos los
polisacaridos capsulares contaminantes. En esta forma, la reaccidén
de conjugacion LOS de intra-ampollas es mucho mas eficiente,

Preferiblemente mas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 79, 80, 90, o
95% de los LOS presentes en las ampollas son
entrelazados/conjugados.

La conjugacion intra-ampolla deberd preferiblemente incorporar
1. 2 o los tres de los siguientes pasos del proceso: la conjugacién
del pH debera ser mayor de pH 7.0, preferiblemente mayor de o igual
a un pH de 7.5 (méas preferiblemente bajo un pH 9); condiciones de
1-5% preferiblemente 2-4% mas preferiblemente alrededor de 3% de
sacarosa deberan ser mantenidas durante la reaccién; el NaCl
debera ser minimizado en la reaccion de conjugacion,
preferiblemente por debajo de 0.1M, 0.05M, 0.01M, 0.005M, 0.001M,
y mas preferiblemente no estar presente para nada. Todas estas

caracteristicas del proceso aseguran que las ampoilas permanezcan
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estables y en solucién a lo largo del proceso de conjugacién.

El proceso de conjugacién EDAC/NHS es un proceso preferido
para conjugacién intra-ampolla. EDAC/NHS es preferido para
formaldehido el cual puede entrelazarse a muy alto grado, de esta
forma adversamente afecta la capacidad de filtracién, EDAC
reacciona con acidos carboxilicos (tales como KDO en LOS) para
crear un intermediario de éster activo. En presencia de un nucledfilo
de amina (tales como lisinas en las proteinas de membrana exterior
tal como PorB), se forma un enlace de amida con liberacion de una
isourea por producto. Sin embargo, la eficiencia de una reaccidn
mediada por EDAC puede ser incrementada a través de la formacién
de un intermediario de éster Sulfo-NHS. El éster Sulfo-NHS
sobrevive en una solucién acuosa mas tiempo que el éster activo
formado de la reaccién de EDAC solo con un carboxilato. De esta
forma, se pueden realizar rendimientos mas altos de formacion de
enlaces de amida utilizando este proceso de dos etapas. La
conjugacion EDAD/NHS se discute en J. V. Staros, R. W. Wright y D.
M. Swingle. El mejoramiento a través de N-hidroxisuccinimida de
reacciones acopladas mediadas por carbodiimida soluble en agua.
Quimica analitica 156: 220-222 (1986), y Bioconjugates Techniques.
Greg T.Hermanson (1996) pp 173-176. Preferiblemente se utilizan
ampollas de 0.01-5 mg de EDAC/mg en la reaccion, mas
preferiblemente una ampoila de 0.05-1 mg EDAC/mg. La cantidad de
EDAC utilizada depende de la cantidad de LOS presente en la

muestra la cual a su vez depende del % de desoxicolato (DOC)
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utilizado para extraer las ampollas. A un % de DOC bajo (por
ejemplo, 0.1%), se utilizan cantidades mas altas de EDAC (1 mg/mg
y mas), sin embargo a un % mas alto de DOC (por ejemplo, 0.5%), se
utilizan cantidades menores de EDAC (0.025-0.1 mg/mg) para evitar
muchos entrelazamiento inter-ampolla.

Un proceso preferido de la invencién es por consiguiente un
proceso para producir LOS conjugados intra-ampolla (preferiblemente
meningococicos) que comprenden los pasos de conjugacion de las
ampollas en presencia de EDAC/NHS a un pH de entre 7.0 y un pH
de 9.0 (preferiblemente alrededor de un pH de 7.5), en 1-5%
(preferiblemente alrededor de 3%) de sacarosa, Yy opcionalmente en
condiciones que substancialmente carecen de NaCl {como se
describidé anteriormente), y aislando las ampollas conjugadas de la
mezcla de reaccion.

La reaccion puede ser seguida en geles de separacion Western
de la mezcla de reaccion utilzande mAbs anti-LOS (por ejemplo, anti-
L2 o anti-L3) para mostrar el incremento del pero molecular de LOS
para una proporcion mayor de los LOS en las ampollas a medida que
el tiempo de reaccién transcurre.

Utilizando dichas tecnicas se pueden recuperar rendimientos
del 99% de las ampollas.

Se encontré que EDC es un excelente agente de
entrelazamiento intra-ampolla, ya que entrelaza LOS a OMP
suficientemente para una inmunogenicidad dependiente de T de LOS

mejorada, pero no se entrelaza a €l a un alto grado que pueden
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ocurrir problemas trales como capacidad de filtracion, agregacidén y
entrelazamiento intra-ampoila. La morfologia de las ampollas
generadas es similar a aquelia de ampollas no conjugadas (a través
de microscopio electronico). Ademas, el protocolo anterior evitdé que
se presentara un entrelazamiento demasiado alto (el cual puede
reducir la inmunogenicidad fe OMPs protectores presentes sobre la
superficie de la ampolla, por ejemplo TbpA o Hsf).

Se prefiere que la cepa meningocécica se la cual se derivan las
ampollas sea una cepa mutante que no puede producir el
polisacarido capsular (por ejemplo, una de las cepas ‘mutantes
descritas anteriormente, en particular siaD’). También se prefiere
que las composiciones inmunogénicas efectivas contra la enfermedad
meningococica comprendan ambas, una ampolla L2 y una L3, en
donde las LOS L2 y L3 ambas se conjugan con las proteinas de
membrana exterior. Ademas, se prefiere que la estructura de LOS
dentro de la ampolla conjugada intra-ampolla sea consistente con
ésta habiendo sido derivada de una cepa meningocécica IgtB” {(como
se describe mas adelante). Mas preferiblemente las composiciones
inmunogénicas comprenden ampolias intra-ampolla-conjugadas:
derivadas de una cepa meningocdcica mutante que no puede
producir el polisacarido capsular y es IgtB; comprendiendo ampollas
L2 y L3 derivadas de las cepas meningoco6cicas mutantes que no
pueden producir el polisacarido capsular; comprendiendo ampollas
L2 y L3 derivadas de las cepas meningococicas mutantes que son

IgtB: o mas preferiblemente comprendiendo ampollas L2 vy L3

=0
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derivadas de las cepas meningocdcicas mutantes que no pueden
producir el polisacarido capsular y que son IgtB".

La cepa meningocécica L3 tipica que pueden ser utilizada para
la presente invencién es la cepa menB H44/76. Un cepa L2 tipica es
la cepa menu B16B6 o la cepa de tipo C meningocdcica 39E.

Como se manifestd anteriormente, las ampollas de la invencion
han sido desintoxicadas a un grado a través de la accion de Ia
conjugacién, y no necesitan ser desintoxicadas adicionalmente, sin
embargo los métodos de desintoxicacion adicionales pueden
utilizarse para una seguridad adicional, por ejemplo utilizando
ampollas derivadas de una cepa meningocécica que es htrB’ o msbB’
o agregando un equivalente funcional de péptido no tdxico de
polimixina B [una molécula con alta afinidad al Lipido A]
(preferiblemente SEAP 2) a la composicién de la ampolla (como se
describiéo anteriormente).

En la forma anterior, las ampollas meningocécica y las
composiciones inmunogénicas que comprenden ampollas son
provistas, las cuales tienen como un antigeno importante LOS, el
cual es substancialmente no toéxico, carece de problemas de
autoinmunidad, tiene un caracter dependiente de T, esta presente en
su ambiente natural, y es capaz de inducir una respuesta de
anticuerpo bactericida contra mas de 90% de las cepas
meningocécicas (en el caso de composiciones L2+L3).

Preferiblemente la conjugacién LOS intra-ampolila debera

incorporar 1, 2, o los 3 siguientes pasos del proceso: la conjugacién
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del pH debera ser mayor de un pH 7.0, preferiblemente mayor o igual
a un pH de 7.5 (méas preferiblemente un pH por debajo de 9); se
deberan mantener condiciones de 1-5%, preferiblemente 2-4%, mas
preferiblemente alrededor de 3% de sacarosa durante la reaccion:
NaCl debera se minimizado en la reaccién de conjugacién,
preferiblemente por debajo de 0.1M, 0.05M, 0.01M, 0.005M, 0.001M,
y mas preferiblemente no estar presente para nada. Todas estas
caracteristicas del proceso aseguran que las ampollas permanezcan
estables y en solucién a lo largo del proceso de conjugacion.

Aunque LOS puede ser conjugado dentro de las ampollas a
proteinas de membrana exterior a través de varias técnicas y
quimicas, el proceso de conjugacién EDAC/NHS es un proceso
preferide para la conjugacién intra-ampolla. EDAC/NHS es preferido
para formaldehido, el cual puede entrelazarse a un alto grado, de
esta forma adversamente afecta la calidad de filtracion. EDAC
reacciona con &cidos carboxilicos para crear un intermediario de
éster activo. En presencia de un nucledéfilo de amina, se forma un
enlace de amida con liberaciéon de una isourea por producto. Sin
embargo, la eficiencia de una reaccién mediada por EDAC puede ser
incrementada a través de la formacién de un intermediario de éster
Sulfo-NHS. El éster Sulfo-NHS sobrevive en una soluciéon acuosa
méas tiempo que el éster activo formado de la reacciéon de EDAC solo
con un carboxilato. De esta forma, se pueden realizar rendimientos
mas altos de formacidén de enlaces de amida utilizando este proceso

de dos etapas. La conjugacion EDAD/NHS se discute en J. V. Staros,

6?’
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R. W. Wright y D. M. Swingle. El mejoramiento a través de N-
hidroxisuccinimida de reacciones de acoplamiento mediadas por
carbodiimida soluble en agua. Quimica analitica 156: 220-222
(1986): y Bioconjugates Techniques. Greg T.Hermanson (1996) pp
173-176.

Un proceso preferido de-la invencién es por consiguiente un
proceso para la produccion de LOS conjugado intra-ampolla
(preferiblemente meningoc6cica) que comprende [os paso de
conjugar ampollas en presencia de EDAC/NHS a un pH de entre 7.0 y
un pH de ¢.0 (preferiblemente alrededor de un pH de 7.5), en 1-5%
(preferiblemente alrededor de 3%) de sacarosa, y opcionalmente en
condiciones que substancialmente carecen de NaCl (¢como se
describié anteriormente), y aislando las ampollas conjugadas de la
mezclia de reaccion.

Después de la reacciéon debe seguir la separacion de geles de
la mezcla de reaccién utilizando mAbs anti-LOS (por ejemplo, anti-L2
o anti-L3) para mostrar el incremento del peso molecular de LOS
para un proporcién mayor de LOS en las ampolias cuando pasa el
tiempo de reaccidn.

Los rendimientos de 99% de ampollas pueden ser recuperados
utilizando dichas técnicas. EDAC se encontré que es un agente de
entrelazamiento de intra-ampollas excelente en que entrelaza LOS a
OMP suficientemente para mejorar la inmunogeneicidad dependiente
de T de LOS, pero no se entrelaza a dicho alto grado que puedan

ocurrir problemas tales como una pobre capacidad de filtracién vy

=3
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entrelazamiento inter-ampolla. Un entrelazamiento muy alto también
deberad evitarse para evitar cualquier disminucion en la
inmunogeneicidad de las OMPs protectoras naturalmente presentes

en la superficie de 1a ampolla, por ejemplo, TbpA.

5. Protefinas de membrana exterior integrales

Otras categorias de proteinas Neisserial también pueden ser
candidatas para la inclusién en las vacunas Neisserial de la
invencion y pueden ser capaces de combinarse con otros antigenos
en una forma sorprendentemente efectiva. Las proteinas asociadas
de membrana, particularmente proteinas de membrana integral y mas
ventajosamente proteinas de membrana exterior, especialmente
proteinas de membrana exterior integral pueden ser utilizadas en las
composiciones de la presente invencion. Un ejemplo de dichas
proteinas es P1dA también conocida como Omp1A (NMB 0464) (WO
00/15801), la cual es una proteina de membrana exterior de
fosfolipasa Neisserial. Ejemplos adicionales son TspA (NMB 0341)
(Infect. Immun. 1999, 67; 3533-3541} y TspB (proteina que estimula
la célula T) (WO 00/03003; NMB 1548, NMB1628 o NMB 1747). Los
ejemplios adicionales incluyen PilQ (NMB 1812) (W099/61620),
OMP85 — también conocida como D15- (NMB0182) (W0O00/23593),
NspA (U52066) (W096/29412), FhaC (NMB 0496 o NMB 1780), PorB
(NMB 2039) (Mol. Biol. Evol. 12; 363-370, 1995), HpuB (NC_003116.
1), TdfH (NMB 1497) (Microbiology 2001, 147; 1277-1290), OstA

(NMB0280), MItA también conocida como GNA33 vy Lipo30
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(NMB0033), HtrA (NMB 0532; WO 99/55872), HimD (NMB 1302), HisD
(NMB 1581), GNA 1870 (NMB 1870), HIpA (NMB 1846), NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1953, HtrA, ThpA (NMB 0461)
(W092/03467) (ver también bajo proteinas de adquisiciéon de hierro) y

LbpA (NMB 1541).

OMP85

Las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden
comprender la OMP85 de longitud completa, preferiblemente como
parte de una preparaciéon OMV. Los fragmentos de OMP85 también se
pueden utilizar en composiciones inmunogénicas de la invencidn,
especialmente, el dominio expuesto en la superficie de OMP85 hecho
de los residucs de aminoacido 1-475 o 50-475 esta preferiblemente
incorporado dentro de un componente de subunidad de las
composiciones inmunogénicas de la invencion. La secuencia anterior
para el dominio expuesto en la superficie de OMP85 puede ser
extendido ¢ truncado por hasta 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, o 30
aminoacidos en cualquiera ¢ ambos de los términos N o C. Se

prefiere que la secuencia de sefial sea omitida def fragmento OMP8S.

OstA

OstA funciona en la sintesis de lipopolisacaridos y puede ser
considerada como siendo un reguiador de toxicidad. OstA puede
alternativamente ser incluida en la categoria de toxinas en donde la

categoria de toxina se amplia para contener reguladores de toxicidad

=5
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asi como toxinas.

Composiciones inmunogeénicas

Una composiciéon inmunogénica es una composicién que
comprende por fo menos un antigeno que es capaz de generar una
respuesta inmune cuando se administra a un huésped.
Preferiblemente, dichas preparaciones inmunogénicas son capaces
de generar una respuesta inmune protectora contra Neisserial,
preferiblemente infeccién por Neisserial meningitidis o Neisserial
gonorrhoeae.

La invencién se refiere a composiciones inmunogénicas que
comprenden por lo menos dos antigenos, las cuales preferiblemente
provocan una o mas de una respuesta bactericida sinergistica,

protectora o de bloqueo de adhesion.

Ensayos bactericidas SBA de la invencion

Dicha respuesta sinergistica puede estar caracterizada por el
SBA provocado por la combinacién de antigenos siendo de por lo
menos 50%, dos veces, tres veces, preferiblemente cuatro veces,
cinco veces, seis veces, siete veces, ocho veces, nueve veces y mas
preferiblemente diez veces mayor que el SBA provocado por cada
antigeno separadamente. Preferiblemente SBA se mide contra una
cepa homéloga' a partir de la cual se derivan los antigenos Y
preferiblemente también contra un panel de cepas heterblogas. (Ver

a continuacién un panel representativo por ejemplo BZ19 (B:2b:P1.2)
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perteneciente al grupo A-4, B16B6 (B: 2a: P1. 2) perteneciente al
complejo ET-37; y H44/76 (B: 15 : P1. 7,16)). SBA es el marcador
inmunolégico mas comunmente acordado para estimar la eficacia de
una vacuna meningococica (Perkins y otros, J Infect Dis. 1998,
177:683-691). Satisfactoriamente SBA puede ser constatado por
cualquier método conocido. SBA puede ser Ilevado a cabo utilizando
suero obtenido de modelos de animales (ver ejemplos 17-20), o de
sujetos seres humanos.

Un método preferido para conducir SBA con suero de seres
humanos es el siguiente. Una muestra de sangre se toma antes de la
primera vacunacién, dos meses después de la segunda vacunacién y
un mes después de la tercera vacunacion (tres vacunaciongs en un
afio siendo un agenda una vacunacién primaria humana tipica
administrada en los 0, 2, y 4 meses, o 0, 1, y & meses). Dichas
agendas de vacunacién primaria humana pueden ser ilevadas a cabo
en infantes de menos de 1 afio de edad (por ejemplo al mismo tiempo
que se llevan a cabo las vacunaciones Hib) o de 2-4 afios de edad o
los adolescentes también pueden ser vacunados para la prueba SBA
con dicha agenda de vacunacién primaria. Se puede tomar una
segunda muestra de sangre a los 6 a 12 meses después de la
primera vacunacion y un mes después de una dosis de defensa, si es
aplicable.

SBA sera satisfactoria para una preparaciéon de antigeno o de
ampolla con actividad bactericida homoéloga si un mes después de la

tercera dosis de vacunacién (de la agenda de la vacunacion primaria)
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(en infantes de 2-4 afos de edad, o adolescentes, pero
preferiblemente en infantes en el primer afo de vida) el porcentaje
de sujetos con un incremento de cuatro veces en términos de
concentracion de SBA (dilucidon del anticuerpo) (comparado con la
concentracion de la pre-vacunacion) contra la cepa de meningococos
a partir de la cual los antigenos de la invencion se derivan, es mayor
que 30%, preferiblemente mayor que 40%, mas preferiblemente
mayor que 50%, y de preferencia mayor que 60% de los sujetos.

Por supuesto una preparaci.én de antigeno o ampolla con
actividad bactericida heteréloga también puede constituir la
preparacién de ampolla con actividad bactericida hombloga si
también puede provocar un SBA satisfactorio contra la cepa
meningocécica a partir de la cual se deriva.

SBA sera satisfactoria para una preparacion de antigeno ©
ampolla con actividad bactericida heterdologa si uno mes después de
la tercera dosis de vacuna {o de la agenda de vacunacion primaria)
(en infantes de 2-4 afos de edad, o adolescentes, pero
preferiblemente en infantes en el primer afio de vida) el porcentaje
de sujetos con un incremento de cuatro veces en términos de
concentracién de SBA (dilucién del anticuerpo) (comparado con la
concentracién de la pre-vacunacién) contra tres cepas heterdlogas
de meningococo es mayor que 20%, preferiblemente mayor que 30%,
mas preferiblemente mayor que 35%, y de preferencia mayor del 40%
de los sujetos. Dicha prueba es una buena indicacion de si la

preparacion de antigeno o ampolia con actividad bactericida
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heteréloga puede inducir anticuerpos bactericidas cruzados contra
varias cepas meningocécicas. Las tres cepas heterdlogas deberan
preferiblemente tener un complejo de tipo (ET) o un patron de
insercion de secuencia multi-sitio (MLST) (vrer Maiden y otros, PNAS
EUA 1998, 95:3140-5) una con la otra y preferiblemente la cepa a
partir de la cual la preparacion de antigeno o ampolia con actividad
bactericida heteréloga se forma o se deriva. Una persona con
experiencia facilmente sera capaz de determinar tres cepas con
diferentes completos ET que reflejan la diversidad genética
observada entre meningocdcica, particularmente cepas de tipo B
meningocécicas que son reconocidas como siendo la causa de una
carga de enfermedades importante y/o que representan linajes hiper-
virulentos de MenB (ver, Maiden y otros, supra). Por ejemplo, tres
cepas que podrian ser utilizadas son las siguientes: BZ10 (B:2b:P1.
2) que pertenecen al grupo A-4; B16B6 (B:2a:P1.2) que pertenecen al
complejo ET-37; y H44/786 (B:15:P1.7,16) que pertenecen al complejo
ET-5, o cualesquiera otras cepas que pertenecen al mismo grupo ET.
Dichas cepas pueden ser utilizadas para probar una preparacion de
antigeno o ampolia con actividad bactericida heteréloga hecha o
derivada de, por ejemplo, la cepa meningocdcica Ccu385 (B:4.P1.15)
la cual pertenece al complejo ET-5. Otra cepa de muestra que podria
ser utilizada es del clon epidémico del Linaje 3 (por ejemplo, NZ124
[B:4:P1.7,4]). Otra cepa ET-37 es NGP165 (B:2a:P1.2).

Los procesos para medir la actividad SBA son conocidos en la

técnica. Por ejemplo un método que podria ser utilizado se describe
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en WO 99/09176 en el Ejemplo 10C. En términos generales, un
cultivo de una cepa gque va a ser probada se hace crecer
{(preferiblemente en condiciones de reducciéon de hierro, a través de
la adicion de un quelatador de hierro tal como EDDA al medio de
crecimiento) en una fase de registro de crecimiento. Esto se puede
suspender en un medio con BSA (tal como el medio Hanks con 0.3%
de BSA) con el fin de obtener una suspension de célula trabajando
ajustada a aproximadamente 20000 CFU/ml. Se pueden hacer series
de mezclas de reaccion mezclando series de diluciones dobles del
suero que se va a probar (preferiblemente inactivado por calor a
56°C durante 30 minutos) [por ejemplo en un volumen de 50
ulfcavidad]. Los frascos de reaccidn deberan ser incubados (por
ejemplo 37°C durante 15 minutos) y agitarse (por ejemplo a 210
rpm). La mezcla de reaccién final [por ejemplo en un volumen de 100
pl] adicionalmente contiene una fuente de complemento [tai como un
volumen final de 25% del suero de conejo bebé preprobado] y se
incuba como anteriormente [por ejemplo, 37°C durante 69 minutos].
Se puede utilizar una placa de microtitulacion de 86 cavidades d'e
fondo en forma de U de poliestireno estéril para este enséyo. Se
puede tomar una alicuota [por ejemplo, 10 pl] de cada cavidad
utilizando una pipeta mutlicanal, y se deja caer dentro de placas de
agar Muelier-Hinton (preferiblemente conteniendo 1% de Isovitalex y
1% de Suero de Caballo inactivado por calor), y se incuba (durante
por ejemplo 18 horas a 37°C en 5% de C0O,). Preferiblemente, las

colonias individuales pueden contarse hasta 80 CFU por alicuota.



10

15

20

25

49

Las siguientes tres muestras de prueba pueden ser utilizadas como
controles: regulador de pH+bacteriatcomplemento; regulador de
pH+bacteriatcomplemento inactivado; suero+bacteriatcompliemento
inactivado. Las concentraciones de SBA pueden ser facilmente
calculadas utilizando un programa que procese datos para dar una
medicion de la dilucién que corresponde a 50% de la aniquilacién de

células a través de un cdalculo de regresion.

Ensayos de proteccion de animales

Alternativamente, la respuesta sinergistica puede estar
caracterizada por la eficacia de la combinacion de antigenos en
ensayos de proteccion de animales. Por ejemplo, los ensayos
descritos en el Ejemplo 12 o 13 pueden ser utilizados.
Preferiblemente el numeroc de animales protegidos por la
combinacion de antigenos es significativamente mejorado comparado
con el uso de antigenos por si solos, particularmente en dosis
subdptimas de antigeno.

Una vacuna exitosa para la prevencion de infeccién por N. gono
puede requerir mas de uno de los siguientes elementos: generacidon
de suero y/o anticuerpos mucosos para facilitar la aniquilacion
mediada por complemento de los gonococos, y/o para mejorar la
fagocitosis y aniguilacién microbiana a través de leucocitos tales
como leucocitos polimorfonucleares, y/o prevenir |a adhesién del
gonococo a los tejidos del huésped; la induccién de la respuesta

inmune mediada por célula también puede participar en la
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proteccidn.

El mejoramiento de la eficacia de una preparaciéon de vacuna
de gono de ampolla de la invencién puede ser evaluada analizando
la respuesta inmune inducida por suero y/o anticuerpos de la
mucosa que tienen antiadherencia, y/o propiedades formadoras de
proteina, yfo actividad bactericida, como se describe por otros
(McChesney D y otros, Infect. Immun. 36: 1006, 1982 : Boslego J ¥y
otros: Efficacy trial of a purified gonococci pilus vaccine, in Program
and Abstracts of the 24%'® Interscience Conference on Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, Washington, American Society for
Microbiology, 1984; Siege! M y otros, J. Infect. Dis 145: 300, 1982;
de la Pas, Microbiology, 141 (Pt4): 913-20, 1995)}.

Un modelo de raton de infeccion genital a través de N. gono ha
sido recientemente descrito (Plante M, J. Infect. Dis., 182 :848-55,
2000). El mejoramiento de eficiencia de una vacuna de gono de
ampoila de la invencion también podria ser evaluada por su habilidad
para prevenir o para reducir la colonizacion a través de N. gono en

este modelo de raton de infeccion.

Ensayo de blogueo de adhesion

Alternativamente, la respuesta sinergistica puede ser
caracterizadas por la eficacia de la combinacién de antigenos en un
ensayo de bloqueo de adhesion. Por ejemplo, el ensayo descrito en
el ejemplo 11 puede ser utilizado. Preferiblemente, la extensidén del

bloqueo inducido por antisuero originadoc contra la combinacion de
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antigenos es significativamente mejorado comparado con el uso de
antisuero originado contra los antigenos por si  solos,

particularmente en dosis subéptimas de anticuerpo.

Composiciones de subunidad

La composicion inmunogénica de la invencién puede ser una
composicién de subunidad. Las composiciones de subunidad en las
cuales los componentes han sido aislados y purificados en por o
menos 50%, preferiblemente por lo menos 60%, 70%, 80%, 90%
puros antes de mezclar los componentes para formar la composicion
inmunogénica.

La composicién de subunidad antigénica de la invencién
preferiblemente comprende por lo menos 2 antigenos seleccionaos
de la siguiente lista: FhaB, PilC, Hsf, Hap, NadA, OMP85, porteasa
IgA, AspA, dominio pasajero de AspA, dominio pasajerc de Hsf,
dominio pasajero de Hap, FrpA, FrpC, TbpA, TbpB, LbpA, LbpB,
HpuA, HpuB, TspA, TspB, PIdA, PilQ, FhaC, NspA, y cualquiera o
ambos de el inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

Las composiciones de subunidad pueden ser soluciones
acuosas de proteinas solubles en agua. Pueden comprender
detergente, preferiblemente detergente no idnico, zwiteriénico, o
ionico con el fin de solubilizar porciones hidrofébicas de antigenos.
Estos pueden comprender lipidos para gque se formen las estructuras
de liposoma, permitiendo la presentacién de antigenos con una

estructura que abarca una membrana de lipido.
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Preparaciones de vesicula de membrana exterior

El serogrupo B de N. meningitidis (menB) excreta ampollas de
membrana exterior en suficientes cantidades para permitir su
fabricacién a una escala industrial. Una vesicula de membrana
exterior también puede ser preparada a través del proceso de
extraccion de detergente de las células bacterianas (ver, por
ejemplo, EP 11243).

La composicién inmunogénica de la invencién también puede
comprender una preparacion de vesicula de membrana exterior que
tiene por lo menos dos antigenos que han sido regulados de manera
ascendente, ya sea recombinantemente o a traves de otros medios
incluyendo crecimiento bajo condiciones de reduccion de hierro.
Ejemplos de antigenos que podrian regularse de manera ascendente
en dicha preparacién de vesicula de membrana exterior incluyen;
NspA, Hsf, Hap, OMP85, TbpA (alto), TbpA (bajo), LbpA, TbpB, LbpB,
PilQ, AspA, TdfH, PorB, HpuB, P2086, NM-ADPRT, MafA, MafB vy
PIdA. Dichas preparaciones opcionalmente también podrian contener
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS.

La fabricacién de las preparaciones de ampolla de cepas de
Neisserial puede ser lograda a través de cualquiera de los métodos
bien conocidos por una persona con experiencia. Preferiblemente se
utilizan los métodos descritos en EP 301992, EU 5,597,572, EP
11243 o EU 4,271, 147, Frederikson y otros (NIPH Annals [1991],

14:67-80), Zollinger y otros (J. Clin. Invest. [1979], 63:836-848),
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Saunders y otros (Infect. Immun. [1999], 67: 113-119), Drabick vy
otros (Vaccine [2000], 18: 160-172) o WOO01/09350 (Ejemplo 8). En
general, los OMVs se extraen con un detergente, preferiblemente
desoxicolato, y los acidos nucleicos son opcionalmente removidos
enzimaticamente. La purificacion se logra a través de
ultracentrifugacién opcionalmente seguida por cromatografia de
exclusion de tamafo. Si 2 o mas diferentes ampollas de la invencion
estan incluidas, pueden ser combinadas en un contenedor individual
para formar una preparacién multivalente de la invencidén (aunque
una preparacién también se considera multivalente si las diferentes
ampollas de la invenciéon son composiciones separadas en
contenedores separados, las cuales se administran al mismo tiempo
[la misma visita a un practicante] a un huésped). Las preparaciones
OMV son usualmente esterilizadas a través de filtracion a través de
un filtro de 0.2 um, y son preferiblemente almacenadas en una
solucién de sacarosa {por ejemplo, 3%) la cual se sabe que
estabiliza las preparaciones de ampolia.

La regulacién ascendente de proteinas dentro de las
preparaciones de vesicula de membrana exterior puede ser iograda a
través de la insercion de una copia extra de un gen en una cepa
Neisserial a partir de la cual la preparacién OMV se deriva.
Alternativamente, el promotor de un gen puede ser intercambiado por
un promotor mas fuerte en la cepa Neisserial, a partir de la cual la
preparacién OMV se deriva. Dichas técnicas se describen en WO

01/09350. La regulacién ascendente de una proteina conducird a una
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nivel mas alto de proteina que esta presente en OMV comparado con
el nivel de proteina presente en OMV derivada de N. meningitidis no
modificada (por ejemplo, la cepa H44/76). Preferiblemente el nivel
serade 1.5, 2,3, 4,5, 7,10 0o 20 veces mas alto.

Cuando se pretende que LPS sea un antigeno adicional en el
OMV, se puede utilizar preferiblemente un protocolo que utiliza una
concentracion baja de detergente de extraccién (por ejemplo
desoxicolato o DOC) en el método de preparacién OMV para asi
conservar los aitos niveles de enlace a LPS mientras se remueve el
LPS pobremente enlazado, téxico. La concentracion de DOC utilizada
es preferiblemente de 0-0.5% DOC, 0.02-0.4% DOC, 0.04-0.3% DOC
mas preferiblemente 0.06%-0.2% DOC o 0.08-0.15% DOC mas
preferibiemente alrededor de o exactamente 0.1% DOC.

“Secuencia promotora fuerte” se refiere a un elemento de
control regulador que incrementa la transcripcion para un gen que
codifica e! antigeno de interés. “Expresidén de la Regulacidn
ascendente” se refiere a cualesquiera medios para mejorar la
expresion de un antigeno de interés, con relacidon a esa ampolla no
modificada (es decir, de existencia natural). Se entiende que la
cantidad de “regulaciéon ascendente” variara dependiendo del
antigeno particular de interés pero no excederd una cantidad que
afectara la integridad de la ampolla. La regulacion ascendente de un
antigeno se refiere a la expresion que es de por lo menos 10% mayor
que aquella de la ampolla no modificada. Preferiblemente es de por

lo menos 50% mas alta. Mas preferiblemente es de por o menos
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100% (dos veces) mas alta. Mas preferiblemente es de 3, 4, 5, 7, 10,

20 veces mas alta. Alternativamente o adicionalmente, la expresién

de la regulacién ascendente puede referirse a la conversion de la

expresién no condicional en cambios metabdlicos o nutricionales,
particularmente en el caso de TbpA, TbpB, LpbA y LpbB.
Preferiblemente e! nivel de expresién se evalla cuando las ampollas
se han derivado de crecimiento de bacterias en condiciones limitadas
en hierro (por ejemplo en la presencia de un quelatador de hierro).

Otra vez para propdésitos de claridad, los términos ‘disefiando
una cepa bacteriana para producir menos de dicho antigeno’ o
regulacion descendente se refiere a cualesquiera medios para
reducir la expresién de un antigeno {o la expresion de un producto
de gen funcional) de interés, con relacion a aquel del no modificado
(es decir, ampolla de existencia natural), preferiblemente a través de
eliminacion, dicha expresién es de por lo menos 10% menor gue
aquella de la ampcolla no modificada. Preferiblemente es por |0
menos 50% mas baja y de preferencia completamente ausente. Si la
proteina regulada de manera descendente es una enzima o una
proteina funcional, 1a reguiacién descendente puede lograrse
introduciendo una 0 mas mutaciones dando como resultado un 10%,
20%, 50%, 80% o preferiblemente un 100% de reduccién en Ia
actividad enzimatica o funcional.

Los pasos de ingenieria requeridos para modular la expresion
de proteinas de Neisserial pueden ser llevados a cabo en una

variedad de formas conocidas por aquellos con experiencia en la
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técnica. Por ejemplo, las secuencias (por ejemplo, promotoras o
marcos de lectura abierta) pueden ser insertadas, y los
promotores/genes pueden ser deteriorados a través de la técnica de
la insercién de transposén. Por ejemplo, para regular de manera
ascendente una expresién de gen, un promotor fuerte podria ser
insertadoc a través de un transposén de hasta 2 kb en corriente
ascendente del codén de iniciacién del gen (mas preferiblemente
200-600 bp en corriente ascendente, mas preferiblemente
aproximadamente 400 bp en corriente ascendente). La mutacidén o
eliminacion de punto también puede ser utilizada (particularmente
para la expresion de la regulaciéon descendente de un gen).

Dichos métodos, sin embargo, pueden ser completamente
inestables, y por consiguiente se prefiere que el paso de ingenieria
sea llevado a cabo a través de un evento de recombinacidn
homéiocgo. Preferiblemente, el evento toma lugar entre una secuencia
(una regién recombinogénica) de por lo menos 30 nucleotidos en el
cromosoma bacteriano, y una secuencia (una segunda regién
recombinogénica) de por lo menos 30 nucleottidos en un vector
transformado dentro de la cepa. Preferiblemente, las regiones son de
40-1000 nucleétidos, preferiblemente de 100-800 nucleétidos, mas
preferiblemente de 500 nucledtidos). Estas regiones
recombinogénicas deberéan ser lo suficientemente similares que son
capaces de hibridizarse una a la otra bajo condiciones altamente
rigidas.

Los meétodos utilizados para llevar a cabo los eventos de
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modificacién genética aqui descritos (tales como la regulacidon
ascendente o regulacion descendente en un genoma Neisserial) como
se describe en WO 01/09350. Los promotores fuertes tibicos que
pueden estar integrados en Neisseria son porA, porB, IgtF, Opa,
p110, Ist, y hpuAB. PorA y PorB son preferidos como promotores
fuertes, constitutivos. Se ha establecido que la actividad del
promotor PorB estd contenida en un fragmento correspondiente a los
nucleétidos -1 a -250 en corriente ascendente del codon de iniciacion

de porB.

Regulacién ascendente de la expresién de antigenos a través del

crecimiento en un medio limitado en hierro

La regulacién ascendente de algunos antigenos en una
preparacién de vesicula de membrana exterior de la invencidén se
logra preferiblemente a través del aislamiento de vesiculas de
membrana exterior de una cepa de los padres de Neisseria que crece
bajo condiciones de limitacién de hierro. Una baja concentracién de
hierro en el medio dara como resultado una expresion incrementada
de proteinas involucradas en la adquisicidon de hierro incluyendo
TbpA, TbpB, LbpA, LbpB, HpuA, HpuB vy P2086. La expresiéon de
estas proteinas es por lo tanto regulada en forma ascendente sin la
necesidad de recombinantemente modificar el gen invelucrado, por
ejemplo a través de la insercion de un promotor mas fuerte o
insertando una copia adicional del gen. La invencion también podria

abarcar la regulacién ascendente de proteinas de adquisicién de
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hierro a través del crecimiento en medio con limitacién de hierro en
donde el gen ha sido recombinantemente modificado.

La limitacién de hierro se logra a través de la adicion de un
quelatador de hierro al medio de cultivo. Los quelatadores de hierro
adecuados incluyen 2, ,2-Dipiridil, dcido EDDHA(etilenodiamina-di(o-
hidroxifenilacético) y Desferal (mesilato de deferoxamina, Sigma).
Desferal es el quelatador de hierro preferido y se agrega al medio de
cultivo en una concentracién de entre 10 y 100 uM, preferiblemente
25-75 pM, mas preferiblemente 50-70 uM, de preferencia a 60 uM. EIl
contenido de hierro del medio viene principalmente de extracto de
levadura y constituyentes de peptona de soya y la cantidad presente
puede variar entre los lotes. Por lo tanto las diferentes
concentraciones de Desferal pueden ser Optimas para lograr la
regulacion ascendente de proteinas de adquisicion de hierro en
diferentes lotes del medio. Las personas con experiencia en la
técnica facilmente seran capaces de determinar la concentracion
6ptima. En términos basicos, se debera agregar suficiente quilatador
de hierro al medio para regular de manera ascendente la expresidn
de la proteina regulada con hierro deseada, peroc no tanto que afecte
adversamente el crecimiento de la bacteria.

Preferiblemente, la regulacién ascendente de las proteinas de
adquisicién de hierro a través del crecimiento bajo condiciones
limitadas en hierro se combina con la regulacion ascendente
recombinante de otros antigenos para que la vesicula de la

membrana exterior de la invencién se logre.
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Requlacion descendente/Remocién de antigenos inmunodominantes

variables y no protectores

Muchos antigenos de superficie son variables entre las cepas
bacterianas y como una consecuencia son protectores solamente
contra un grupo limitado de cepas estrechamente relacionadas. Un
aspecto de esta invencién cubre las vesiculas de membrana
exteriores de la invencion en la cual la expresiéon de las proteinas
exteriores esta reducida, o, preferiblemente, el gen(es) que codifican
la proteina(s) de superficie se elimina. Dicha eliminacién da como
resultado una cepa bacteriana que produce ampollas las cuales,
cuando se administran en una vacuna, tienen un fuerte potencial
para una reactividéd cruzada contra varias cepas debido a una
influencia mas alta ejercida a través de proteinas conservadas
(retenidas en las membranas exteriores) en el sistema inmune de las
vacunas. Ejemplos de dichos antigenos variables en Neisseria que
pueden ser regulados de manera descendente en las composiciones
inmunogénicas de ampolla de la invencién incluyen PorA, PorB, Opa.

Otros tipos de genes que podrian ser regulados de manera
descendente o desactivados son los genes que, in vivo, pueden
faciimente ser activados (expresados) o desactivados a través de la
bacteria. Ya que las proteinas de membrana exterior codificadas a
través de dichos genes no siempre estan presentes en la bacteria, la
presencia de dichas proteinas en las preparaciones de ampollas
también puede ser perjudiciales para la efectividad de la vacuna por

las razones anteriormente manifestadas. Un ejemplo preferido para
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regular de manera descendente o eliminar es la proteina Opc de
Neisseria. La inmunidad anti-Opc inducida por una Opc que contiene
la vacuna de ampolla solamente tiene capacidad protectera limitada
segln el organismo que infecta puede convertirse facilmente Opc’.

Por ejemplo, estos genes variables o no protectores pueden ser
regulados de manera descendente en la expresién, o terminaimente
desactivados. Esto tiene la ventaja de concentrar el sistema inmune
en mejores antigenos que estan presentes en cantidades bajas en
las ampollas de superficie. Por regulacion descendente también
significa que los bucles inmunodominantes, de superficie expuesta
de las proteinas de membrana exterior anteriores puedan ser
alteradas o eliminadas con el fin de hacer que la proteina de
membrana exterior resultante sea menos inmunodominante.

Los métodos para la regulacién descendente de expresion se
describen en WO 01/09350. Las combinaciones preferidas de
proteinas que van a ser reguladas de manera descendente en las
composiciones inmunogénicas de ampolla de la invencién incluyen
PorA y OpA; PorA y OpC; OpA y OpC; PorAy OpA y OpC.

Cuatro genes Opa diferentes se sabe que existen en ¢l genoma
meningocdécico (Aho y otros 1991 Mol. Microbiol. 5: 1429-37), por lo
tanto cuando se dice que Opa va a ser regulado de manera
descendente en la expresién quiere decir que preferiblemente 1, 2,
3, o (preferiblemente) los 4 genes presentes en el meningococo son
asi regulados de manera descendente. Dicha regulacion descendente

puede ser llevada a cabo genéticamente como se describe en WO
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01/09350 o buscando cepas meningocécicas estables, naturales, que
se encuentran facilmente, que no tienen o tienen una baja expresion
a partir del sitio Opa. Dichas cepas pueden encontrarse utilizando la
técnica descrita en Poolman y otros (1985 J. Med. Micro. 19: 203-
209) en donde las células que son Opa” tienen un fenotipo diferente
a Opa que expresa las células lo cual se puede ver buscando la
aparicion de las céluias en las placas o bajo el microscopio. Una vez
encontrada, la cepa pueden ser mostrada como siendo establemente
Opa llevando a cabo una tincion Western sobre el contenido de la
célula después de una corrida de fermentacién para establecer la
carencia de Opa.

Cuando !a regulacién ascendente de algunos antigenos en la
vesicula de membrana exterior se logra a través del crecimiento bajo
condiciones de limitacién de hierro, la proteina variable FrpB
(Microbiology 142; 3269-3274, (1996); J. Bacteriol. 181; 2895-2901
(1999)) también sera regulada de manera ascendente. Los inventores
han encontrado que es ventajoso regular de manera descendente |a
expresién de FrpB bajo estas circunstancias regulando de manera
descendente la expresion de la proteina completa como sée describe
en WO 01/09350 o eliminando la regién(es) variable de FrpB. Esto
asegurara que la respuesta inmune provocada por la composicién
inmunogénica se dirige hacia los antigenosr que estan presentes en
un amplio rango de cepas. La regulacién descendente de FrpB esta
preferiblemente combinada con la regulacién descendente de PorA vy

OpA; PorA y OpC; OpA y OpC;, PorA y OpA y Opc en las
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composiciones inmunogénicas de ampolla de la invencion. En una
modalidad alternativa de la invencidén, FrpB se regula de manera
descendente en las vesiculas de membrana exterior que han sido
preparadas a partir de cepas de Neisseria no creciendo bajo

condiciones de limitacién de hierro.

Desintoxicacién de LPS

Las ampollas de las composiciones inmunogénicas de la
invencién pueden ser desintoxicadas a través de métodos para la
desintoxicacion de LPS los cuales se describen en WO 01/09350. En
particular los métodos para la desintoxicacion de LPS de la invencién
involucran la regulacion descendente/eliminacién de las enzimas hrtB
y/o msbB que se describen en WO 01/09350. Los genes msbB y hrtB
de Neisseria también son llamados IpxL1 y IpxL2, respectivamente
(WO 01/09350) y las mutaciones de eliminacién de estos genes se
caracterizaron fenotipicamente a través de LOS del mutante msbB
que pierde una cadena de acilo secundaria}, y de LOS del mutante
hrtB que pierde ambas cadenas de acilo secundarias. WO 983/03327
describe equivalentes funcionales del péptido no téxico de polimicina
B que pueden ser utilizados en las composiciones de la invencién.

Dichos métodos preferiblemente se combinan con métodos de
extraccién de ampollas que involucran bajos niveles de DOC,
preferiblemente de 0-0.3% DOC, mas preferiblemente 0.05%-0.5%
DOC, mas preferiblemente alrededor de o exactamente 0.1% DCC.

Los métodos adicionales para la desintoxicacion de LPS
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incluyen agregar a las preparaciones de ampolla un equivalente
funcional de péptido no téxico de polimixina B (preferiblemente SEAP

2) como se describe anteriormente.

Polisacaridos de reaccién cruzada

El aislamiento de ampollas de membrana exterior de bacteria
Gram-negativa encapsulada por'lo general da como resultado la co-
purificacion del polisacarido capsular. En algunos casos, este
material “contaminante” puede probar ser Gtil ya que el polisacarido
puede mejorar la respuesta inmune conferida a través de otros
componentes de ampolla. En otros casos sin embargo, la presencia
del material de polisacarido contaminante en preparaciones de
ampolla bacterianas puede probar un deterioro en el uso de ampollas
en una vacuna. Por ejemplo, se ha mostrado que por lo menos en el
caso de N. meningitidis que el polisacarido capsular del serogrupo B
no confiere inmunidad protectora y es susceptibie de inducir una
respuesta autoinmune adversa en seres humanos.
Consecuentemente. las vesiculas de membrana exterior de la
invencién pueden ser aisladas de una cepa bacteriana para
produccién de ampolias, la cual ha sido disefiada de tal forma que
esta libre de polisacarido capsular. Las ampollas entonces seréan
adecuadas para uso en seres humanos. Un ejemplo particularmente
preferido de dicha preparacion de ampoila es uno del serogrupo B de
N. meningitidis de polisacarido capsular.

Esto se puede lograr utilizando cepas de produccién de
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ampollas modificadas en las cuales los genes necesarios para la
biosintesis capsular y/o exportacién han sido dafadas. La
inactivacién del gen que codifica la biosintesis del poiisacarido
capsular o exportacién puede lograrse a traves de fla mutacion
(mutacién de punto, eliminacién o insercién) ya sea de fa region de
control, la regién de codificacion, o ambas (preferiblemente
utilizando técnicas de recombinacidon homéfogas descritas
anteriormente), o a través de cualquier otra forma para disminuir la
funcidén enzimatica de dichos genes. Ademas, la inactivacion de los
genes de biosintesis capsular también se puede lograr a través de la
sobre expresion antisentido o mutagénesis de transposé6n. Un método
preferido es la eliminacion de algunos o todos los genes cps de
Neisseria meinigitidis requeridos para la biosintesis y exportaciéon
del polisacarido. Para este propésito, el plasmido de reemplazo
pMF121 (descrito en Frosh y otros 1990, Mol. Microbiol. 4:1215-
1218) puede ser utilizado para entregar una eliminacion de la
butacon del grupo de genes cpsCAD(+galE).

La seguridad de los anticuerpos originados para LPS L2 y L3
ha sido cuestionados, debido a que la presencia de una estructura
similar al grupo de oligosacarido de N-neotetraosa (Gap1-
4GIcNAcB1-3Galp1-4Glcp1-) presente en glicofigolipidos humanos.
Aun si un gran nGmero de personas ha sido vacunado sin peligro con
vacunas de vesicula extraidas de desoxicolato conteniendo una
cantidad residual de LPS L3 (G. Bjune y otros, Lancet (1991),

338,1093-1096; GVG. Sierra y otros, NIPH ann (1991), 14,195-210),
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la eliminacién de la parte terminal de el LOS sacaridico es ventajosa
en la prevencién de cualquier reaccion cruzada con estructuras
presente en la superficie de los tejidos humanos. En una modalidad
preferida, la inactivacion del gen /gtB en una estructura LPS
intermedia en la cual el residuc de galactosa terminal y el acido
sialico estan ausentes (la mutacién deja una estructura 4GIcNAcB1-
3Galp1-4GicB1- en LOS L2 y L3). Dichos intermediarios podran ser
obtenidos en una cepa LPS L3 y L2. Una versién alternativa y menos
preferida (corta) de LPS puede ser obtenida a traves de la
desactivacion del gen irte. Una version alternativa adicional y menos
preferida de LPS puede ser obtenida desactivando el gen lata. Si se
selecciona dicha mutaciéon IgtA” se prefiere también desactivar la
expresion de AGTC para prevenir que sea formado el inmunotipo L1
no inmunogénico.

Los mutantes LgtB" son mas preferidos segun los inventores
que estd es la truncacién Optima para resolver el aspecto de
seguridad mientras aun conserva un epitopo de oligosacarido
protector LPS que aun puede inducir una respuesta de anticuerpo
bactericida.

Por consiguiente, las composiciones inmunogénicas de la
invencién ademas comprenden preparaciones L2 y L3 (ya sea
purificadas o en una ampolla aislada) o preparaciones de ampolia
meningocécicas en general son ventajosamente derivadas de una
cepa Neisserial (preferiblemente meningococica) que ha sido

disefada genéticamente para permanentemente regular de forma



10

15

20

25

66

descendente la expresion del producto de gen funcional del gen IgtB,
IgtA o Irte, preferiblemente desactivando el gen, mas preferiblemente
eliminando todo o parte del promotor y/o el marco de lectura abierta
del gen.

Cuando las composiciones inmunogénicas anteriores de la
invencién se derivan de una cepa B de meninogococo, ademas se
prefiere que el polisacarido capsular (el cual también contiene

estructuras de sacarido de tipo humano) también sea removido.

Aungue muchos genes podrian ser desactivados para lograr esto, los

inventores han mostrado ventajosamente que se prefiere que la cepa
de produccién de ampollas haya sido genéticamente disefadas para
permanentemente regular de manera descendente la expresion del
producto de gen funcional del gen siaD (es decir, regulando de forma
descendente la actividad de polisialitransferasa o-2-8),
preferiblemente desactivando el gen, mas preferiblemente eliminando
todo o parte del promotor y/o marco de lectura abierto del gen. Dicha
inactivacién se describe en WO 01/09350. La mutacion siaD (tambien
conocida como synD) es la mas ventajosa de muchas mutaciones que
pueden dar como resultado la remocion del epitopo de tipo humano
del polisacarido capsular, debido a que es una de las unicas
mutaciones que no tienen efecto en la biosintesis de los epitopos
protectores de LOS, de esta forma siendo ventajoso en un proceso
que ayuda a finalmente al uso de LOS como un antigeno protector, y
tiene un efecto minimo en el crecimiento de la bacteria. Un aspecto

preferido de la invencién es por consiguiente una preparacion

&
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inmunogénica de ampolla como se describié anteriormente la cual se
deriva de una cepa mutante de meningococo B IgtE™ siaD’, una IgtA”
siaD™ o, preferiblemente, una IgtB" siaD". La cepa por si sola es un
aspecto adicional de la invencidn.

Aunque la mutacién siaD" es preferible por las razones
anteriores, otras mutaciones que desactivan la sintesis de
polisacarido capsular de meningococo B pueden ser utilizadas. De
esta forma la cepa de produccion de ampollas puede ser
genéticam'ente disefiada para permanentemente regular de manera
descendente la expresién del producto de gen funcional de uno o
mas de los siguientes genes: genes ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, synA
(equivalente a synX y siaA), synB (equivalente a siaB) o synC
(equivalente a siaC), preferiblemente desactivando el gen, mas
preferiblemente eliminando todo o parte del promotor y/o marco de
lectura abierto del gen. La mutacién IgtE" puede ser combinada con
una o mas de estas mutaciones. Preferiblemente la mutacion IgtB" se
combina con una o mas de estas mutaciones. Un aspecto adicional
de la invencién es por consiguiente una preparacion inmunogénica de
ampolia como se describié anteriormente la cual se deriva de dicha
cepa mutante combinada de meningococo B. La cepa por si misma es
un aspecto adicional de la invencidn.

Un centro Neisserial que contiene varios genes /gf, incluyendo
IgtB e Irte, y su secuencia es conocido en la técnica (M. P. Jennings
y otros, Microbiology 1999,145, 3013-3021 y referencias citadas ahi,

y J. Exp. Med. 180: 2181-2190 [1994]).
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Cuando se va a utilizar LOS de longitud completa (no truncado)
en el producto final, es deseable para LOS que no estén sialilados
(es decir LOS genera una respuesta inmune contra las cepas
meningocoécicas invasoras, mas peligrosas las cuales también estan
desialiladas. En dicho caso al utilizar una cepa negativa de capsula
que tiene un gen synA elmininado (equivalente a synXy siaA), synB
(equivalente a siaB) o synC (equivalente a siaC) es ventajoso, como
tal una mutaciéon también convierte menB LOS en incapaz de ser
sialilado. |

En las preparaciones de ampolla, particularmente en
preparaciones extraidas con concentraciones de DOC bajas, LPS
puede ser utilizado como un antigeno en la composicion
inmunogénica de la invencion. Es sin embargo ventajoso regular de
manera descendente/eliminar/desactivar la funcion enzimatica de
cualquiera de irte, 1gtA (principalmente en combinacién con 1gtC), o,
preferiblemente, productos de gen/genes IgtB con el fin de remover
estructuras lacto-N-neotetraosa de tipo humano. El centro Neisserial
(y secuencias del mismo) comprendiendo los genes lgt para la
biosintesis de la estructura del oligosacarido LPS es conocido en la
técnica (Jennings y otros Microbiology 1999, 145; 3013-3021 y
referencias citadas ahi, y J. Exp. Med. 180: 2181-2190 [1994]). La
regulacién de forma descendente/eliminacion de IgtB (o el producto
de gen funcional) se prefiere ya que deja el epitopo protector de LPS
intacto.

En las preparaciones de ampollo del serogrupo B de N.
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meningitidis de la invencién, la regulacién descendente/eliminacion
de ambos, siaD y IgtB es son preferidas, {(aunque una combinacién
de IgtB" con cualquiera de ctrA’, ctrB-, ctrC-, ctrD', synA-
(equivalente a synX- y siaA-), synB- (equivalente a siaB-) o synC-
(equivalente a siaC-) en una cepa de produccién de ampolla de
meningococo B también se pueden utilizar) conduciendo a una
preparacién de ampolla con una seguridad 6ptima y retenciéon del
epitopo protector de LPS.

Un aspecto adicional de la invencién es por consiguiente una
preparacion inmunogénica de ampolla como se describié
anteriormente la cual se deriva de dicha cepa mutante combinada de
meningococo B. La cepa por si sola es un aspecto adicional de la
invencian.

La composicién inmunogénica de la invencién puede
comprender por lo menos uno, dos, tres, cuatro, o cinco diferentes
preparaciones de vesicula de membrana exterior. Cuando dos o mas
preparaciones OMV estadn incluidas, por lo menos un antigeno de la
invencién es regulado de manera ascendente en cada OMV. Dichas
preparaciones OMV pueden derivarse de cepas Neisserial de las
mismas especies y serogrupo o preferiblemente de cepas Neisserial
de diferentes clases, serogrupo, serotipo, subserotipo o inmunotipo.
Por ejemplo, una composicién inmuncgénica puede comprender una o
mas preparaciones de vesicula de membrana exterior que contienen
LPS del inmunotipo L2 y una o mas preparaciones de vesicula de

membrana exterior que contienen LPS del inmunotipo L3, L2 o

&,
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preparaciones OMV L3 son preferiblemente derivadas de una cepa
estable que tiene una variabilidad de fase minima en el centro del

gen de sintesis del oligosacarido de LPS.

Vesiculas de membrana exterior combinadas con composiciones de

subunidad

Las composiciones inmunogénicas de la invencién tambieén
pueden comprender ambas, una composicién de subunidad y una
vesicula de membrana exterior. Existen varios antigenos que son
particularmente adecuados para la inclusiéon en una composicion de
subunidad debido a su solubilidad. Ejemplos de dichas proteinas
son: FhaB, NspA, dominio pasajero de Hsf, dominio pasajero de Hap,
dominio basajero de AspA, AspA, OMP85, FrpA, FrpC, TbpB, LbpB,
PilQ. La preparacién de vesicula de membrana exterior podria teher
por lo menos un antigeno diferente seleccionado de la lista siguiente
que ha sido recombinantemente regulado de forma ascendente en la
vesicula de membrana exterior: NspA, Hsf, Hap, OMP85, ThpA (alto),
TbpA (bajo), LbpA, TbpB, LbpB, NadA, TspA, TspB, PilC, PilQ, TdfH,
PorB, HpuB, P2086, NM-ADPRT, MafA, MafB y PIdA; y opcionalmente
comprende cualquiera o ambos de los inmunotipo L2 de LPS o

inmunotipo L3 de LPS.

Composiciones inmunogénicas especificas de la invencion

En las combinaciones especificas listadas a continuacién, en

donde las combinaciones de antigenos estan presentes en una
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ampolla, dichas combinaciones de antigenos deberan ser reguladas
en forma ascendente como se describio anteriormente.

Una modalidad particularmente preferida de la invencion
comprende una proteina autotransportadora, mas preferiblemente Hsf
y TbpA (aita) y/o TbpA (baja). Dichas composiciones inmunogénicas
pueden mas preferiblemente ademas comprender por [0 menos uno
de OMP 85, FrpA, FrpC, LbpA, LbpB, Lipo28, Sibp, NMBO0964,
NMB0293, TspA, NadA, TspB, PilQ, FhaC, NspA, PIdA, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, FhaB, PilC, Omp26, NMBO0315 NMB09985,
NMB1119, TdfH, PorB, HpuB, P2086, NM-ADPRT, VapD y Hap. Todas
las composiciones inmunogénicas anteriores ademas pueden
comprender cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el
inmunotipo L3 de LPS.

Una modalidad adicional preferida de la invencién comprende
Hsf y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, TbpB, ThpA,
P2086, HpuA, HpuB, Lipo28, Sibp, Hap, AspA, proteasa IgA, OMP85,
NspA, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, FhaC, NadA, PIdA,
TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB. Todas las composiciones
inmunogénicas anteriores ademas pueden comprender cualquiera ©
ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS. Las
combinaciones preferidas comprenden Hsf y OMP85 (opcionalmente
con uno o mas de Hap, FrpA y LbpB); Hsf y Hap (opcionalmente con
uno o mas de FrpA, LbpB u OMIPB5); Hsf y FrpA (opcionalmente con

uno o mas de Hap, LbpB u OMP85); Hsf y LbpB (opcionalmente co

&3
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uno o mas de Hap, OMP85 o FrpA). Mientras Hsf es una adhesina y
una proteina autotransportadora, una combinacién particularmente
preferida comprende Hsf, OMP85, TbpA, el inmunotipo L2 de LPS y/o
el inmunotipo L2, preferiblemente en una preparacion de ampolla
multivalente, que tiene miembros de los cinco grupos de antigenos
representados. Preferiblemente ambos, TbpA(bajo) y TbpA (alto)
estan presentes.

Una composicién inmunogénica adicional de la invencion
comprende FhaB y por lo menos un antigeno adicional seleccionado
del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB,
LbpA, TbpB, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964,NMB0293,
TdfH, PorB., PIdA, Hap, proteasa IgA, AspA, PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, OMP85, NspA, PilC, Omp26, NMBO0315,
NMB0995, NMB 1119, NadA, PIdA, TbpA, Hsf, TspA y TspB, vy
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS. Las combinaciones preferidas comprenden FhaB y Hsf
(opcionalmente con uno o mas de OMP85, LbpB, Hap o FrpA), FhaB
y OMP85 (opcionalmente con uno o mas de LbpB, Hap o FrpA): FhaB
and LbpB (opcionalmente con unc © mas de Hap o FrpA)}, FhaB y Hap
(opcionalmente con FrpA).Una combinacion preferida comprende
FhaB, LbpB, Hsf (como un OMP) y FrpA la cual tiene miembros de los
cinco grupos de antigenos presentados.

Una composicién inmunogénica adicional de Ia invencién
comprende NspA y por lo menos un antigeno adicional seleccionado

de! grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB,
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LbpA, TbpB, TbpA, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0S64,
NMB0293, Hap, OMP85, PilQ, AspA, proteasa IgA, NadA, PIdA, Hsf,
Hap, TspA, TspB, TdfH, PorB, y cualquiera o ambos del inmunotipo
L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.. Las combinaciones preferidas
comprenden NspA y Hsf (opcionalmente con uno o mas de OMP8S5,
Hap, LbpA o TbhpA), NspA y OMP85 (opcionalmente con uno o mas de
Hap, LbpA o TbpA), NspA y Hap (opcionalmente con uno ¢ mas de
LbpA o TbpA); NspA y LbpA (opcionalmente con ThpA). Una
combinacién particularmente preferida comprende NspA, Hsf, TbpA,
inmunotipo L2 y/o L3 de LPS, preferiblemente en una preparacion de
ampolla multivalente, la cual tiene miembros de los cinco grupos de
antigeno representados. Preferiblemente tanto TbhpA (bajo) como
TbpA (alto) estan presentes.

Las composiciones inmunogénicas con combinaciones
individualizadas de antigenos descritos en WQ 00/25811 no se
reclaman en esta invencién. Preferiblemente, las composiciones
inmunogénicas o vacunas no estan cubiertas a través de la presente
invencién si tienen un contenido de antigeno que consiste solamente
de proteina de unidén a transferina y NspA (o en el caso de una
vacuna de ampolla, tiene un contenido de antigeno regulado en
forma ascendente o enriquecido que consiste solamente de proteina
que se une a transferina y NspA), sin embargo las combinaciones
especificas de antigenos (o antigenos regulados en forma
ascendente) que consisten de o incluyen NspA asi como ambos TbhpA

(alto) y TbpA (bajo) pueden ser incluidos. Opcionalmente, las
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composiciones o vacunas comprenden una combinacién (subunidad)
o regulacidon en forma ascendente (ampolla) de proteina que se une a
transferina y NspA no se reclama.

Una composicion inmunogénica adicional de la invencidn
comprende NadA y por lo menos un antigeno seleccionado del grupo
que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, TbpB,
TbpA, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0293, Hap, OMP85, NspA,
PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, HpuA, HpuB, ASpPA,
proteasa IgA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB, vy cualquiera o
ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

Una composicién inmunogénica de la invencién comprende
TbpA(bajo) y por lo menos un antigeno seleccionado del grupo que
consiste de FrpA, FrpC, NM- ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, ThpB,
proteasa IgA, NspA, HpuA, HpuB, Hap, OMPSS5, NspA (cuando
ademas estda combinado con TbpA (alto)), PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HlpA, PilC, Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB1119,
MafA, MafB, AspA, NadA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB,
y cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS. Las combinaciones preferidas comprenden ThpA (bajo} y Hsf y
LbpA: TbpA (bajo) y OMP85 (opcionalmente con ambos o cualquiera
de LbpA y Hap); TbpA (bajo) y LbpA y Hap.

Una composicion inmunogénica adicional de la invencién
comprende TbpA (alto) y por lo menos un antigeno seleccionado del
grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM- ADPRT, VapD, LbpB, LbpA,

TbpB, Hap, OMP85, NspA (cuando ademas se combina con TbpA
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(bajo)), PilC, Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB1119, PilQ, HimD,
HisD, GNA1870, OspA, HIpA, MafA, MafB, AspA, proteasa IgA, PIdA,
FhaB, NadA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB and FhaB, vy
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS. Las combinaciones preferidas comprenden TbhpA (alto) y Hsf y
LbpA: TbpA (alto) y OMP85 (opcionalmente con cualquiera o ambos
de LbpA y Hap); TbpA(aito) y LbpA y Hap.

Una composicién inmunogénica adicional de la invencién
comprende LpbA y por io menos un antigeno adicional seleccionado
del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB,
TbpB, Hap, OMP85, NspA, PilC, Omp26, NMB0315, NMB0995 NMB
1119, NadA, PIdA, TbpA, Hsf, TspA, TspB, MafA, MafB, proteasa IgA,
AspA, FhaB, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HipA, TdfH, PorB vy
FhaB y cualquiera o ambos de! inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo
L3 de LPS. Las combinaciones preferidas comprenden LbpA y Hsf
(opcionalmente con Hap).

Una composicién inmunogénica adiciona!l de |la invencién
comprende LpbB y por lo menos un antigeno adicional seleccionado
del grupe que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpA,
TbpB, Hap, OMP85, NspA, PilC,, Omp26, NMB0315, NMB0O995 NMB
1118, NadA, PIdA, TbpA, Hsf, TspA, TspB, MafA, MafB, proteasa IgA,
AspA, FhaB, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, TdfH, PorB y
FhaB, y FhaB y cualquiera o ambos del inmunotipc L2 de LPS y el
inmunotipo L3 de LPS. Las combinaciones preferidas comprenden

LbpB y Hsf (opcionaimente con uno o mas de OMP8S5, Hap o FrpA),
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LbpB y OMPB85 (opcionalmente con uno o mas de Hap o FrpA); LbpB
y Hap (opcionalmente con FrpA).

Una composicién inmunogénica adicional de la invencion
comprende OMP85 y por lo menos un éntigeno adicional
seleccionado del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT,
VapD, LbpB, LbpA, TbpB, TbpA, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp,
NMB0964 NMB0293, Hap, proteasa IgA, AspA, Hsf, NspA, PilC,
Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB1119, MafA, MafB, NadA, PIdA,
Hsf, TspA, TspB, PilQ, TdfH, PorB y FhaB, vy FhaB, y FhaB vy
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS. Las combinaciones preferidas comprenden OMP85 vy Hsf
(opcionalmente con uno o mas de LbpA o NspA); OMP85 y LbpA
(opcionalmente con uno o mas de Hap Yy NspA), OMP85 y Hap
(opcionalmente con NspA).

Una composicion inmunogénica adicional de la invencion
comprende Hap y por lo menos un antigeno adicional seleccionado
del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB,
LbpA, TbpB, TbpA, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMBQ964,
NMBO0293, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, NspA, proteasa
IgA, AspA, OMP85, NspA, PilC, Omp26, NMBO0315, NMB0995,
NMB1119, MafA, MafB, NadA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, Poro y
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS.

Una composicion inmunogénica adicional de la invencién

comprende FrpA y por lo menos un antigeno adicional seleccionado
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del grupo que consiste de LbpB, LbpA, TbpA, TbhpB, HpuA, HpuB,
P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMBO0293, PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, TspA, TspB, Hap, proteasa IgA, AspA, NadA,
FhaB, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, OMP85, NspA, PilC,
Omp26, NMB0315, NMB0995, NMBI 119, MafA, MafB, PIdA, Hsf,
TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB, y cualquiera o ambos del inmunotipo
L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

Una composicién inmunogénica adicional de la invencion
comprende FrpC y por !o menos un antigeno adicional seleccionado
del grupo que consiste de LbpB, LbpA, TbpA, TbpB, HpuA, HpuB,
P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMBO0293, PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, TspA, TspB, Hap, proteasa IgA, AspA, NadA,
FhaB, OMP85, NspA, PilC, Omp26, NMBO0315, NMB0995, NMB 1119,
MafA, MafB, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorBy FhaB, y cualquiera
o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

Una composicién inmunogénica adicional de la invencion
comprende cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el
inmunotipo L3 de LPS y por lo menos un antigeno adicional
seleccionado del grupo que consiste de LbpB, LbpA, TbpA, ThpB,
HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0293, PilQ, HimD,
HisD, GNA1870, OspA, HIpA, TspA, TspB, Hap, proteasa IgA, AspA,
NadA, FhaB, OMP85, NspA, PilC, Omp26, NMB0315, NMBO993,
NMB1119, MafA, MafB, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB.

Las combinaciones preferidas de antigenos en una composicion

inmunogénica de la invencién incluyen combinaciones que
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comprenden una proteina de adquisicién de hierro, una proteina
autotransportadora y FhaB; una proteina de adquisicién de hierro,
una proteina autotransportadora y PilC; y wuna proteina de
adquisicién de hierro, una proteina autotransportadora y FrpA; una
proteina de adquisiciéon de hierro, una proteina autotransportadora y
Pilg: una proteina de adquisicion de hierro, una proteina
autotransportadora y TspA; una proteina de adquisicion de hierro,
una proteina autotransportadora y TspB; una proteina de adquisicion
de hierro, una proteina autotransportadora y NspA; una proteina de
adquisicion de hierro, una proteina autotransportadora y FrpC; mas
preferiblemente comprende una proteina de adquisicion de hierro,
una proteina autotransportadora y Hap; una proteina de adquisicién
de hierro, una proteina autotransportadora y FrpA/C; una proteina de
adquisicion de hierro, una proteina autotransportadora y LbpB,; una
proteina de adquisicién de hierro, una proteina autotransportadora y
OMP85 (D15). Mas preferiblemente, OMP85(D15) podria ser
incorporada como parte de una preparacion de vesicula de membrana
exterior.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion que
contienen LPS preferiblemente tendran el LPS conjugado con una
fuente de epitopos ayudantes T, preferiblemente proteinas, y en el
caso de LPS en OMVs, preferiblemente proteinas de membrana
exterior. Una modalidad particularmente preferida contiene LPS que
ha sido (preferiblemente intra-ampolla) conjugada con OMP in situ en

la preparacién de la vesicula de membrana exterior (por ejemplo

Yo
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como se describid anteriormente).

Las composiciones inmunogénicas de la invencién pueden
comprender antigenos (proteinas, LPS y polisacaridos) derivados de
los serogrupos A, B, C, Y, W-135 de Neisseria meningitidis ©
Neisseria gonorrhoeae.

Preferiblemente !as composiciones inmunogénicas © vacunas
de la invencién no consistes de y/o comprenden las combinaciones
particulares de SEC IDs listadas en el Cuadro que abarca de la
pagina 3, linea 18 a la péagina 52, linea 2 de WQ 00/71725 ylo
cualquier combinacién individual descrita en los ejemplos 1-11 de
WO 00/71725.

Preferiblemente, cualesquiera combinaciones individualizadas

descrita en WO 01/52885 no se reclaman en esta invencion.

Combinaciones adicionales

La composicién inmunogénica de la invencion ademas puede
comprender polisacaridos u oligosacaridos capsulares bacterianos.
Los polisacaridos u oligosacaridos capsulares pueden ser derivados
de uno o mas de los serogrupos A, B, C, Y, W-135 de Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae b, Streptococcus pneumoniae,
Streptococci Grupo A, Streptococci Grupo B, Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis.

Un aspecto adicional de |la invencién son l|as combinaciones de
vacunas que comprenden la composicién antigénica de la invencion

con otros antigenos que son ventajosamente utilizados contra ciertos
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estados de las enfermedades incluyendo aquellos asociados con
bacteria viral o Gram-positiva.

En una combinacién preferida, las composiciones antigénicas
de la invencién se formulan con 1, 2, 3, o preferiblemente los cuatro
polisacaridos u cligosacaridos capsulares meningocoécicos
siguientes, los cuales pueden ser puros o conjugados a un portador
de proteina; A, C, Y o W-135. Preferiblemente las composiciones
inmunogénicas de la invencion se formulan con Ay C, o0 C; 0 Cy Y.
Dicha vacuna contiene proteinas de N. meningitidis, preferibilemente
del serogrupo B puede se ventajosamente utilizada como una vacuna
meningococica global.

En una modalidad adicional, las composiciones antigénicas de
la invencion, preferiblemente formuladas con 1, 2, 3, o los cuatro
polisacaridos u oligosacaridos capsufares meningococicos puros o
conjugados A, C, y o W-135 (como se describié anteriormente) se
formulan con un polisacarido u oligosacérido capsular de H.
influenza b, y/o uno o mas polisacaridos u oligosacaridos capsulares
neumocdcicos puros o conjugados. Opcionalmente, la vacuna
también puede comprender uno o mas antigenos de proteina que
pueden proteger un huésped contra infeccién por Streptococcus
pneumonie. Dicha vacuna puede ser ventajosamente utilizada como
una vacuna de meningitis global.

En aln otra modalidad preferida, la composicién inmunogeénica
de la invencién se formula con polisacaridos u oligosacaridos

capsulares derivados de una o mas de Neisseria meningitidis,
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Haemophilus influenzae b, Streptococcus pneumoniae, Streptococci
Grupo A, Streptococeci Grupo B, Staphylococcus aureus o
Staphylococcus epidermidis. Los antigenos de polisacarido
capsulares neumocbcicos preferiblemente se seleccionan de los
serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F (mas preferiblemente de los
serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F). Una modalidad
adicional preferida podria contener los polisacaridos capsulares PRP
de Haemophilus influenzae. Una modalidad preferida adicional podria
contener el Tipo 5, Tipo 8 o 336 de polisacaridos capsulares de
Streptococcus aureus. Una modalidad preferida adicional podria
contener el Tipo I, Tipo Il o Tipo 1l de polisacaridos capsulares de
Streptococcus epidermis. Una modalidad preferida adicional podria
contener el Tipo la, Tipo lc, Tipo Il o Tipo lIl de polisacaridos
capsulares de streptococcus del Grupo B. Una modalidad preferida
adicional podria contener los polisacaridos capsulares del
streptococcus del Grupo A, preferiblemente ademas comprendiendo
por lo menos una proteina M y mas preferiblemente multiples tipos
de proteina M.

Dichos polisacaridos capsulares de la invencién pueden estar
no conjugados o conjugados con una proteina portadora tal como la
anatoxina del tétanos, el fragmento de la anatoxina del tétanos C, la
anatoxina de difteria, CRM197, pneumolisina, Proteina D
(US6342224). El polisacarido conjugado puede ser preparado a

través de cualquier técnica de acoplamiento conocida. Por ejemplo el
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polisacarido puede ser acoplado a través de un linaje de tioéter. El
meétodo de conjugacion se basa en la activacién del polisacarido con
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino piridinic (CDAP) para

formar un éster de cianato. E! polisacarido activado de esta forma

puede ser acoplado directamente a través de un grupo espaciador a.

un grupo amino en la proteina portadora. Preferiblemente, el éster de
cianato esta acoplado con hexano de diamina y el polisacarido
derivatizado de amino se conjuga a la proteina portadora utilizando
quimica de heteroligacién involucrando la formacién del linaje de
tioéter. Dichos conjugados se describen en la aplicacion PCT
publicada WO 93/15760 de la Universidad de Servicios Uniformados.

Los conjugados también pueden ser preparados a través de
métodos de animacidon reductiva directa como se describe en US
4365170 (Jennings) y US 4673574 (Anderson). Otros métodos se
describen en EP-0-161-188, EP-208375 Y EP-0-477508. Un meétodo
adicional involucra el acoplamiento de un polisacarido activado de
bromuro de ciandgeno derivatizado con hidracida de acido atipico
(ADH) a 1la proteina portadora a traves de condensacion de
carbodiimida (Chu C. y otros Infect. Immunity, 1983 245 256).
Cuando los oligosacaridos estan incluidos, se prefiere que estén
conjugados.

Los antigenos de proteinas pneumocécicas preferidos son
aquelias proteinas pneumocdcicas gque estan expuestas en la
superficie exterior de los pneumococos (capaces de ser reconocidas

a través de un sistema inmune del huésped durante por |lo menos
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parte del ciclo de vida del pneumococo), o son proteinas que se
secretan o liberan a través del pneumococo. Mas preferiblemente, la
proteina es una toxina, adhesina, transductor de sefial de 2
componentes, o lipoproteina de Streptococcus pneumoniae, O
fragmentos de!l mismo. Las proteinas particularmente preferidas
incluyen, pero no se limitan a: pneumolisina (preferiblemente
desintoxicada a través del tratamiento quimico o mutacion) [Mitchell
y otros Nucleic Acids Res. 1990 Jul 11; 18 (13): 4010 "Comparison of
pneumolysin genes and proteins from Streptococcus pneumoniae
types 1 and 2, "Mitchell y otros Biochem Biophys Acta 1989 Enero
23; 1007(1): 67-72 "Expression of the pneumolysin gene in
Escherichia coli; rapid purification and biological properties.”, WO
96/05859 (A. Cyanamid), WO 90/06951 (Paton y otros), WO 99/03884
(NAVA)]; PspA y variantes de eliminaciéon del mismo (US 5804193-
Briles y otros) ; PspC y variantes de eliminacién del mismo (WO
97/09994-Briles y otros); PsaA y variantes de eliminacién del mismo
(Berry & Paton, Infect immun 1986 Dic; 64 (12): 5255-62 "Sequence
heterogeneity of PsaA, a 37-kilodalton putative adhesin essential for
virulence of Streptococcuspraeumoniae”); proteinas de union a colina
pneumococcica y variantes de eliminacion del mismo; ChbpA ¥y
variantes de eliminacion del mismo (WO 97/41151;, WO 99/51266);
Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (Infect. Immun. 1996 64:
3544); HSP70 (WO 96/40928); PcpA (Sanchez-Beato y otros, FEMS
Microbiol Lett 1998, 164: 207-14); proteina de tipo M, (EP 0837130)

y adhesina 18627, (EP 0834568). Los antigenos de proteina



10

15

20

25

84

pneumocécicos preferidos adicionales son aquellos descritos en WO
98/18931, particularmenfe aquellos seleccionados en W098/18830 y
PCT/US99/30390.

La cdmposiciénlvacuna inmunogénica de la invencién también
puede opcionalmente comprender preparaciones de vesicula de
membrana exterior hechas de otras bacterias Gram negativas, por

ejemplo, Moraxella catarrhalis o Haemophilus influenzae.

Preparaciones de ampolias Moraxella catarrhalis

Las composiciones de la invencién ademdas pueden comprender
preparaciones OMV derivadas de Moraxella catarrhalis. Las
preparaciones OMV disefladas pueden derivarse de Moraxella
catarrhalis como se describe en WO 01/09350. Uno o mas de los
siguientes genes (codificando los antigenos protectores) son
preferidos para la regulaciéon ascendente: OMP106 (WO 97/41731 &
WO 96/34960), HasR (PCT/EP99/03824), PilQ (PCT/EP99/03823),
OMP85(PCT/EP00/01468), lipo06 (GB 9917977.2), lipo10 (GB
9918208.1), lipo11 (GB 9918302.2), lipo18 (GB 9918038.2), P&
(PCT/EP99/03038), ompCD, CopB (Helminen ME, y otros (1993)
Infect. Immun. 61: 2003-2010), D15 (PCT/EP99/03822), Omp1Af1
(PCT/EP99/06781), HIy3 (PCT/EP99/03257), LbpA y LbpB (WO
98/55606), TbpA y TbpB (WO 97/13785 & WO 87/32980), OmpE,
UspA1 y UspA2 (WO 93/03761), y Omp21. También son preferidos
como genes que pueden ser heterolégicamente introducidos dentro

otras bacterias Gram-negativas.
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Uno o méas de los siguientes genes son preferidos para la
regulacién descendente: CopB, OMP106, OmpB1, TbpA, TbpB, LbpA,
y LbpB.

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
regulacion descendente: htrB, msbB y 1pxK.

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la

regulacién ascendente: pmrA, pmrB, pmrE y pmrF.

Preparaciones de ampollas Haemophifus influenzae

Las composiciones inmunogénicas de la invencién ademas
comprenden preparaciones OMV derivadas de Haemophilus
influenzae. Las preparaciones OMV disefiadas pueden derivarse de
Haemophilus influenzae como se describe en WO 01/09350. Uno o
mas de los siguientes genes (codificando los antigenos protectores)
son preferidos para la regulacién ascendente: D15 (WO 94/12641),
P6 (EP 281673), TbpA (W096/40929; W095/13370), TbpB
(W096/40929; W095/13370), P2, P5 (WO 94/26304), OMP26 (WO
97/01638), HMW1, HMW2, HMW3, HMW4, Hia, Hsf, Hap, Hin47, y Hif
(todos los genes en este gen operador deberdn ser regulados de
manera ascendente con el fin de regular de manera ascendente
pilin). También son preferidos como genes que pueden ser
heterolégicamente introducidos en otras bacterias Gram-negativas.

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
regulacién descendente: P2, P5, Hif, proteasa IgAl-, HgpA, HgpB,

HMW1, HMW2, Hxu, htrB, msbB e IpxK.



10

15

20

25

86

Uno ¢ mas de los siguientes genes son preferidos para la
regulacién ascendente: pmrA, pmrB, pmrE, y pmrF.

Las composicion/vacuna inmunogénica de la invencién también
puede opcionalmente comprender antigenos que proveen proteccién
contra una o mas infecciones por Difteria, tétanocs y Bordefella
pertusis. El componente de tosferina puede ser la célula B. pertussis
complieta aniquilada (Pw) o tos ferina acelular (Pa) que contiene por
lo menos un antigeno (preferiblemente 2 o los 3) de PT, FHA y
peractina 69kDa. Tipicamente, ios antigenos que proveen proteccion
contra Difteria y tétanos podrian ser -anatoxinas de difteria y
anatoxinas de tétanos. Las anatoxinas pueden quimicamente
inactivar toxinas o toxinas inactivadas por la introduccion de
mutaciones de punto.

Las composicion/vacuna inmunogénica de la invencion tambien
puede opcionalmente comprender uno o mas antigenos que pueden
proteger a un huésped contra Haemophillus influenzae, RSV y/o uno
o mas antigenos que pueden proteger a un huésped contra el virus
de la influenza. Dicha vacuna puede ser ventajosamente utilizada
como una vacuna de medio de otitis global.

Los antigenos de proteina de H. influenzae no tipificables
preferidos incluyen la proteina de Fimbrina (US 5766608) y fusiones
que comprenden péptidos de las mismas (por ejemplo, Fusion LB1)
(US 5843464-Ohio State Research Foundation), OMP26, P8, proteina
D, TbpA, TbpB, Hia, Hmwl, Hmw2, Hap, y D15.

Los antigenos del virus de influenza preferidos incluyen virus
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completo, vivo o inactivado, virus de influencia dividido, crecido en
huevos o células MDCK, o células Vero o virosomas de gripe
completas (como se describe por R. Gluck, Vaccine, 1992,10, 915-
920} o proteinas purificadas o recombinantes, tales como ias
proteinas HA, NP, o M, o combinaciones de las mismas.

Los antigenos RSV preferidos (Virus Sincitial Respiratorio)
incluyen ta glicoproteina F, la glicoproteina G, la proteina NH, la
proteina M o derivados de la misma.

Las composiciones inmunogénicas de la invencién pueden
incluir proteinas de Moraxella catarrhalis que incluyen TbpA
(W097/13785; W099/52947), TbpB (W097/137853; W098/52847;
Mathers y otros FEMS Immunol Med Microbiol 1997 19; 231-236;
Myers y otros Infect Immun1998 86; 4183-4192), LbpA, LbpB (Du vy
otros Infect Immun 1998 66; 3656-3665), UspA1, UspA2 (Aebi y otros
Infect Immun. 1997 65; 4367-4377), OMP106 (US6214981), receptor
dependiente de Ton-B (WO00/78968), CopB (Sethi y otros, Infect.
Immun.1997 65; 3666-3671), y receptor de HasR (WO00/78968), las
proteinas de Haemophilus influenzae incluyen HMW (5t Geme Yy
otros, Infect Immun 1998 66:364-368), Hia (St Geme y otros J.
Bacteriol. 2000 182 6005-6013), Tbp1 (W096/40929;, W095/13370),
Tbp2 (W096/40829; W095/13370; Gray-Owen y otros Infect Immun
1995 63: 1201-1210), LbpA, LbpB (Schryvers y otros 1989,29: 121-
130), HasR, receptor dependiente de TonB (Fleishmann y otros
Science 1995 269; 496-512), proteina de unién a hemoglobina, HhuA

(Cope y otros Infect Immun 2000 68; 4092-4101), HgpA (Maciver y
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otros, Infect Immun 1996 64; 3703-3712), HgbA, HgbB y HgbC (Jin y
otros Infect Immun 1996 64; 3134-3141), HxuA (Cope y otros, Mol
Microbiol 1994 13: 863-873), HxuC (Cope y otros, Infect Immun 2001
69: 2353-2363); las proteinas de Neisseria meningitidis incluyen
Tbp1, Tbp2, FbpA, FbpB, BfrA, BfrB (Tettelin y otros, Science 2000

287; 1809-1815), LbpA, LbpB y HmbR.

Formulaciones de vacuna

Una modalidad preferida de la invencion es la formulacion de la
composicion inmunogénica de la invencion en una vacuna que
también puede comprender un excipiente 0 portador
farmacéuticamente aceptable.

La fabricacion de las preparaciones de vesicula de membrana
exterior de cualquiera de las cepas anteriormente mencionadas
puede ser lograda a través de cualquier método bien conocido para
alguien con experiencia en la técnica. Preferiblemente se utilizan los
métodos descritos en EP 301992, US 5,597,572, EP 11243 o US
4,271,147. Mas preferiblemente se utiliza el método descrito en
W001/09350.

La preparacion de vacuna generalmente se describe en EI
Disefio de Vacuna (“La subunidad y el método auxiliar" (eds. Powell
M. F. & Newman M. J.) (1995) Plenum Press New York).

Las composiciones antigénicas de |a presente invencion
pueden ser auxiliadas en la formulaciéon de la vacuna de la

invencién. Los auxiliares adecuados incluyen sal de aluminio tal
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como hidroxido de aluminio (alumbre) o fosfato de aluminio, pero
también puede ser una sal de calcio (particularmente carbonato de
calcio), hierro o zinc, o puede ser una suspension insoluble de
tirosina acilada, o azUcares acilados, polisacaridos derivatizados
cationicamente o aniénicamente, o polifosfacenos.

Los sistemas auxiliares Th1 adecuados que pueden ser
utilizados incluyen, lipido A de monofosforile, particularmente lipido
A de monofosforilo 3-de-O-acilado, y una combinacién de lipido A de
monofosforilo, lipido A de monofosforilo 3-de-O-acilado (3D- MPL)
junto con una sal de aluminio (preferiblemente fosfato de aluminio).
Un sistema mejorado involucra la combinacién de un lipido A de
monofosforilo y un derivado de saponina particularmente la
combinacién de QS21 y 3D-MPL como se describe en WO 94/00153,
o una composicién menos reconocida en donde QS21 se extingue con
colesterol como se describe en WO 96/33739. Una formulacion
auxiliar potente que involucra QS21 3D-MPL y tocoferol es un aceite
en emulsién de agua se describe en WO 95/17210 y es una
formulacién preferida.

La vacuna puede comprender una saponina, mas
preferiblemente QS21. También puede comprender un aceite en
emulsién de agua y tocoferol. CpG noc metilado conteniendo
oligonucledtidos (WO 96/02555) también son inductores
preferenciales de una respuesta TH1 y son adecuados para uso en ia
presente invencion.

La preparacion de la vacuna de la presente invencién puede

/O/
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ser utilizada para proteger o tratar un mamifero susceptible a
infeccion, a través de medios de la administracién de dicha vacuna a
través de una ruta sistémica o mucosidad. Estas administraciones
pueden incluir inyeccion a través de rutas intramusculares,
intraperitoneales, intradérmicas o subcutaneas; o a traves de
administracién por mucosa a los tractos oral/alimentario,
respiratorio, genitourinario. De esta forma un aspecto de la presente
invencién es un método para inmunizar un huésped humano contra
una enfermedad causada por infeccion de una bacteria gram-
negativa, cuyo método comprende la administracién al huésped de
una dosis inmunoprotectora de la preparacion OMV de la presente
invencién.

La cantidad de antigenos en cada dosis de vacuna se
selecciona como una cantidad que induce una respuesta
inmuncprotectora sin efectos laterales adversos, significativos, en
vacunas tipicas. Dicha cantidad variaria dependiendo del
inmundgeno especifico empleado y de cémo se presenta.
Generalmente, se espera que cada dosis comprende 1-100 ug del
antigeno de proteina o preparacion OMV, preferiblemente 5-50 pg vy
mas tipicamente en el rango de 5-25 pg.

Una cantidad optima para una vacuna particular puede ser
constatada a través de estudios estandares que involucran la
observacién de las respuestas inmunes apropiadas en los sujetos.
Después de la vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir una o

varias inmunizaciones de defensa adecuadamente espaciadas.
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Las vacunas de 1a invencidén son preferiblemente
inmunoprotectoras y no téxicas adecuadas para uso pediatrico y en
adolescentes.

Por uso pediatrico se quiere dar a entender el uso en infantes
de menos de 4 afios de edad.

Por uso inmunoprotector se da a entender que el SBA y/o
modelo de proteccién animal y/o ensayo de bloqueo de adhesién
descrito anteriormente son logrados de manera satisfactoria.

Por no téxico se da a entender que no hay mas de un nivel
satisfactorio de la actividad de la endotoxina en la vacuna segun

medido por LAL y ensayos de pirogeneicidad bien conocidos.

Polinucledtidos de la invencion

“Polinucleétido” generalmente  se refiere a cualquier
poliribonucléotido o polidesoxiribonucleotido, que puede ser ARN o
ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Los “polinucledtidos’
incluyen, sin limitacién, ADN de estructura de cadena doble e
individual que es una mezcla de regiones de estructura de cadena
doble, e individual y ARN de estructura de cadena doble e individual
y ARN que es una mezcla de regiones de estructura de cadena
individual y doble, molécuias hibridas que comprenden ADN y ARN
que puede ser de estructura de cadena individual, o mas
tipicamente, de estructura de cadena doble o una mezcla de regiones
de estructura de cadena individual y doble. Ademas, “polinucleétido”

se refiere a regiones de estructura de cadena triple que comprenden
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ARN o ADN o tanto ADN como ARN. E| término polinucleétido
también incluye ADNs o ARNs que contienen una 0 mas bases
modificadas y ADNs o ARNs con ejes modificados para estabilidad u
para otras razones. Bases "modificadas” incluye, por ejemplo, bases
tritiladas y bases inusuales tales como inopina. Una variedad de
modificaciones se han hecho-al ADN y ARN; de esta forma,
“polinucledtide” abarca formas quimicamente, enzimaticamente o
metabélicamente modificadas de polinucledtidos como se encuentran
tipicamente en la naturaleza, asi como las formas quimicas de ARN vy
ADN caracteristicas de los virus y células. "Polinucleétido” también
abarca polinucleétidos relativamente cortos, por lo general referidos
como oligonucledtidos.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una formulacién
inmunolégica/vacuna que comprende uno © mas polinucledtidos.
Dichas técnicas son bien conocidas en la técnica, ver por ejemplo,
Wolff y otros, Science (1990) 247: 1465-8.

Dichas vacunas comprenden uno o mas polinuciedtidos que
codifican wuna pluralidad de proieinas correspondientes a las
combinaciones de proteinas de la invencion descritas anteriormente.

La expresion de proteinas de dichos polinucleotidos deberia
estar bajo el control de un promotor eucariético capaz de conducir |a
expresion dentro de una célula de mamifero. El polinucleotido puede
adicionalmente comprender una secuencia que codifica otros
antigenos. Ejemplos de promotores eucarioticos que podrian

conducir la expresién incluyen promotores virales de virus que
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codifican promotores adenovirales, promotores retrovirales.
Alternativamente, los promotores de mamiferos podrian utilizarse

para conducir la expresién.

Aspectos adicionales de la invencion

Otro aspecto de la invencion involucra un método para el
tratamiento o prevenciéon de enfermedad Neisserial que comprende la
administracién de una dosis protectora (o cantidad efectiva) de la
vacuna de la invencién a un huésped en la necesidad de la misma.
Los serogrupos A, B, C, Y o W-135 de Neisseria meningitidis yfo
infeccién por Neisseria gonorrhoeae podrian ser ventajosamente
prevenidos o tratados.

La invencién también incluye un uso de la vacuna de la
invencién en la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento
de prevencién de infeccidon Neisserial. Otra vez la infeccién
Neisserial abarca infeccion mediante los serogrupos A, B, C, Y o W-
135 de Neisseria meningitidis vyfo infeccion por Neisseria
gonorrhoeae.

Otro aspecto de la invencién es wuna cepa Neisserial
genéticamente disefiada a partir de la cual una vesicula de
membrana exterior de la invenciéon (que tiene por lo menos dos
proteinas de la invencién recombinantemente reguladas en forma
ascendente, como se describid anteriormente) puede ser derivada.
Dicha cepas de Neisserial pueden ser Neisseria meningitidis ©

Neisseria gonorrhoeae.

/OJ-
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La cepa también puede haber sido disefiada {(como se describié
anteriormente) para regular de manera descendente la expresién de
otras proteinas de Neisserial incluyendo la expresion de uno, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, u ocho de LgtB, LgtE, SiaD, OpC,
OpA, PorA, FrpB, msbB y HtrB. Las combinaciones preferidas para la
regulacién descendente incluyen la regulacion descendente
(preferiblemente eliminacién} de por lo menos LgtB y SiaD, la
regulacion descendente de por lo menos PorA y OpC, la regulacion
descendente de por lo menos PorA y OpA, y la regulacion
descendente de por lo menos PorA, OpA, y OpC.

Los aspectos de la invencién son metodos para hacer la
composiciéon inmunogénica o vacuna de la invencion. Estos incluyen
un método que comprende un paso para mezclar juntos por lo menos
dos antigenos o proteinas aisladas de Neisseria, las cuales pueden
estar presentes en la forma de ampollas derivadas de cepas de
Neisserial de la invencién, para hacer una composicion inmunogénica
de la invencién, y un método para hacer la vacuna de la invencidn
que comprende un paso para combinar la composicion inmunogénica
de la invencién con un portador farmacéuticamente aceptable.

También se incluye en la invencién métodos para hacer la
composicion inmunogénica de la invencién que comprende un paso
para aislar las vesiculas de membrana exterior de la invencidn de un
cultivo de Neisserial. Dicho método puede involucrar un paso
adicional de combinar por lo menos dos preparaciones de vesicula de

membrana exterior, preferiblemente en donde por lo menos una

/05
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preparaciéon de la vesicula de membrana exterior contiene LPS del
inmunotipo L2 y por lo menos también incluye dichos métodos en
donde las vesiculas de membrana exterior se aislan a través de la
extraccién con una concentracion de DOC de 0-0.5%. Las
concentraciones de DOC de 0.3%-0.5% se utilizan para minimizar el
contenido de LPS. En ias preparaciones OMV en donde LPS se va ha
conservar como un antigeno, las concentraciones DOC de 0-0.3%,
nreferiblemente 0.05%- 0.2%, mas preferiblemente de alrededor de

10% se utilizan para la extraccion.

Vacunas de célula Entera Fantasma o Aniquiladas

Los inventores consideraron que las mejoras anteriores a !as
preparaciones de ampollas y vacunas pueden ser facilmente
extendidas a preparaciones y vacunas de célula completa fantasma o
aniquilada (con ventajas idénticas). Las cepas Gram-negativas de la
invencién a partir de las cuales las preparaciones de ampolla se
hacen, también se pueden utilizar para hacer preparaciones de
célula completa fantasma o aniquilada. Los metodos para hacer
preparaciones fantasma (células vacias con envolturas intactas) de
cepas Gram-negativas son bien conocidos en la técnica (ver por
ejemplo, WO 92/01791). Los meétodos para aniquilar células
completas para hacer preparaciones de célula inactivadas para uso
en vacunas también son bien co.nocidos. Los términos ‘preparaciones
de ampoila’ [u OMV] y ‘vacunas de ampolla’ [u OMV] asi como los

procesos descritos a lo largo de este documento son por lo tanto
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aplicables a los términos “preparacion fantasma®” y “vacuna
fantasma”, y “preparacién de célula fantasma” y “vacuna de célula
completa aniquilada”, respectivamente, para los propésitos de esta

invencion.

Anticuerpos e inmunizacién pasiva

Otro aspecto de la invencion es un método para preparar una
globulina inmune para uso en la prevencién o tratamiento de
infeccién Neisserial que comprende los pasos de inmunizar un
receptor con la vacuna de la invencién y aislar la globulina inmune
del receptor. Una globuiina inmune preparada a través de este
método es un aspecto adicional de la invencién. Una composiciéon
farmacéutica que comprende la globulina inmune de la invencién, vy
un portador farmacéuticamente aceptable es un aspecto adicional de
la invencién que podria ser utilizado en la fabricacion de wun
medicamento para el tratamiento o prevencion de la enfermedad
Neisserial. Un método para el tratamiento o prevencion de infeccidn
Neisserial que comprende un paso de administracién a un paciente
de una cantidad efectiva de la preparacion farmacéutica de la
invencion es un aspecto adicional de la invencién.

La inoculacién de la produccién de anticuerpos policlonales se
preparar tipicamente a través de la dispersion de la composicion
antigénica en un diluyente fisiologicamente tolerable tal como salina
u otros auxiliares adecuados para uso en seres humanos para formar

una composicién acuosa. Una cantidad inmunoestimuladora se
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administra a un mamifero y el mamifero inocculado entonces se
mantiene durante un tiempo suficiente para que la composicién
antigénica induzca anticuerpos protectores.

Los anticuerpos pueden ser aislados a la extensién deseada a
través de técnicas bien conocidas tales como cromatografia de
afinidad (Harlow y Lane Antibodies; a laboratory manual 1988).

Los anticuerpos pueden incluir preparaciones de suero de una
variedad de animales coml(nmente utilizados, por ejemplo, cabras,
primates, burros, cerdos, caballos, conejilios de India, ratas o el
hombre. Los animales son sangrados y se recupera el suero.

Una globulina inmune producida de acuerdo con la presente
invencién puede incluir anticuerpos completos, fragmentos o
subfragmentos de anticuerpo. Los anticuerpos pueden ser
inmunoglobulinas complietas de cualquier clase, 1gG, IgM, IgA, gD, o
IgE, anticuerpos gquiméricos o anticuerpos hibridos con especificidad
doble a dos o mas antigenos de la invencidén. Estos también pueden
estar formados de F{(ab’)2, Fab', Fab, Fv y similares incluyendo
fragmentos hibridos. Una globulina inmune también incluye proteinas
disefadas de forma natural, sintética o genéticamente que actuan
como un anticuerpo a través de la unién a antigenos especificos para
formar un complejo.

Una vacuna de la presente invencién puede ser administrada a
un receptor que entonces actla como una fuente de globulina
inmune, producido en respuesta a un desafio de una vacuna. Un

sujeto de esta forma tratado podria donar plasma a partir de la cual
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podria ser obtenida la globulina hiperinmune a través de metodologia
de fraccionamiento de plasma. La globulina hiperinmune podria ser
administrada a otro sujeto con el fin de impartir resistencia contra o
tratar infeccién Neisserial. Las globulinas hiperinmunes de la
invencién son particularmente utiles para el tratamiento 0
prevencién de la enfermedad Neisserial en infantes, individuos
comprometidos inmunes, o en donde el tratamiento es requerido y no
hay tiempo para que un individuo produzca anticuerpos en respuesta
a la vacunacién. Un aspecto adicional de ia invencion es una
composicion farmacéutica que comprende dos o mas anticuerpos
monoclonales (o fragmentos del mismo, preferiblemente humanos o
humanizados) reactivos contra por lo menos dos constituyentes de la
composicién inmunogénica de la invencién, los cuales podrian ser
utilizados para tratar o prevenir infeccién a través de bacteria Gram
negativa, preferiblemente Neisseria, mas preferiblemente Neisseria
meningitidis o Neisseria gonorrhoeae y mas preferiblemente el
serogrupo B de Neisseria meningitidis.

Dichas composiciones farmacéuticas comprenden anticuerpos
monoclonales que pueden ser inmunoglobulinas completas de
cualguier clase, por ejemplo, IgG, IgM, IgA, gD o IgE, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos hibridos con especificidad de dos o mas
anti'genos de la invenciéon. También pueden ser fragmentos por
ejemplo, F(ab')2, Fab', Fab, Fv y similares incluyendo fragmentos
hibridos.

Los métodos para hacer anticuerpos monoclonales son bien
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conocidos en la técnica y pueden incluir la fusion de esplenocitos
con células de mieloma (Kohler y Milstein 1975 Nature 256; 495,
Antibodies-a laboratory manual Harlow and Lane 1988).
Alternativamente, los fragmentos Fv monoclonales pueden ser
obtenidos a través de la clasificaciéon de una coleccion de exhibicion
de fago adecuada (Vaughan TJ y otros 1998 Nature Biotechnology
16: 535). Los anticuerpos monoclonales pueden ser humanizados o
humanizados en parte a través de métodos conocidos.

Todas las referencias o solicitudes de patente citadas dentro
de esta especificacién de patente se incorporan aqui por referencia.

Los términos “comprendiendo”, “comprende” y “abarca" aqui
pretenden mediante los inventores ser opcionalmente substituibles
con los términos “consistiendo de”, “consiste de", y "abarca’,

respectivamente, en cada instancia.

Método de Aplicacion Industrial de la Invencién

Los ejemplos siguientes pueden llevarse a cabo utilizando
técnicas estandares, las cuales son bien conocidas y son de rutina
para aquellos con experiencia en la técnica, excepto cuando por el
contrario se describen en detalle. Los ejemplos son ilustrativos, pero

no limitan la invencién.

/}/
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EJEMPLO 1

Métodos para construir cepas del serogrupo B de Neisseria

meningitidis utilizados_en _preparaciones de vesicula de

membrana exterior

WO 01/09350 proporciona métodos detallados para la
preparacién de vesiculas de membrana exterior y para la
manipulacion de cepas.bacterianas a partir de las cuales las
vesiculas de membrana exterior se derivan. Cuando las vesiculas de
membrana exterior son para retener lipoproteinas tales como ThpB
y/o lipopolisacaridos, los métodos para el aislamiento con bajos

niveles o no desoxicolato son preferidos.

EJEMPLO 2

Regulacién ascendente del antigeno de la proteina Hsf en una

cepa del seroqrupo B de Neisseria meningitidis que carece de

genes cps funcionales pero expresa PorA

Como se describe en los ejemplos de WO 01/09350, en ciertos
paises, la presencia de PorA en vesiculas de membrana exterior
puede ser ventajoso, y puede fortalecer la eficacia de la vacuna de
ampollas mejoradas recombinantes. En el siguiente ejemplo, se ha
utilizado un vector pCMK(+) modificade para regular de manera
ascendente la expresion del antigeno de la proteina Hsf en una cepa

que carece de genes c¢ps funcionales pero expresa PorA. El vector

f/2
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pCMK(+) original contiene un promotor porA/lacO quimérico
reprimido en Jlac/’ expresando el huésped E. coli pero
transcripcionalmente activo en Neisseria meningitidis. En el pCMK(+)
modificado, el promotor porA nativo fue utilizado .para conducir la
transcripcién del gen hsf. El gen que codifica Hsf fue amplificado en
PCR utilizando los iniciadores de nucledtide HSF 01-Ndel y HSF 02-
Ndel, presentados en el siguiente cuadro. Debido a la secuencia del
iniciador HSF 01-Ndel la proteina Hsf expresada contendra dos
residuos de metionina en el extremo 5'. Las condiciones utilizadas
par la amplificaciéon PCR fueron aquelias descritas por el proveedor
(polimerasa de ADN HiFi, Boehringer Mannheim, GmbH). La
permutacién ciclica fue la siguiente: 25 veces (94 C 1 min., 48°C 1
min. . 72°C 3 min.) y 1 vez (72°C 10 min., 4°C hasta la recuperacion).
El amplicon correspondiente fue subsecuentemente clonado en los
sitios de restriccion correspondientes del vector de entrega pCMK(+).
En este plasmido recombinante, pCMK(+)-Hsf disefiado, se eliminé el
JacO presente en el promotor porA/lacO quimérico a través de una
estrategia PCR recombinante. El plasmido pCMK(+)-Hsf se utilizo
como una plantilla para la amplificacion PCR de 2 fragmentos de
ADN separados:

-fragmento 1 contiene la regién recombinogénica porA 5, el

gen resistente a canamicina y el promotor porA. Los iniciadores de
oligonucledtido utilizados, RP1(Sacll) y RP2, se presentan en el
siguiente Cuadro 2. El iniciador RP1 es homdélogo a la secuencia

justo en la corriente ascendente del operador /ac.

w3
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-fragmento_2 contiene la secuencia Shine-Dalgarno del gen
porA, el gen hsf y la regiéon recombinogénica A 3'. Los iniciadores
del oligonucleétido utilizados, RP3 y RP4(Apal), se presentan en el
cuadro siguiente. El iniciador RP3 es homodlogo a la secuencia
simplemente en corriente descendente del operador fac. El extremo
3’ del fragmento 1 y el extremo 5 del fragmento 2 tienen 48 bases
traslapadas. Se utilizaron 500 ng de cada PCR (1 y 2) para una
reaccién de PCR final utilizando los iniciadores RP1 y RP4. El
amplicén fina!l obtenido se subcloné en el vector pSL1180
restringido con Sacll y Apal. El plasmido modificado pCMK(+)-Hsf se
purificé a una gran escala utilizando el equipo QIAGEN maxiprep y 2
ng de este material se utilizé para transformar una cepa del
serogrupo B de Neisseria meningitidis que carece de genes Cps
funcionales. Con e! fin de conservar la expresién de porA, la
integracién resultante de un cruzamiento individual se selecciond a
través de una combinacién de PCR y procedimientos de clasificacion
de tincién Western. Los clones resistentes a canamicina se probaron
como positivos a través de PCR especifico de porA y la tincién
Western se almacené a -70°C como existencias de glicerol y se
utilizaron para estudios adicionales. La bacteria (correspondiente a
alrededor de 5.10° bacterias) se volvié a suspender en 50 ul de
regulador de pH SDS-PAGE, se congeld (-20°C) / hirvid (100°C) tres
veces y después se separd a través de electroforesis PAGE-SDS en
un gel al 12.5%. La expresién de Hsf se examiné en lisatos

bacterianos de célula completa (WCBL) derivados de NmB [Cps-,

.\\\\
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PorA+] o NmB [Cps-, PorA+, Hsf+]. La tincién coomassie detecté un
incremento importante en la expresion de Hsf (con respecto al nivel

de Hsf endodgeno). Estos resultados confirman que el vector

pCMK(+)-Hsf modificado es funcional y puede ser utilizado

exitosamente para regular en forma ascendente |la expresidn de las

proteinas de

membrana

exterior, sin

abolir la

produccién

antigeno de proteina de membrana exterior PorA principal.

Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Oligonucledtidos

Secuencia

Comentario(s)

Hsf 01-Nde

5-GGA ATT CCA TAT GAT
GAA CAA AAT ATA CCG C-3

Sitio de clonacion

Ndel

Hsf 02-Nhe

5-GTA GCT AGC TAG CTT
ACC ACT GAT AAC CGA C-3'

Sitio de clonacién
Nhe

GFP-mut-Asn

5-AAC TGC AGA ATT AAT
ATG AAA GGA GAA GAA CTT
TTC-3

Sitio de
Asnl
Compatible con Ndel

clonacioén

GFP-Spe

5-GAC ATA CTA GTT TAT
TTIG TAG AGC TCA TCC
ATG-3'

Sitio de
Spel

clonacién

Compatible con Nhel

RP1 (Sacll)

5-TCC CCG CGG GCC GTC
TGA ATA CAT CCC GTC-3'

Sitio de clonacion
Sacll

RP2

5.CAT ATG GGC TTC CTT
TTG TAA ATT TGA GGG CAA
ACA CCC GAT ACG TCT
TCA-3

RP3

5-AGA CGT ATC GGG TGT
TTG CCC TCA AAT TTA CAA
AAG GAA GCC CAT ATG-3

RP4 (Apal)

5-GGG TAT TCC GGG CCC
TTC AGA CGG CGC AGC
AGG-3'

Sitio de
Apal

clonacién

\'\
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EJEMPLO 3

Regulacién ascendente del gen thpA del serogrupo B de N.

meningitidis mediante el reemplazo del promotor

Ei propdsito del experimento fue reemplazar la region
promotora endégena del gen tbpA por un promotor porA, con el fin de
regular en forma ascendente la produccidon del antigeno TbpA. Para
ese proposito, un plasmido de reemplazo del promotor fue construido
utilizando metodologias de clonacién de E. cofi. La regién de ADN
(731bp) localizada en corriente ascendente a partir de la secuencia
de codificacion tbpA se descubrio en |la base de datos Incyte
PathoSeq pri'vada de la cepa ATCC 13090 de Neisseria meningitidis.
Este ADN contiene la secuencia de codificacién para el antigeno
ThpB. Los genes se organizaron en un operon. El gen tbpB sera
eliminado y reemplazado por el casete promotor CmR/porA. Para ese
proposito, un fragmento de ADN de 3218bp correspondiente a fa
region de flanqueo 5' 509bp del gen tbpB, la secuencia de
codificacion thpB 2139bp, la secuencia intergénica 87bp y los
primeros 483 nucledtidos de la secuencia de codificacion thpA se
amplificaron a través de PCR a partir del ADN gendémico del serotipo
B de Neisseria meningitidis utilizando los oligonucleétidos BAD16
(5'-GGC CTA GCT AGC CGT CTG AAG CGA TTA'GAG TTT CAA AAT
TTA TTC-3') y BAD17 (5'-GGC CAA GCT TCA GAC GGC GTT CGA
CCG AGT TTG AGC CTT TGC- 3') conteniendo las secuencias

aplicadas y los sitios de restricciéon Nhel y Hindi (subrayados). Este
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1

fragmento de PCR se purificé con un Equipo High Pure (Boerhinger
Mannheim, Alemania), y se clond directamente en un vector pGemT
(Promega, EUA). Este plasmido se sometido a mutagénesis PCR de
circulo (Jones & Winistofer (1992)) con el fin de (i) insertar los sitios
de restriccion adecuados permitiendo' la clonacién de un casete
promotor CmR/PorA y (ii) eliminar 209bp de la secuencia de flanqueo
5' de tbpB y la secuencia de codificacion thpB. La PCR de circulo se
llevé a cabo utilizando los oligonucleétidos BAD 18 (5'-TCC CCC

GGG AAG ATC TGG ACG AAA AAT CTC AAG AAA CCG-3') y el BAD

19 (5'-GGA AGA TCT CCG CTC _GAG CAA ATT TAC AAA AGG AAG
CCG ATA TGC AAC AGC AAC ATT TGT TCC G-3') conteniendo los
sitios de restriccién adecuados Xmal, Bg/ll y Soy (subrayados). EI
casete promotor Cmr/PorA se amplifico a partir del plasmido pUC
D15/Imp85 previamente descrito, utilizando los iniciadores BAD 21
(5'-GGA AGA TCT CCG CTC GAG ACA TCG GGC AAA CAC CCG-3) y

BAD20 (5'-TCC CCC GGG AGA TCT CAC TAG TAT TAC CCT GTT

ATC CC-3') conteniendo los sitios de restriccion adecuados Xmal,
Spel, Bgill y Soy (subrayados). Este fragmento de PCR se clono en
el plasmido PCR de circulo. Este plasmido se utilizara para
transformar las cepas B [cps-] y [cps-porA] del serogrupo B de
Neisseria meningitidis. La integracién a través del cruzamiento doble
en la region en corriente ascendente de tbpA dirigira la insercion del

promotor porA directamente en corriente ascendente del ATG thpA.

\\'><



10

15

20

25

106

EJEMPLO 4

Construccion de una cepa del seroqrupo B de N. meningitidis

requlada en forma ascendente para la expresién de dos

antigenos: TbpA y Hsf

El propésito del experirﬁento fue regular en forma ascendente
la expresiéon de TbpA y Hsf simultaneamente en la misma cepa del
serogrupo B de N. meningitidis. La produccién de TbpA se reguld en
forma ascendente reemplazando su regién promotora endogena a
través del promotor porA fuerte (reemplazo del promotor). En este
contexto, el gen tbpB, localizado en corriente ascendente de [bpA se
elimind, y la proteina TbpB ya no esta presente en la membrana
exterior. La expresion de Hsf se regulé de forma ascendente a traves
de la inserciéon (recombinacién homéloga) de una segunda copia del
gen correspondiente en el sitio porA (entrega del gen). Ambas cepas
han sido descritas en una patente separada referido como en WO
01/09350. Los marcadores de selecciéon utilizados en ambas
estrategias (Cm® y Kam®) permitieron la combinacién de ambas
integraciones dentro del mismo cromosoma,

El ADN genémico total fue extraido de la cepa Nm.B cps-
/TbpA+/PorA+ recombinante a través del protocolo tip 500-G de
Qiagen Genomic. Se restringieron 10 pg de ADN o/n con [a enzima
de restricciéon Dralll y se utilizaron para transformar el serogrupo B
de Neisseria meningitidis a través del protocolo de transformacion

clasico. Las células utilizadas para la transformaciéon fueron

W
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cualquier Nm.B c¢ps-/Hsf+/PorA+ recombinante (recombinacién
homéloga a través de un cruzamiento dentro del sitio porA) o NmB
cps-/Hsf+/PorA+ recombinante (intercambio alélico/recombinacion
homéloga a través de 2 cruzamientos dentro del sitio porA). Estos se
colocaron en placas durante la noche en agar GC conteniendo 200
ng/ml de canamicina, diluido a DOgs50=0.1 en medio ligquido GC 10 mM
de MgCl,, v se incubaron durante 6 horas a 37°C bajo agitacion
vigorosa con 10 ng de ADN genodmico restringido Dralll. La Neisseria
meningitidis recombinante resultante de un cruzamiento doble sobre
a través del evento (clasificacion PCR) se selecciond en medio GC
conteniendo 200 pg/ml de canamicina y 5 pg/ml de cloranfenicol y se
analizé para la expresion de TbpA y Hsf en preparaciones OMV.
Como se representa en la Figura 1, la produccion de ambas, TbpA vy
Hsf fue significativamente incrementada en el OMV preparado de la
cepa NmB recombinante de ThpA/Hsf cuando se compard con el OMV
preparado de las cepas NmB cps de control. El nivel de la sobre
expresién de cada proteina en la recombinante doble es comparable
con el nivel de la expresion obtenida en los recombinantes
individuales correspondientes. El nivel de la sobre expresidon de
TbpA y Hsf fue comparable en las cepas PorA+ y PorA- (datos no
mostrados). Tod_os juntos, estos datos demostraron que: (i) la
expresiéon de TbpA 'y Hsf puede ser conjuntamente vy
concomitantemente regulada en forma ascendente dentro de N.
meningitidis y (ii) las ampollas recombinantes enriquecidas para

TbpA y Hsf pueden ser obtenidas y utilizadas para inmunizacion.
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EJEMPLO 5

Construccion de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis

requlada en forma ascendente para la expresién de dos

antigenos: ThpA y NspA

El proposito del experimento fue regular en forma ascendente .

la expresion de ThpA y NspA simuitaneamente en la misma cepa del
serogrupo B de N. meningitidis. La produccion de TbpA se reguld en
forma ascendente reemplazando su regién promotora endégena a
través del promotor porA fuerte (reemplazo del promotor). La
expresiéon de NspA se regulé de forma ascendente a través de la
insercién (recombinacién homdloga) de una segunda copia del gen
correspondiente en el sitio porA (entrega del gen). Ambas cepas
individuales han sido descritas en una patente separada WO
01/09350. Los marcadores de seleccion utilizados en ambas
estrategias (Cm® o Kan®) permitieron la combinacién de ambas
integraciones dentro del mismo cromosoma. El ADN gendmico total
fue extraido de la cepa NmB cps-/TbpA+/PorA+ recombinante a
través del protocolo tip 500-G de Qiagen Genomic. Se restringieron
10 pg de ADN o/n con ia enzima de restriccion Atfall y se utilizaron
para transformar el serogrupo B de Neisseria meningitidis a través
del protocolo de transformacion clésico. Las ceélulas utilizadas para
la transformacion  fueron cualquier NmB cps-INspA+/PorA-
recombinante Estas se colocaron en placas durante la noche en agar

GC conteniendo 200 ug/ml de canamicina, diluido a DQOgs0=0.1 en

\'\,D
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medio liquido GC 10 mM de MgCl,, y se incubaron durante 6 horas a
37°C bajo agitacién vigorosa con 10 ng de ADN genoémico restringido
Aatlll. La Neisseria meningitidis recombinante resultante de un
cruzamiento doble a través del evento (clasificacion PCR) se
seleccioné en medio GC conteniendo 200 pg/ml de canamicina y 3

pg/ml de cloranfenicol y se analizé para la expresion de TbpA y NspA
en preparaciones OMV. La produccion de ambas, TbhpA y Nspa fue
significativamente incrementada en el OMV preparado de la cepa
NmB recombinante de TbpA/NspA cuando se compard con el OMV
preparado de las cepas NmB c¢ps de control. El nivel de la sobre
expresién de cada proteina en la recombinante doble es comparable
con el nivel de la expresién obtenida en los recombinantes
individuales correspondientes. Todos juntos, estos datos
demostraron que: (i) la expresién de TbpA y NspA puede ser
conjuntamente y concomitantemente regulada en forma ascendente
dentro de N. meningitidis y (ii) las ampollas recombinantes
enriquecidas para TbpA y Hsf pueden ser obtenidas y utilizadas para

inmunizacidn.

EJEMPLO 6

Construccién de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis

requlada en forma ascendente para la expresién de dos

antigenos: NspA v D15/O0mp85

El propésito de! experimento fue regular en forma ascendente
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la expresiéon de NspA y D15/0mp85 simultdneamente en la misma
cepa del serogrupo B de N. meningitidis. La produccién de
D15/0mp85 se regulé en forma ascendente reemplazando su region
promotora endégena a través del promotor porA fuerte (reemplazo
del promotor). La expresion de NspA se regulé de forma ascendente
a través de la insercién (recombinacion homéloga) de una segunda
copia del gen correspondiente en el sitio porA (entrega del gen).
Ambas cepas han sido descritas en una patente separada WO
01/09350. Los marcadores de seleccion utilizados en ambas
estrategias (Cm® o Kan®) permitieron la combinacién de ambas
integraciones dentro del mismo cromosoma.

El ADN genémico total fue extraido de la cepa NmB c¢ps-
/ID15/0mp85/PorA+ recombinante a través del protocolo tip 500-G de
Qiagen Genomic. Se restringieron 10 ug de ADN o/n con la enzima
de restriccién Aatil y se utilizaron para transformar el serogrupo B
de Neisseria meningitidis a través del protocolo de transformacion
clasico. Las células utilizadas para la transformacion fueron
cualquier NmB cps-/NspA+/PorA- recombinantes. Estas se colocaron
en placas o/n sobre agar GC conteniendo 200 pg/ml de canamicina,
diluido a DOgse=0.1 en medio liquido GC 10 mM de MgCl,, y se
incubaron durante 6 horas a 37°C bajo agitacién vigorosa con 10 ug
de ADN gendmico restringido Aatll. La Neisseria meningitidis
recombinante resultante de un cruzamiento doble a través del evento
(clasificacion PCR) se selecciondé en medio GC conteniendo 200

pg/ml de canamicina y 5 pg/ml de cloranfenicol y se analizé para la
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expresion de NspA y D15/0m85 en preparaciones OMV. La
produccién de ambas, NspA y D15/0mp85 fue significativamente
incrementada en el OMV preparado de la cepa NmB recombinante de
NspA/D15-Omp85 cuando se compard con el OMV preparado de las
cepas NmB c¢ps de control. El nivel de la sobre expresion de cada
proteina en la recombinante doble es comparable con el nivel de la
expresién obtenida en los recombinantes individuales
correspondientes. Todos juntos, estos datos demostraron que: (i) la
expresion de NspA y Omp85 puede ser conjuntamente y
concomitantemente regulada en forma ascendente dentro de N
meningitidis y (ii) las ampollas recombinantes enriquecidas para

NspA y Omp85 pueden ser obtenidas y utilizadas para inmunizacion

EJEMPLO 7

Produccién y purificacién de formas Hsf recombinantes en E. coli

El analisis de computadora de la proteina de tipo Hsf de
Neisseria meningitidis revelé6 por lo menos cuatro dominios
estructurales. Considerando que la secuencia Hsf de la cepa H44/76
como una referencia, el Dominio 1, que comprende los aminodcidos
1-51, codifica un péptido de sehal dependiente de sec caracteristico
de la familia auto-transportadora, el Dominio 2, comprendiendo los
aminoacidos 52 a 473, codifica el dominio pasajero probablemente
para estar expuesto en la superficie y accesible al sistema inmune,
el Dominio 3, comprendiendo los aminoacidos 474 a 534, codifica un

dominio enrollado-espirai putativo requerido para la oligomerizacién
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de la proteina y una bisagra (cuello), el Dominio 4, comprendiendo
los residuos 535 del término C, se pronostica que codifica
estructuras de cadena beta probablemente deﬁtro de la estructura de
tipo barril y que van a ser ancladas dentro de la membrana exterior
(Henderson y otros (1998), Trends Microbiol. 6: 370-378 | Hoiczyk y
otros, (2000), EMBO 22: 5989-5999). Ya que los dominios 2 y 3
probablemente van a estar expuestos en la superficie, estan bien
conservados (mas de 80% en todas cepas probadas, como se
describe en Pizza et al. (2000), Science 287: 1816-1820),
representan interesantes candidatos de vacuna. Para ese propésito,
el dominio 2 (referido como un dominio pasajero Hsf) y el dominio 2
+ 3 (referido como un cuello Hsf + dominio de enrollado-espiral)
fueron expresados en y purificados de E. coli. Los fragmentos de
ADN que codifican los aminodacidos 52-473 (Hsf pasajero) y 52-534
(Hsf n=+cc) fueron amplificados mediante PCR utilizando
oligonucieétidos que agregan los sitios de restriccion Rcal terminal
(iniciador hacia delante} y Xhol (iniciador en reversa). Los
amplicones purificados fueron digeridos con Rcal/Xhol en las
condiciones recomendadas por el proveedor, y fueron
subsecuentemente clonados en los sitios Ncol (compatible con real) /
Xhol del vector de expresién de E. coli pET24d (Novagen, Inc.
Madison WI). Los plasmidos recombinantes fueron seleccionados vy
utilizados para preparar plasmidos recombinantes purificados. Para
el estudio de expresion, estos vectores (pET-Hsf pas & pET-Hsf ncc)

fueron introducidos dentro de la cepa B121DE3 de Escherichia coli
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(Novagen), en la cual, el gen para la polimerasa T7 se coloc6 bajo el
control del promotor /ac regulable de tiogalactosida (IPTG) de
isopropil-beta-D. Los cultivos liquidos (700 ml) de la cepa
recombinante de E. c¢oli Novablue (DE3) [pET-24b/BASB029] se
hicieron crecer a 37°C bajo agitacion hasta que se alcanzd la
densidad optica de 600 nm (OD600). En ese punto del tiempo, se
agregs IPTG a una concentracion final de 1 mM, y el cultivo se hizo
crecer durante 4 horas mas. El cultivo después se centrifugd a
10,000 rpm y la pella se congelé a -20°C durante por lo menos 10
horas. Después de descongelar, la pella (680 ml del cultivo) se
volvio a suspender durante 30 minutos a 22°C en 20 mM de regulador
de pH de fosfato pH 7.0 antes de la lisis de las células a través de
dqs pasadas a través de un desestabilizador Rannie. Las células
lisadas se formaron en pellas 30 minutos a 15000 rpm
(centrifugadora Beckman J2-HS, rotor JA-20) a 4°C. El sobrenadante
se cargd en una columna de flujo rapido de Q-Sepharose (Pharmacia)
equilibrada con 20 mM de regulador de pH de Tris-HCI pH 8.0
Después de la pasada del flujo, |a columna se lavé con 5 volumenes
de columna de 20 mM de Tris-regulador de pH de HCI pH 8.0. La
proteina recombinante se eluyd a partir de la columna a través de
250 mM de NaCl en 20 mM de Tris-regulador de pH de HCI pH 8.0.
Las fracciones positivas del antigeno se agruparon y se dializaron
durante la noche contra 20 mM de regulador de fosfato pH 7.0, 0.5 M
de NaCl y se agregaron 20 mM de Imidazol a la muestra dializada. La

muestra después se amplificé sobre una columna de Agarosa Ni-NTA
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(Qiagen) equilibrada con 20 mM de regulador de pH de fosfato pH 7.0
conteniendo 500 mM de NaCl y 20 mM de Imidazol. Después de la
pasada del flujo, la columna se lavd con 5 volumenes de columna de
20 mM de regulador de pH de fosfato pH 7.0 conteniendo 500 mM de
NaCl y 20 mM de Imidazol. Los contaminantes se eluyeron a través
de 100 mM de Imidazol en 20 mM de regulador de pH de fosfato pH
7.0. La proteina recombinante se eluyo a partir de fa columna a
través de 250 mM de Imidazol en 20 mM de regulador de pH de
fosfato, pH 7.0. Las fracciones positivas del antigeno se agruparon y
se dializaron contra 10 mM de regulador de pH de fosfato pH 6.8
conteniendo 150 mM de NaCl. Como se muestra en la Figura 2, una
proteina pasajera de tipo Hsf enriquecida (pureza estimada en mas
de 90% pura en SDS-PAGE tefiida con CBB), migrando a alrededor
de 47 kDa (masa molecular relativa estimada) se eluyé de la
columna. Este polipéptido fue reactivo contra un anticuerpo
monoclonal de ratén producido contra el motivo 5-histidina. Tomados
juntos, estos datos indican que ambos genes, Hsf pasajero y Hsf ncce
pueden ser expresados y purificados bajo una forma recombinante en

E. coli.

EJEMPLO 8

Produccién y purificaciéon de Hap pasajero recombinante en F.

coli

El analisis de computadora de la proteina de tipo Hap de

/o
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Neisseria meningitidis revelé por lo menos tres dominios
estructurales. Considerando que la secuencia Hap de la cepa H44/76
como una referencia, el Dominio 1, que comprende los aminoacidos
1-42, codifica un péptido de sefal dependiente de sec caracteristico
de la familia auto-transportadora, el Deminio 2, comprendiendo los
aminoacidos 43 a 950, codifica el dominio pasajero probablemente
para estar expuesto en la superficie y accesible al sistema inmune,
el Dominio 3, comprendiendo los 951 residuos del término C (1457),
se pronostica que codifica estructuras de cadena beta probablemente
dentro de la estructura de tipo barril y que van a ser ancladas dentro
de la membrana exterior. Ya que el dominio 2 probablemente va a
estar expuesto en la superficie, esta bien conservados (mas de 80%
en todas cepas probadas) y podria ser producido como antigenos de
subunidad en E. cofi., representa interesantes candidatos de vacuna.
Ya que los dominios 2 y 3 probablemente van a estar expuestos en la
superficie, estan bien conservados (mas de 80% en todas cepas
probadas, como se describe en Pizza et al. (2000), Science 287;
1816-1820), representan interesantes candidatos de vacuna. Para
ese propésito, el dominio 2 (referido como un dominio pasajero Hap
fue expresado en y purificado a partir de E. coli). Un fragmento de
ADN que codifica los amincéacidos 43-950 (Hap pasajero) se amplifico
mediante PCR utilizando oligonucleétidos que agregan los sitios de
restriccién Ncol terminal (iniciador hacia delante) y Xhol {iniciador
en reversa). Los amplicones purificados fueron digeridos con

Ncol/Xhol en las candiciones recomendadas por el proveedor, y

2
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fueron subsecuentemente clonados en los sitios Ncol / Xhol del
vector de expresiéon de £. coli pET24d (Novagen, Inc. Madison WI).
Los plasmidos recombinantes fueron seleccionados y purificados a
gran escala. Para el estudio de expresién, estos vectores (pET-Hap
pass) fueron introducidos dentro de la cepa B121DE3 de Escherichia
coli (Novagen), en la cual, el gen para la polimerasa T7 se colocd
bajo el control del promotor /ac regulable de tiogalactosida (IPTG) de

isopropil-beta-D.

Cultivo de E. coli BL21[pET-Hap pass] en fermentador. Una

fraccion de alicuota (100 pl) de la semilla maestra se difundio en
placas FEC013AA (peptona de soja A3 20 g/l, extracto de levadura 5
g/l, NaCl 5 g/1, Agar 18 g/I, H20 destilada hasta 1 1), y se dej6 crecer
durante 20 horas a 37°C. El césped de bacteria se cosechd y se
volvié a suspender en agua estéril conteniendo NaCl 0.9%. Esta
solucion se utilizé para inocular un fermentador de 20 | utilizado en
el modo de lotes en medio FECO11AC (Peptona de soja 24 g/l
extracto de levadura 48 g/l, MgS04/7H20 0.5 g/l, K2HPO4/2H20 0.45
g/l, glicerol (87%) 40 g, y H20 destilada hasta 1 1). Temperatura
(30°C), pH 6.8, NaOH 25%/H;PO., 25%), presion (500 mbarias), se
mantuvo constante y la aeracion se fijé a 20 !/minuto. En estas
condiciones la presién del oxigeno disuelto se mantuvo a 20%
activando la agitacién (100 a 1000 rpm). El Inductor (IPTG, 1 mM) se
agreg6 después de 8 horas de crecimiento (OD = 27.8).Las Muestras

(6 1) se recolectaron después de 6 horas (OD = 49.2) y 10H30 (CD =

%
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48.6), la biomasa se cosechd a través de centrifugaciéon y la pellas

correspondientes se almacenaron a -20°C.

Purificacion de! Hap pasajero:

5 El HAP pasajero se purificé de un fermentador en el modo por

lotes. Se desarrollé un esquema de purificacion (ver a continuacién):

Prensa Francesa
(Tris 50 mM/EDTA 5 mM, pH 8.0)
10 l
30'a 10000 rpm (JA10)
!
solubilizar pella en Pi 20 mM/urea 8M, pH 7.0
1H agitacién a “temperatura ambiente
15 1
30' a2 10000 rpm (JA10)
!
SP-Sepharose-XL
!
20 Pi 20mM/Urea 8M; elucién +/-50 mM NacCl
1
Quelataciéon Sepharose -FF-Cu*’
Pi 20 mM/NaCl 0.5 M/Urea 8M: elucion +/-100 mM imidazol

i
25 Dialisis

/9?
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(PBS pH 6. 8/arginina 0.5 M)

!

filtracién estéril

La mayoria del Hap pasajero se recuperé en la pella de
centrifugacién después de la ruptura de las células. La solubilizacidn
fue hecha posible a través de 8 M de urea. A pesar de que el término
N de His-cola, IMAC no fue operativo como en el primer paso, pero
estuvo bien después de un primer paso en intercambiador de cation
SP-XL. En este SP-Sepharose-XL, la proteina se eluyod
cuantitativamente en la mitad del gradiente NaCl lineal (0-250 mM).
IMAC se hizo con Quelatacion Sepharose cargado en Cu'", como
para FHADb. Esta vez, contrario a FHAD, IMAC mostrdé un factor de
purificacién importante. En SDS-PGE, HAP2/3 parece puro despues
de IMAC. EIl pico HAP2/3 fue sin embargo muy amplio en 0-200 mM
de gradiente de imidazol, por io que se traté ia elucion a través de
los pasos de imidazol (10 mM -100 mM); el modo de gradiente parece
sin embargo mas eficiente en términos de pureza. Como paso final,
se tratd el intercambio de regulador de pH de urea a arginina a
través de permeacion de gel sin embargo en este caso la proteina se
eluyd en dos picos. Estos dos picos mostraron un perfil comparable
en SDS-PAGE; por io que se puede hipotetizar que es debido a un
redoblamiento parcial del HAP pasajero. Cuando se regres6 a la
dialisis clasica como paso final par el intercambio de regulador de

pH. El andlisis SDS-PAGE mostrd una buena pureza del material final

%
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(ver Figura 3). La pureza del HAP pasajero ademas se confirmé a
travées de WB anti-his. Se reconoce a través de anti-E.coli. Se

encontrdé un peso molecular de 96.1 KD.

5 EJEMPLO 9

Produccién y purificacién de formas FrpA/C recombinantes en E.

coli

Neisseria meningitidis codifica dos proteinas RTX, referidas

10 como FrpA y FrpC secretadas dependiendo de la limitacion de hierro
(Thompson y otros, (1993) J. Bacteriol. 175: 811-818; Thompson y
otros, (1993) Infect. Immun. 61: 2906-2911). La familia de proteina
RTX (Repeticién de toxina) tiene en comun series de 9 aminoacidos
repetidos cerca de su término C con los consensos: Leu Xaa Gly Gly

15 Xaa Gly (Asn/Asp) AspXaa. (LXGGXGN/pDX). Las repeticiones en E.
coli HlyA se cree que son el sitio de la unién de Ca2+. Como se
representa en la Figura 4, las proteinas FrpA vy FrpC
meningocdcicas, segun caracterizadas en |a cepa FAM20, comparten

una similitud de aminoacido extensiva en sus regiones central y C-

20 terminal pero similitud muy limitada (si hay alguna) en el término N,
Ademas, la region conservada entre FrpA y FrpC exhiben algo de
polimorfismo debido a la repeticion (13 veces en FrpA y 43 veces en
FrpC) de un motivo de amino4acido 9. Para evaluar el potencial de la
vacuna de FrpA y FrpC, se reprodujeron recombinantemente en

25 regiones de proteina de E. coli conservadas entre FrpA y FrpC. Para

N
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ese propdsito, un segmento de ADN cubriendo los aminoacidos 277 a
1007 (con respecto a la secuencia de péptido FAM20 de N.
meningitidis) se amplificaron mediante PCR a partir del genoma
H44/76 del serogrupo B de N. meningitidis utilizando e! iniciador
hacia delante FrpA-19 (5'-CTCGAGACCATGGGCAAA
TATCATGTCTACGACCCCCTCGC-3") y el iniciador en reversa FrpA-
18 (3'-GTG CATAGTGTCAGAGTTTTTGTCGACGTCGTAATTATAGACC-
3'). Tres amplicones de aproximadamente 1530 bp respectivamente
(3 repeticiones), aproximadamente} 2130 bp (13 repeticiones) y 2732
bp (23 repeticiones) se obtuvieron y se digirieron con endonucleasas
de restriccic’mr Ncol y Sall. Estos fragmentos despues fueron
insertados en los sitios Ncol/Xhol (compatible con Sall) de pET24d y
plasmidos, recombinantes (pET-Frp3, pET-Frpl3 y PpET-Frp23
respectivamente) se seleccionaron y se utilizaron para transformar
células BL21DE3 de E. coli. Como se representa en la Figura 5, los
tres dominios conservados FrpA/C recombinantes producidos de
construcciones dependen de la induccion. Ademas, la incrementar el
numero de repeticiones se incrementa la solubilidad de la proteina
recombinante, segun determinado por el analisis de fragmentacién de

célula (datos no mostrados).

Purificacion del dominio conservado FrpA/C conteniendo 23

repeticiones del nonapéptido LXGGXGC/DDX (911 aa en total): 3.5

litros de E.coli B121DE3 [pET- Frp23] se cultivaron y se indujeron

durante 4 horas a través de la adicién de 2 mM de IPTG cuando se
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alcanzé6 un OD de 0.6. La célula se cosechd a través de
centrifugacion y la pella correspondiente se desestabilizéo con
presion, se clarificé a través de centrifugacion y el sobrenadante de
cultivo correspondiente se cargd en una columna de afinidad de ién
de metal Ni2+ (Ni-NTA-agarosa, Qiagen GmBh). Se utilizo Imidazol ()
para la elucién y finalmente se removid a través de dialisis extensiva

contra 10 mM de fosfato de Na pH 6.8, 150 mM de NaCl.

EJEMPLO 10

Produccion y purificacién de formas FHA recombinantes en E.

coli

Clonacién de un FhaB truncado de N. meningitidis

Se extrajo ADN genémico de 10'° células de la cepa H44/76 del
serogrupo B de N. meningitidis utilizando el equipo de extraccidon de
ADN gendmico QIAGEN (Qiagen Gmbh). Este material (1 nug) después
se sometio a amplificacion de de ADN de Reaccion de Cadena de
Polimerasa utilizando los siguientes iniciadores especificos del gen
FhaB: JKP: 5'AAT GGA ATA CAT ATG AAT AAA GGT TTA CAT CGC
ATT ATC3' y 57JKP 5' CCA ACT AGT GTT TTT CGC TAC TTG GAG
CTG T3'. Un fragmento de ADN de aproximadamente 4200 bp,
codificando los primeros 1433 aminoacidos N-terminal de la proteina,
se obtuvieron, se digirieron a través de endonucleasas de restriccioén
Ndel/Spel y se insertaron dentro de los sitios correspondientes de

pMG MCS (derivado pMG, Proc Nati Acad Sci Ela Enero 1985,
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82(1):88-92) utilizando técnicas de biologia molecular estandar
{Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Segunda Edicién, Eds:
Sambrook, Fritsch & Maniatis, Cold Spring Harbor press 1989). La
secuencia de ADN del fragmento FhaB clonado se determind
utilizando el equipo de Secuenciaciéon Big Dye Cycle (Perkin-Elmer) y
un secuenciador de ADN ABI 373A/PRISM (ver Figura 1). El plasmido
pMG-FhaB recombinante (1 pg) después fue sometido a amplificacién
de ADN de Reaccion de Cadena de Polimerasa utilizando los
iniciadores especificos FhaB
(XJKPO35'AATGGAATACATATGAATAAAGGTTTACATCGCATTATCTTT
AG3' y XJKP57025'GGGGCCACTCGAGGTTTTTCGCTACTTGGA
GCTGTTTCAGATAGG3'). Un fragmento de ADN de 4214 bp se
obtuvo, se digirié a través de endonucleasas de restriccion Ndell/Xhol
y se inserté dentro de los sitios correspondientes del vector de
expresién/clonacion pET-24b (Novagen) usando técnicas de biologia
molecular (Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Segunda
Edicion, Eds: Sambrook, Fritsch & Maniatis, Cold Spring Harbor
press1989). La secuenciacion confirmatoria del pET-24b
recombinante conteniendo FhaB truncado (pET23b/FhaB2/3) se llevé
a cabo utilizando el equipo Big Dyes (Applied biosystems) y el
analisis en un secuenciador de ADN ABI 373/A en las condiciones
descritas por el proveedor. La secuencia de nucleétido resultante se

presenta en la Figura 6.
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Expresion y purificacién de la proteina FhaB recombinante en

Escherichia coli.

La construccién del vector de expresidon/cionacion
pET24b/FhaB2/3 se describe anteriormente. Este vector contiene el
gen FhaB truncado aistado de la cepa H44/76 fusion con un tramo de
6 residucs de Histidina (en el término C del producto recombinante),
colocado bajo el control del promotor 10 del gen T7 bacteriéfago
fuerte. Para el estudio de expresion, este vector se introdujo en la
cepa de Escherichia coli Novablue (DE3) (Novagen), en la cual el
gen para la polimerasa T7 se colocd bajo el contro! del promotor fac
regulable a través de tiogalactosida de isopropil-beta-D (IPTG). Los
cultivos liquidos (100 ml) de la cepa recombinante de E. coli
Novablue (DE3) [pET24b/FhaB2/3) se hicieron crecer a 37°C bajo
agitacién hasta que se alcanzé la densidad 6ptica a 600 nm (OD600).
En ese punto del tiempo, se agregé |IPTG a una concentracidn final
de 1 mM, y el cultivé se hizo crecer durante 4 horas mas. El cultivo
después se centrifugdé a 10,000 rpm y la pella se congeldé a -20°C
durante por lo menos 10 horas. Después de descongelar, la pella se
volvié a suspender durante 30 minutos a 22°C en regulador de pH
(6M de clorhidrato de guanidina, 0.1 de NaH2PO4, 0.01 M de Tris, pH
8.0) se pasaron tres veces a través de una aguja y se purificaron a
través de centrifugacion (20000 rpm, 15 minutos). La muestra
después se carg6 a una velocidad de flujo de 1 ml/minuto en una
columna Hitrap cargada con Ni2+ (Pharmacia Biotech). Después de la

pasada del flujo, la columna se lavd con 40 ml de regulador de pH B

/d?s"
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(8M de urea, 0.1M de NaH2PO4, 0.01M Tris, pH 8.0),40ml de
regulador de pH C (8M Urea, 0.1M de NaH2PO4, 0.01M Tris, pH 6.3).
La proteina recombinante FhaB/3/His6 después se eluy6 a partir de
la columna con 30 ml de regulador de pH D (8N de urea, 0.1M de
NaH2PO4, 0.01M Tris, pH 6.3) conteniendo 500 mM de imidazol y se
recolectaron fracciones con un tamafio de 3 ml. Como se presenta en
la Figura 7, una proteina FhaB-2/3/His6 altamente enriquecida, que
migra alrededor de 154 kDa {masa molecular relativa estimada), se
eluyé de la columna. Este polipéptido fue reactivo contra wun
anticuerpo monocional de ratén surgido contra el motivo de histidina
5. Tomados juntos, estos datos indican que Fhab/2/3 pueden ser

expresados y purificados bajo una forma recombinante en E. coli.

Inmunizacién de ratones con FhaB2/3His recombinante

La proteina FhaB2/3/His6 recombinante parcialmente purificada
expresada en E. coli se inyectd tres véces en ratones Babl/C en los
dias 0, 14, y 29 (10 animales/grupo). Los animales se inyectaron
mediante ruta subcutanea con alrededor de 5 pg de AIPO, o
formulado en emulsién SBAS2 (emulsién de SBAS2 conteniendo 5 ug
de MPL y 5 pg de QS21 por dosis). Un grupo de control negativo
consistiendo de ratones inmunizados con la emulsién SBAS2
solamente también se agregd al experimento. Los ratones se
sangraron en el dia 29 (15 dias Post I1) y el dia 35 (6 dias Post |ll)
con el fin de detectar anticuerpos anti-FhaB especificos. Los

anticuerpos anti-FhaB especificos se midieron en suero combinado

s
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(de 10 ratones/grupo) a través de ELISA en FhaB2/3/his

recombinante purificado.

EJEMPLO 11

Actividades de bloqueo de adhesion de suero de ratén y congjo

contra los antigenos FHA, Hap vy Hsf

Las proteinas homélogas a fa meningocécica de tipo FHAB, de
tipo Hsf y tipo Hab han sido descritas previamente como siendo
determinantes virulentas importantes y para mediar la adhesion
bacterial de Bordetella pertussis (FHA) y Haemophilus influenzae
(Hap y Hsf). La adhesién a células epiteliales y endoteliales se sabe
que es crucial para la colonizacion de los nasofaringeos y el cruce
de la barrera de sangre-cerebro mediante los meningococos. De esta
manera la interferencia con ia adhesion de N. meningitidis
representa un método valioso para controlar la colonizacién e
infeccion meningocécica. Aqui se probo si el anti-suero dirigido
contra los antigenos FHAB 2/3° meningococico, de tipo Hap y de tipo
Hsf fue capaz de interferir la adhesiéon de Nejsseria meningitidis a
células endoteliales. Se utilizé el siguiente procedimiento

experimental.

Inhibicién de adhesién a HUVECs: la cepa de prueba

meningocécica en este estudio fue un derivado Opa- y Opc- no

piliado, no encapsulado de la cepa NmAB013. Las células

A
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meningococicas (la colonia 2.10ES que forma unidades (CFU) del
derivado NmA8013) se incubaron durante 30 minutos a 37°C en un
medio compuesto de 400 ul de RPMI, 50 pl de suero de bovino fetal y

50 nl de suero que va ser probado para las propiedades de bloqueo
de adhesién. Esta mezcla después se colocé en una cavidad
conteniendo monocapas confluentes de células endoteliales de vena
umbilical humanas (HUVECs) cuyo medioc de cultivo has sido
previamente removido. Las células de bacteria y de HUVEC fueron
incubadas durante 4 horas a 37°C, bajo CO2 al 5%. Las monocapas
de células después se lavaron tres veces con suero RMPI fresco y
subsecuentemente se eliminaron de la placa. CFU asociado con las
células HUVEC después fueron determinadas como dilucién serial y
se colocaron en placas del lisato de célula sobre placas GC. Las
placas se incubaron durante 48 horas a 37°C para permitir la

recuperacién y crecimiento de meningococo asociado con celula.

Actividades de adhesién-bloqueo de suero de ratéony conejo

cultivado contra los antigenos HFAB2/3°, Hap y Hsf

recombinantes: los anticuerpos anti-FHA 2/3, anti-Hsf de longitud

completa (descrito en WO 99/58683) y anti-Hap de longitud completa
(WO 99/55873), asi como anti-suero dirigido contra los dominios
pasajeros Hsf y Hap correspondientes, interfieren con la adhesion
meningocdcica a células HUVEC endoteliales. La Figura 8 ilustra
que los anticuerpos especificos inducidos a través de FHA 2/3

formulados en AIPO,, fueron capaces de inhibir la adhesion a
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Neisseria meningitidis B a células HUVEC comparado con el auxiliar

solo. Cuando se compararon con el auxiliar SBAS2 solo (sin
antigeno, grupo 4)el anti-FHA 2/3 abs (formulacién SBAS2) aun es
efectivo, pero menos potente que AIPO,. E! auxiliar SBAS2 solo (sin
antigeno) no induce anticuerpos capaces de interferir con la
adhesion. Comparado con el grupo 4, los anticuerpos anti-Hap (grupo
1) pueden tener un ligero efecto inhibidoer. En el grupo 5, cuando se
prueba una mezcla de anticuerpos anti-FHA 2/3, anti-Hsf, y anti-Hap,
la inhibiciéon de la adhesién es mas fuerte que con anti-FHA 2/3 solo,
sugiriendo un efecto sinergistico dado a través de los anticuerpos
anti-Hap y anti-Hsf. En un segundo experimento de inhibicidon (Figuré
2), un antisuero de conejo especifico dirigido contra anti OMVs que
sobre-expresa Hsf (como una proteina candidato) fue capaz de

inhibir parciaimente !a fijacion de Neisseria_meningitidis 8 a las

células endoteliales comparado con el control negativo (grupo 3
contra 4). Este antisuero de conejo ha demostrado que contiene una
concentracién de anticuerpo anti-Hsf especifico alto. Los anticuerpos
contra rec Hsf (Hsf pasajero y Hsf de longitud completa) también son
capaces de inhibir la adhesién de la bacteria en las células HUVEC.
Esto es cierto tanto con suero de ratones (grupos 5-6) asi como con
suero de conejo (en una extension laser) (grupos 7-8). En este
segundo experimento, los anticuerpos anti-rec FHA 2/3 especificos
(grupo 1) ya probados en el primer experimento confirman su efecto
inhibidor muy alto. Estos resultados indican que estos antigenos

especificos (Hap, FHA2/3, y Hsf), aislados o en combinacién, son
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antigenos de vacuna interesantes.

EJEMPLO 12

Efecto Protector de OMVs recombinantes en el modelo de ataque

de ratén

Han sido evaluados varios OMVs recombinantes en ratones
Balb/C en su efecto protector después de un ataque letal. Este
modelo de inmunizacién activo involucra la inyeccion intraperitoneal
de meningococos de varias cepas (suspendidas en medio TSB
reducido en hierro) en ratones Balb/C.y OF1 adultos (de 6 a 8
semanas de edad), después de series de inmunizaciones a través de
la ruta subcutdanea. La dextrana de hierro, utilizada como una fuente
de hierro externa parece ser necesaria para mantener la bacteriemia
e inducir la mortalidad en el animal infectado. Aunque este modelo |P
en ratones ha mostrado ser efectivo para evaluar la virulencia, la
proteccién inmune y el papel del hierro en la infeccién, no incorporan
la fase de transporte faringeo, la cual precede la bacteriemia y la
meningitis en humanos. Este modelo ha sido utilizado para clasificar
nuestros varios candidatos OMV que sobre expresan NspA, TbhpA, o
Hsf. En los siguientes experimentos, se inmunizaron ratones Balb/C
(endogamicos) u OF 1 (no congénitos) tres veces en los dias 0, 14, y
28 a través de la ruta subcutanea con 3 (PVOONO049) a 5 ug
(experimentos PVOONO035 y PVOONO43) de rec. OMV sobre-

expresando Hsf, NspA o TbpA formulado en A1(OH); (100 pg A1
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(OH)s/animal) (PVOONO35 y PVOONO43) o en A1 PO, (100 pg A1
PO,/animal). Después, los animales se sangraron en los dias 28 (dia
14 después de Il) y dia 35 (dia 7 después de |Il) para la evaluacion
Ab especifica. En el dia 35, 10 mg de dextrana de hierro se inyecto
intraperitonealmente una hora antes del ataque. Los ataques se
hicieron con las cepas H44/76 (B:15:P1. 7,16) o CU- 385 (B:4:P1.
19,15), con alrededor de 1.10 e7 de CFU/animal (ver el cuadro de
resultados para la dosis de ataque exactas). La cepa heterdloga
hecha con la cepa CU-385 es mas estricta que cuando se utiliza la
cepa homoéloga. Las mortalidades se registraron a partir de los dias 1
a 5 E| cuadro 1 a continuacién ilustra que cuando se compara con
OMV, porA(-) y con OMV TbpA (+) en una extension mas corta, ya
existe una mejor proteccién observada con OMV TbpA (+) y 3/5 para
porA (-} y 8/10 y 3/5 para porA(+)), con OMV NspA (+) (4/10 y 4/5) ¥y
con OMV Hsf (+) (3/10,2/10 y 3/5). Esta es la observacion global que
se puede hacer es estos tres experimentos. Estos datos soportan que
los antigenos TbpA, Hsf y HspA, expresados en la superficie de la

ampolla, sean de interés para una vacuna menB futura.

CUADRO 1

Actividad protectora en el modelo de ratén de vesiculas de

membrana exterior

E|l cuadro resume los resultados obtenidos durante tres

experimentos (PVOONO35, PVOONO43 y PVOONO49)

r‘g, /
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OMVs (Ampollas)

Tasa de supervivencia (proteccién del ratén activa en el
dia}
Abs inmuno
OMVs rec PVOONO35 en | PBOONQ43 en | PVOONO49 en ]
gspecificos a
{antecedentes | ratones OF1 ratones Balb/C ratones OF1
través de Elisa
H44/76 = porA Cepa de ataque {+ .
Media —
P1.17, 16) H44/76 H44/76 H44/76
PYOONO49 solo
(B:15:P1.7, (B:15:P1.7, (B:15:P1.7,
1.27 1.0 1.1
OMV porA(-) 110 010 115 /
OMV porA(+) 2/10 9/10 4/5 !
OMV TbhpA NT 9/10 3/5 <
pOrA(+)
OMV ThpA NT 110 315 <
norA(-)
OMV NspA 110 4/10 4/5 1656 — (<
porA{+)
OMV Hsf porA(-) ano 210 3/5 7802-(5496)
OMV Hsf porA{+) NT 9/9 NT /
Sin antigeno 0/10 0710 1/5 /
NT: No probado
EJEMPLO 13

Efecto protector de antigenos de subunidad recombinantes en el

modelo de atague de ratén

Han sido evaluadas varias proteinas purificadas recombinantes
en ratones Balb/C por su efecto protector después del ataque letal.
Este modelo de inmunizacién activo involucra la inyeccidn
intraperitoneal de meningococos de varias cepas (suspendidas en
medio TSB reducido en hierro) en ratones Balb/C y OF1 adultos (de 6

a 8 semanas de edad), después de series de inmunizaciones a través

2
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de la ruta subcutanea.

La dextrana de hierro, utilizada como una fuente de hierro
externa parece ser necesaria para mantener la bacteriemia e inducir
fa mortalidad en e! animal infectado. Aunque este modelo IP en
ratones ha mostrado ser efectivo para evaluar la virulencia, la
proteccidon inmune y el papel del hierro en la infeccidén, no incorporan
la fase de transporte faringeo, la cual precede la bacteriemia y la
meningitis en humanos. Este modelo ha sido utilizado para clasificar
nuestros varios candidatos de vacuna de sub-unidad mend de tipo
moléculas recombinantes FrpC, ThpA, FHA2/3 y Hap OMV que sobre
expresan NspA, ThpA, o Hsf.

En este experimento, se inmunizaron ratones OF 1 {no
congénitos) tres veces en los dias 0, 14, y 28 a través de la ruta
subcutdnea con 5 pg (PVOONO50) de estas proteinas formuladas en
A1 PO, (100 pg) en presencia de 10 ug de MPL (por animal).

Después, los animales se sangraron en los dias 28 (dia 14
después de |1) y dia 35 (dia 7 después de llI) para la evaluacion Ab
especifica, mientras se atacaron en el dia 35. En el dia del ataque
se inyectaron 10 mg de dextrana de hierro intraperitonealmente una
hora antes del ataque. Los ataques se hicieron con las cepas CU-385
(B:4:P1.19,15), las cuales son heterdlogas en este caso,
ciertamente, la secuencia de los antigenos que vienen de H44/76
(B:15:p1.7,16), excepto para TbpA para el cual !a secuencia viene de
la cepa B16B6 (B:2a:P1.2).

Los resultados ilustrados en el cuadro 2 indican que FrpC,
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TbpA, FHAB2/3°, Hap indujeron una proteccidon significativa en este
modelo: de 2 a 4 de 5 ratones sobrevivieron después del ataque,
comparado con solamente 1/5 con el auxiliar solo. En todos los
grupos menos uno, la concentracion del anticuerpo especifico fue
alto (la concentracion de anti-TbpA especifica fue moderada). Todos
estos datos soportan que FrpC, FrpA, el dominio conservado FrpA/C,
TbPA, FHAB2/3°, Hap presentados como antigenos de sub-unidad,
aislados o en combinacidén, son de interés para el desarrollo de una

vacuna menB.
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CUADRO 2

Actividad Protectora en el modelo de ratén de vesiculas de

membrana exterior recombinantes

5 El cuadro resume los resultados obtenidos durante un

experimento (PVOONOS0).

Antigenos de Sub-unidad

10 Tasa de sobrevivencia
Modelo de proteccién de ratdn
activo
Rec de antigenos de sub- Abs inmunoespecificos a
] ) PVOONOS0 (en ratones OF1)
unidad (de la secuencia Ag través de ELISA
Cepa atacada (+dosis) i
H44/76) Media — (GMT)
CuU-385
(B:4:P1.19,15)
15 1.4 10e7
FrpC Ca2++ tratado 3/5 31477 — (27068)
FHAB 2/3 replegado 2/5 98200 - (73220)
FHAB 2/3 no replegado 35 55939 - (35347) |
Hap N-ter 4/5 9960 — (12811)
recTbpA en SBAS4 3/5 875 — (520}
SBAS4 15 /
20
EJEMPLO 14

Método para mostrar el efecto sinergistico de combinaciones de

antigenos de vacuna

25 Diferentes OMVs recombinantes disponibles (CMVs porA
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(+)rmp-LbpB, OMVs porA (-) TbhpA (+) Hsf (+), OMVs porA (-) TbpA

{(+), OMVs porA (-) NspA (+), OMVs porA (-} Hsf (+), OMVs porA (-)'

TbpA (+) NspA (+)) pueden ser probados solos o en combinacion
para determinar estadisticamente las mejores combinaciones, en
términos de deteccidén de un efecto sinergistico con combinaciones
de antigenos de subunidad, asi como la combinacion de antigenos de
subunidad + OMVs recombinantes. 32 grupos de 5 OF1 ratones/grupo
pueden ser inyectados y probados para actividad del suero bacterial
y actividad opsénica, proteccion activa y pasiva en el modelo de
ratén (si necesitar estar utilizando cantidades sub6ptimas de
antigenos individuales). Una indicaciéon de las combinaciones de
antigeno sinergisticas es si el nivel protector conferido después de
la inmunizacién combinada es mayor que la suma de los antigenos

individuales.

EJEMPLO 15

Analisis del contenido de Hsf y ThpA de Vesiculas de Membrana

Exterior

SDS-PAGE tefiido con Coomassie azul

Se diluyeron 15 ug de proteina en las preparaciones de
vesicula de membrana exterior con regulaciéon ascendente de Hsf o
TbpA o ambas, Hsf y TbpA, en un regulador de pH de muestra
conteniendo P-mercaptoetancl y se calenté a 95°C durante 10

minutos. Las muestras después se corrieron en gel de poliacrilamida

%
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SDS-PAGE (Novez 4-20% de Tris-glicina, 1.5 mm 2Dcavidad de SDS-
PAGE), se tideron en Commassie azul durante una hora y de
destifieron en varios lavados de desmanchador. Los resultados se
muestran en la Figura 9, la cual muestra que el nivel de Hsf y TbpA
es considerablemente mayor en las preparaciones de vesicula de
membrana exterior, derivadas de N. meningitidis en donde su nivel

de expresién ha sido mejorado.

EJEMPLO 16

Inmunogeneicidad de OMVs con regulacién ascendente de Hsf y/o

TbpA

Se inmunizaron grupos de 20 ratones tres veces con OMV a
través de ia ruta intramuscular en los dias 0, 21 y 28. Cada
inoculaciéon fue hecha de 5 pg (contenido de proteina) de OMVs
formulados en AIPQ4 con MPL. Los OMVs se derivaron de la cepa
H44/76 de N. meningitidis, disefiada para que los polisacaridos
capsulares y PorA fueran regulados de manera descendente. Se hizo
una compéracién de OMVs en los cuales Hsf, TbhpA, ambos Hsf y
TbpA o ninguno fue regulado de manera ascendente. En el dia 41,
las muestras sanguineas se tomaron para analisis a través de ELISA

o a través del ensayo bactericida del suero.

ELISA para detectar anticuerpos contra Hsf

Se recubrieron microplacas de 96 cavidades (Nunc, Maxisorb)
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durante la noche a 4°C con 100 pl de 1 pg/ml de antigeno especifico
en PBS. Después de lavar con NaCl 150 nM de Tween 20 0.05%, las
placas se saturaron con 100 pl de PBS-BSSA 1% bajo agitacion a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Entre cada paso
(realizado bajo agitacién a temperatura ambiente durante 30 minutos
y con PBS-BSA 0.2% como regulador de pH diluyente), los reactivos
en exceso se removieron a través de lavado con NaCl-Tween 20. Se
agregaron cien micro-litros de muestras de suero diluido por micro-
cavidad. Los anticuerpos enlazados se reconocieron a través de Ig
de anti-raton biotefiidos (Prosan) (1/2000). El complejo de antigeno-
anticuerpo se revelé a través de incubacién con conjugado de
peroxidasa biotedida de estreptavidina (Amersham) (1/4000). Se
utilizé OrtoFenilenoDiamina/H,0, (4 mg/10 ml de regulador de pH de
citrato 0.1M pH 4.5 + 5 pul de H,0;) para revelar el ensayo. Las
placas se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en
la oscuridad antes de detener la reaccion a través de la adicion de

50 ul de 1N de HCI. La absorbancia se leyo a 430 nm.

Punto medic de concentracion (en el suero sondeado)

g1, ampollas TbpA-Hsf, IM 15471
g2, ampollas ThpA, IM 15.41
g3, ampolias HSF, 1M 14508

g4, ampollas CPS(-)PorA{-), IM i
g5, MPL/AIPOA4, IM .




10

15

20

25

137

Los resultados mostrados en el cuadro anterior, muestran que
las concentraciones de anticuerpo altas y equivalentes contra Hsf
fueron creadas a través de |la inmunizacion con OMVs con regulacion
ascendente de Hsf o ambos Hsf y TpbA. Virtualmente ningun
anticuerpo contra Hsf pudo ser detectado en el suero creado despues
de la inoculacion con el auxiliar solo u OMV en el cual ningun Hsf ni
ningin TbpA habian sido regulado en forma ascendente u OMV en el

cual solamente TbpA habia sido regulado en forma ascendente.

EJEMPLO 17

Actividad Bactericida del Suero de antisuero cultivado contra

OMVs con requlacién ascendente de Hsf y/fo TbhpA

La actividad bactericida de suero de los ratones inoculados con
OMVs con regulacién ascendente de Hsf, TbpA, tanto Hsfy ThpA o
sin regulacién ascendente se compararon en ensayos utilizando
cualquiera de las c¢epas homdlogas H44/76 o la cepa heterdloga
Cu385. El ensayo bactericida del suero habia mostrado que muestra
una buena correlacion con la proteccién y por consiguiente una
buena indicacién de que tan efectiva seria una composicion
candidato en la provocacién de una respuesta inmuno protectora.

Las cepas de tipo silvestre del serogrupo B de Neisseria
meningitidis (cepa H44/76 =B: 15P1.7,16 L3, 7, 9 y la cepa CU385 =B
: 4P1.19, 15 L3,7,9) se cultivaron durante la noche en MH + 1% de

Polivitex + 1% de suero de caballo en platos de Petri a 37°C + 5%

/;,P
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de CO2. Se sub-cultivaron durante 3 horas en un medio TSB liquido
suplementado con 50 pg de Desferal (quelatador de hierro) a 37°
durante la noche para lograr una densidad optica de
aproximadamente 0.5 a 470 nm.

El suero agrupado o solo se inactivd durante 40 minutos 2
56°C. Las muestras de suero se diluyeron 1/100 en HBSS-BSA 0.3%
y después se diluyeron serialmente dos veces (8 diluciones) en un
volumen de 50 ul en microplacas de fondo redondo.

La bacteria, al OD apropiado, se diluyéo en HBSS-BSA 0.3%
para producir 1.3 10e4 CFU por mi, se agregaron 37.5 pl de esta
solucién a las diluciones de suero y las microplacas se incubaron
durante 15 minutos a 37°C bajo agitacion. Después, se agregaron
12.5 ul de complemento de conejo a cada cavidad. Después de 1
hora de incubacién a 37°C y bajo agitacién, las microplacas se
colocaron sobre hielo para detener la aniquilacién.

Al utilizar el método de inclinacién, 20 ul de cada cavidad se
colocaron en placas en MH + 1% de Polivitex + 1% de suero de
caballo en platos de Petri y se incubaron durante la noche a 37°C +
C02. Los CFUs se contaron y se calculé el porcentaje de
aniquilacién. La concentracién bactericida del suero es la ultima

dilucion produciendo = 50% de aniquilacién.
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H44/76 Ccu38s
oMV GMT % de GMT % de
respondedores respondedores

CPS (-) PorA(-) 93 30% 58 5%
CPS (-} PorA (-) Hsf 158 40% 108 20%
CPS (-) PorA (-) TbpA 327 60% 147 30%
CPS {-) PorA {-) Hsf - 3355 100% 1174 80%
ThpA

Se obtuvieron similares resultados a aquellos mostrados en el
cuadro anterior en otros dos experimentos similares.

Un incremento dramatico en las concentraciones bactericidas
(GMT) contra la cepa homdloga y la cepa heterdloga se vio después
de la vacunacién con OMV en el cual ambas Hsf y TbpA se regularon
de manera ascendente. A través de la comparacién, los GMTs
bactericidas medidos en ratones vacunados con OVMs de Hsf o TbpA
regulados de manera ascendente fueron similares a aquellos
obtenidos con los ratones vacunados con OMVs de control.

E! beneficio de doble regulacién ascendente también fue
claramente observado en el porcentaje de ratones que producen un
nivel significativo de anticuerpos bactericidas (concentraciones
mayores de 1/100), particularmente en experimentos utilizando la

cepa heteréloga.

EJEMPLO 18

Efecto de mezclar suero anti-Hsf y anti-TbpA en actividad

bactericida

Se inmunizaron grupos de 20 ratones con OMV a través de la
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ruta intra-muscular en los dias 0, 21 y 28. Cada inoculacion fue
hecha de 5 ug (contenido de proteina) de OMVs formulados en AIPO4
con MPL. Los OMVs se derivaron de la cepa H44/76 de N.
meningitidis, disefiada para que los polisacaridos capsulares y PorA
fueran regulados de manera descendente. Un grupo de ratones se
inmunizé con OMVs de conirol en los cuales no hubo regulacion
ascendente de proteinas. En un segundo grupo, la expresion de Hsf
se regulé de manera ascendente, en un tercer grupo la expresién de
TbPA se regulé de forma ascendente y en un cuarto grupo, la
expresién de ambos, Hsf y Hipa se regulé de manera ascendente.

El suero se agrupd, ya sea utilizando suero de ratones en el
mismo grupo o mezclando suero aislado del grupc en donde el Hsf
solo o TbpA solo ha sido regulado de manera ascendente. La
actividad bactericida del suero se midié para cada suero agrupado y

jos resultados se muestran en el siguiente cuadro.

SBA hecho en el suero reunido de ratones | Concentracion de
inmunizados con SBA
Ampollas TbpA-Hsf 774
Ampollas ThpA 200
Ampollas Hsf 50
Ampollas CPS(-) PorA(-) 50
Mix anti-TbpA + suero anti-Hsf 1162

Los resultados en el cuadro anterior muestra que la mezcla de
antisuero anti-Hsf y anti-Tbpa da como resultado un actividad

bactericida mucho mas alta que la lograda a través de cualquier
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suero individualmente. El efecto sinergistico parece ser logrado a

través de la presencia de anticuerpos contra ambos, Hsf y TbpA.

EJEMPLO 19

5 Proteinas Hsf truncadas pueden combinarse sinergisticamente

con ThpA

Se produjeron series de construcciones Hsf truncadas
utilizando procedimientos de biologia molecular estandares. Estos

10 incluyen una construccién que codifica los aminoacidos 1 a 54 que
contienen la secuencia de sefial de Hsf y los aminoacidos 134 y 592
de Hsf (TriHsf). Un segundo Hsf truncado conteniendo Ios
aminoacidos 1-53 de la secuencia de sefial de Hsf seguido por los
aminoacidos 238-592 de Hsf (Tr2Hsf). Estas dos construcciones Hsf

15 truncadas y Hsf de longitud completa se introdujeron en Mc58 siaD-,
Opc-, PorA- de la cepa B de N. Meningitidis por lo que su expresién
podria ser regulada de forma ascendente y se produjeron las
vesiculas de membrana exterior utilizando los métodos descritos
anteriormente.

20 Las preparaciones de vesicula de membrana exterior se
adsorbieron en AI(OH)3 y se inyectaron dentro de los ratones en los
dias 0, 21, y 20. En el dia 42, los ratones se sangraron y se preparo
el suero. El suero se mezclé con suero de ratones vacunados con
OMVs de TbpA regulados de forma ascendente y los ensayos

75 bactericidas de suero se llevaron a cabo como se describid
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Concentraciones Bactericida del Suero

Grupo H44/76 cu3gs
Mc58 PorA + siaD+ 25600 25600
Mc58 PorA — siaD- Hsf 1530 800
Mc58 PorA — siaD- Tr1Hsf 1015 1360
Mc58 PorA — siaD- Tr2Hsf 50 50
Control negativo 50 50
ThpA + MC58 PorA+ siaD+ 25600 24182
ThpA + MC58 PorA- siaD- Hsf 2595 1438
TbpA + MC58 PorA- siaD- TriHsf 4383 2891
TbhpA + MC58 PorA- siaD- Tr2Hsf 1568 742
ThpA + control negativo 778 532

Los resultados mostrados en el cuadro anterior revelan que la
primera truncacién (Tr1Hsf) provoca una respuesta inmune que es
capaz de combinarse con antisuero contra TbpA para producir una
actividad bactericida de suero mas grande que cuando se utiliza Hsf
de longitud completa. Sin embargo, la extension de la truncacion es
importante y la truncacién producida en Tr2
deterioro comparado con el Hsf de longitud completa. La actividad

bactericida mejorada de Tri1Hsf ha sido vista contra ambas cepas

utilizadas.

tiene un efecto de
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EJEMPLO 20

Actividad bactericida del suero de anticuerpos contra ThpA, Hsf

y una tercera proteina meningocécica

La cepa H44/76 de N. meningitidis en la cual PorA y los
polisacaridos se regulador en forma descendente como se describid
anteriormente, se utilizaron como la cepa base para regular de forma
ascendente ThpA y Hsf, LbpB, D15, PilQ y NspA utilizando el
procedimiento descrito anteriormente. Las vesiculas de membrana
exterior se prepararon de cada cepa como se describid
anteriormente. FHAb, FrpC, FrpA/C y Hap se prepararon utilizando
técnicas descritas aqui anteriormente y conocidas en la técnica
(como se describe en PCT/EP99/02766, W092/01460 y W098/02547).

Las preparacion de vesicula de membrana exterior y proteinas
recombinantes se adsorbieron en AI(OH)3 y se inyectaron en los
ratones en los dias 0, 21, y 28. En el dia 42, los ratones se
sangraron y se prepararon. El suerc contra OMVs regulados de forma
ascendente de ThpA y Hsf se mezclé con suero de ratones
vacunados con OMVs conteniendo los OMVs de LbpB, D15, PilQ o
NspA regulados en forma ascendente o FHAb, FrpC, FrpA/C, o Hap y
los ensayos bactericidas de suero se llevaron a cabo como se

describid anteriormente

Resultados

Los resultados se muestran en el siguiente cuadro. En los
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ensayos que utilizan la cepa H44/76 homdloga, la adicion dé
anticuerpos contra un tercer antigeno meningocdcico, con la
excepcion de FrpC, no produjeron una concentracién bactericida de
suero mas alta que la producida utilizando anticuerpos contra TpbA y
Hsf solos.

Sin embargo, la adicién de anticuerpos contra un tercer
antigeno se ventajosa en ensayos bactericidas de suero utilizando la
cepa heteréloga. Los anticuerpos contra D15 (OMP85), Hap, FrpA/C
y LbpB fueron particularmente efectivos en el incremento de

concentracién bactericida de suero contra la cepa CU385.

Concentracion Bactericida del suero

Mezcla de antisuero H44/76 Ccu3ss
anti-TbpA- Hsf y suero autoinmune 5378 2141
anti-TbpA- Hsf y suero anti-FHA 5260 2563
anti-TbpA- Hsf y suero anti-Hap 4577 5150
anti-TbpA- Hsf y suero anti-FrpA/C 5034 4358
anti-TbpA- Hsf y suero anti-LbpB 5400 4834
anti-ThpA- Hsf y suero anti-D15 4823 4657
anti-ThpA- Hsf y suero anti-PilQ 4708 2242
anti-TbpA- Hsf y suero énti-NspA 4738 2518
anti-TbpA- Hsf y suero anti-FrpC 6082 2300
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EJEMPLO 21

Efecto de FrB KO en vesiculas de membrana exterior en su

habilidad para provocar una respuesta inmune bactericida en

cepas homélogas y heterdlogas

Se utilizaron dos cepas de H44/76 de N. meningitidis para
preparar preparaciones de vesicula de membrana exterior como se
describe en WO 01/08350, utilizando 0.1% de extraccién de DOC por
lo que el contenido de LOS fue de alrededor de 20%. La cepa B1733
es siaD(-), PorA(-), tiene regulacidén ascendente de Tr1 Hsf (Ejemplo
19) e IgtB esta aniquilado. La cepa B1820 B1733 es siaD(-), PorA(-
),tiene regulacién ascendente de Tr1, Hsf, IgtB estad aniquilada vy
FrpB también esta aniquilada. Ambas cepas se cultivaron en medio
suplementado con 60 puM de Desferal por lo que las proteinas
reguladas en hierro tales como LbpA/B y TbpA/B estan reguladas en
forma ascendente.

Las preparaciones de ampollas fueron adsorbidas en AI{OH)3 ¥y
se inyectaron 5 pg intramuscularmente en grupos de 30 ratones en el
dia 0 y en el dia 2. Las muestras sanguineas se tomaron en el dia
28.

Los ensayos bactericidas de suero se llevaron a cabo en las
tres cepas L3 (la cepa del tipo silvestre homéloga H44/76 vy dos

cepas L3 heterdlogas; NZ124 y M972505687), como se describe en el

Ejemplo 17.
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Resultados

Ampollas utilizadas para H44/76 M97250687 NZ124

la inoculacion GMT sSC GMT sC GMT sC
B1733 1518 30/30 151 11/30 70 4129
B1820 781 19/30 1316 24130 276 19/30

GMT indica la concentraciéon de la media geométrica del suero en
SBA.
SC indica el numero de ratones convertidos a cero (concentracion

SBA =1/100).

Los resultados claramente muestran que las ampollas FrpB KO
(B1820) inducen una mejor respuesta cruzada-bactericida heterdloga
que las ampoilas FrpB(+) (B1733). Las concentraciones de SBA
fueron mayores y una proporcion mas alta de ratones convertidos a
cero en las cepas M97250687 y NZ124. Los resultados en la cepa
homéloga no fueron completamente buenos cuando se eliminé FrpB.
Estﬁs datos sugieren que FrpB conduce la respuesta inmune, pero ya
que su proteina de membrana exterior es altamente variable, los
anticuerpos contra esta proteina solamente son capaces de inducir la

aniquilaciéon de la cepa homéloga.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmunogénica que comprende por lo menos un
antigeno de autotransportador Neisserial seleccionada del grupo que
consiste de Hsf y Hap, y al menos un antigeno diferente
seleccionado de |las siguientes categorias:

a) por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada del
grupo que consiste de FhaB, NspA, Hsf y Hap;

b) por o menos una toxina Neisserial seleccionada del
grupo que consiste de FrpC y FrpA/C;

c) por lo menos una proteina de adquisicién de Fe Neisserial
seleccionada del grupo que consiste de TbpA alto, TbpA bajo, LbpB,
Lipo28 y NMB0964; o

d) por lo menos una proteina asociada con la membrana
Neisserial, preferiblemente proteina de membrana exterior integral
seleccionada del grupo que consiste de PiiQ, OMP85, y GNA1870;

y en donde los antigenos, cuando estan presentes en una

vesicula de membrana exterior, han sido regulados en forma

ascendente en la vesicula de membrana exterior.

2. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion

1, la cual es una composicién de subunidad.

3. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion

2, en donde al menos un antigeno de autotransportadora Neisseriai

e
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comprende el dominio pasajero de Hsf y el al menos un antigeno
diferente es seleccionado de la siguiente lista: FhaB, NspA, el
dominio pasajero de Hap, el dominio de superficie expuesta de

OMP85, FrpC, LbpB, y Lipo28.

4, La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion
1, que comprende una preparaciéon de vesicula de membrana
exterior, en donde los antigenos han sido regulados en forma
ascendente (preferiblemente recombinantemente) en la vesicula de

membrana exterior.

5. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién
4, en donde al menos un antigeno de autotransportador Neisserial
comprende Hsf y el al menos un antigeno diferente es seleccionado
de la siguiente lista: NspA, Hap, OMP85, ThpA (alto), ThpA (bajo),
LbpB, PilQ, yGNA1870;

en donde el Hsf y el al menos un antigeno diferente son

regulados en forma ascendente en la vesicula de membrana exterior.

6. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién
1, que comprende una composicion de subunidad que tiene unoc o
mas de los antigenos, y una preparacion de vesicula de membrana
exterior que tiene por lo menos un antigeno, el cual ha sido regulfado

en forma ascendente en la vesicula de membrana exterior.
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7. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién
6, que comprende una composicion de subunidad y una preparacion
de vesicula de membrana exterior, en donde la composicién de
subunidad comprende por Io menos uno de los antigenos
seleccionados de la siguiente lista: FhaB, NspA, el dominio pasajero
de Hsf, el dominic pasajero de Hap, el dominio de superficie
expuesta de OMP85, FrpC, LbpB, Lipo28; y en donde la preparacion
de la vesicula de membrana exterior que tiene por lo menos un
antigeno el cual ha sido regulado en forma ascendente en la vesicula
de membrana exterior ,comprende al menos un antigeno regulado en
forma ascendente seleccionado de la siguiente lista, e! cual es
diferente de al menos un antigeno en las composiciones " de
subunidad: NspA, Hsf, Hap, OMP85, TbpA (alto), TbpA (bajo), ., LbpB,

PilQ, y GNA1870.

8. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 4-7, que comprende por lo menos dos preparaciones
diferentes de vesicula de membrana exterior de ia reivindicacion 4 o

5.

9. La composicion inmunogénica de acuerdo con las

reivindicaciones 1 o 4-8, en donde ademas se selecciona NspA.

10. La composicién inmunogénica de acuerdo con las

reivindicaciones 1 o 4-9, en donde ademas se selecciona OMP85.
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11. La composicion inmunogénica de acuerdo con as
reivindicaciones 1 o 4-10, en donde el al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial comprende Hsf y el al menos un

antigeno diferente comprende ThpA (alto).

12. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 4-11, en donde el al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial comprende Hsf y el al menos un

antigeno diferente comprende TbpA (bajo).

13. La composicion inmunogénica de acuerdo con fas
reivindicaciones 11 o 12, que ademas comprende unoc © mas
antigenos adicionales seleccionados de una lista que consiste de

Hap, LbpB y OMPB85.

14, La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-13 que comprende al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial seleccionado del grupo que consiste de
Hsf yHap;

FhaB;

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste FhaB, Hsf, LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, TbpA (bajo), TbpA

(alto), PilQ, GNA1870, NspA, , Lipo28, y NMB09E64.
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15. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-14, que comprende al menos un antigeno de
autotransportadora Neisserial seleccionado del grupo que consiste
de Hsf y Hap;

NspA;

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de: NspA LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, TbpA (bajo), TbpA

(alto), PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

16. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-15, que comprende al menos un antigeno de
autotransportadora Neisserial seleccionado del grupo que consiste
de Hsf y Hap;

ThpA (bajo);

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste deLbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, TbpA (alto), TbpA (bajo),

PilQ, , GNA1870y NMB0S64.

17. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-16, que comprende al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial seleccionado del grupo que consiste de
Hsf yHap;

TbpA (alto);
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y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste deLbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, ThpA (alto), PilQ, GNA1870,
Lipo28, y NMB0964.

18. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-17, que comprende al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial seleccionado del grupo que consiste de
Hsf y Hap; OMP85;

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: FrpC, FrpA/C, PilQ, GNA1870, , Lipo28, y NMB0O964.

19. La composicidn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-18 , que comprende al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial seleccionado del grupo que consiste de
Hsf y Hap,; FrpC,

y al menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: PilQ, GNA1870, y NMB0964.

20. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-19, que comprende al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial seieccionado del grupo que consiste de
Hsf y Hap;
GNA1870;
y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: Lipo28, y NMB(0S64.
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21. La composicién inmuncogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-20, que comprende al menos un antigeno de
autotransportador Neisserial seleccionado del grupo que consiste de
Hsf y Hap; Lipo28,;

y por lo menos un antigeno adicional el cual es NMB0S64.

22. LlLa composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 4-21, en donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva la preparacién de la vesicula de membrana exterior ha
sido diseflada para asi regular de manera descendente la expresion

de uno o méas de IgtB o IgtE, preferiblemente el primero.

23. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 4-22, en donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva la preparacién-de la vesicula de membrana exterior es
incapaz de sintetizar el polisacarido capsular, y ha sido
preferiblemente disefiada para asi regular de manera descendente la
expresion de uno o mas de SiaD, crtA, ctrB, ctrC, ctrD, SYynA
(equivalente a synX y SiaA) o synB (equivalente de SiaB y synC

(equivalente de siaC), preferiblemente SiaD.

24. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 4-23, en donde una célula huésped a partir de la

cual se deriva la preparaciéon de la vesicula de membrana exterior ha
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sido disefada para asi regular de manera descendente la expresidn

de uno o mas de OpC, OpA o PorA, preferiblemente PorA.

25. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 4-24, en donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva la preparacidon de la vesicula de membrana exterior ha
sido diseflada para asi regular de manera descendente la expresion

de FrpB.

26. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 4-25, en donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva la preparacién de la vesicula de membrana exterior ha
sido disefiada para asi regular de manera descendente la expresién

de msbB y/o htrB, preferiblemente msbB.

27. La composicidn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-26, que comprende un antigeno derivado de

Neisseria meningitidis, preferibiemente el serogrupo B.

28. Las composiciones inmunogénicas de acuerdo con las
reivindicaciones 1-27, que comprenden un antigenoc derivado de

Neisseria gonorrhoeae.
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29. La composician inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-28, en donde todos los antigenos neisserial se

derivan de N. meningitidis, preferiblemente del serogrupo B.

30. La composicidn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-29, que ademas comprende uno o mas

polisacaridos u oligosacaridos capsulares bacterianos.

31. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion
30, en donde los polisacaridos u oligosacaridos capsulares se
derivan de bacterias seleccionadas del grupo que consiste de:
serogrupo A, C, Y y W-135 de Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae b, Streptococcus pneumoniae, Grupo A de Streptococci,
Grupo B de Streptococci, Staphylococcus aureus y Staphylociccus

epidermidis.

32. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
i
reivindicaciones 30 y31, en donde el polisacarido u oligosacarido

capsular esta conjugado a una proteina.

33. La composicion inmunogénica de acuerdo con las

reivindicaciones 1-32, que comprende un auxiliar.
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34. La composicién inmunogénica de acuerdo ¢on la reivindicacion
33, que comprende sales de aluminio, preferiblemente fosfato de

aluminio,

35. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién

33 0 34, que comprende 3D-MPL.

36. Una vacuna que comprende la composicién inmunogénica de
acuerdo con las reivindicaciones 1-35, y un portador

farmacéuticamente aceptable.

37. Una vacuna que comprende uno o mas polinucledtido(s) que
codifican al menos una proteina de autotransportador Neisserial y al
menos una proteina diferente cuya expresidon se conduce a través de
un promotor eucariético, en donde al menos una proteina de
autotransportadora Neisserial es seleccionado del grupo que
consiste de Hsf y Hap, , y la al menos otra proteina diferente se

selecciona de las siguientes categorias:

a) por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada del
grupo que consisfe de FhaB, NspA, Hsf y Hap;
b) por lo menos una toxina Neisserial seleccionada del

grupo que consiste de FrpC y FrpA/C;
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c) por lo menos una proteina de adquisicion de Fe Neisserial
seleccionada del grupo que consiste de TbpA alto, TbpA bajo, LbpB,
Lipo28, y NMB0S64; o

d) por lo menos una proteina asociada con la membrana
Neissertal, preferiblemente proteina de membrana exterior integral

seleccionada del grupo que consiste de PilQ, OMP85, y GNA1870.

38. Un método para hacer la composicidn inmunogénica de acuerdo
con las reivindicaciones 1-35, que comprende un paso de mezclar

juntos por lo menos dos antigenos de Neisseria.

39. Un método para hacer la vacuna de acuerdo con la
reivindicacién 36, que comprende el paso de combinar la
composicidén inmunogénica de las reivindicaciones 1-35 con un

portador farmacéuticamente aceptable.

40. La composicidon inmunogénica de la reivindicacion 14 que
comprende Hsf;

FhaB;

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de: LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, TbpA (bajo), ThpA (alto),

Hap, PilQ, GNA1870, NspA, Lipo28, y NMB0964.
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41. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 15 que
comprende Hsf;

NspA;

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de: LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, ThpA (bajo), TbpA (alto),

PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

42. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 17 que
comprende Hsf;

TbhpA (alto);

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del! grupo que
consiste de: LbpB, FrpC, FrpA/C, OMP85, PilQ, GNA1870, Lipo28, y

NMBO0964.

43. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 18 que
comprende Hsf,;

OMP85;

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: FrpC, FrpA/C, PilQ, GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

44, La composicion inmunogénica de la reivindicacion 12 que
comprende Hsf,

FrpC;

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: PilQ, , GNA1870, Lipo28, y NMB0964.

/90
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45. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 20 que
comprende Hsf;

GNA 1870,

y por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que

consiste de: Lipo28, y NMB0964.

46. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacién 21 que
comprende Hsf, Lipo28,

y por lo menos un antigeno adicional que es NMB0964.

47. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacién
4, en donde los antigenos se han regulado de manera ascendente en
la vesicula de membrana exterior a través del crecimiento de una

cepa madre de Neisseria bajo condiciones limitadas de Hierro.

48. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion
6, en donde al menos un antigeno regulado de manera ascendente en
la vesicula de membrana exterior ha sido regulado de manera
ascendente a través de! crecimiento de una cepa madre de Neisseria

bajo condiciones limitadas de Hierro.

%
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e
AIGANTRAADGT U TACA T GCA T TATC T T TASTAR RAAGCACACCRL CATI ITTHC CTRGCCCIAACT
BECAACAG U IANGGCAR GG TAAALAGSIM GCAG T ICAATTI L1 3 T CAST BARARCT TCANGIUAC
CITTEOMGCARACTCANAACCRC CTTARMACTTTCHICTRCIC TIMATTTIC SN IGAGTE TRATAT TG
CCTGOCCATGUOCARATT ACCACCHACANM T CARCR LS TARAAR SO RS CACG TOO P TATC P I ARALC
ARCACTHE TCCOICCTTG S FAALTATCCAR ACTCOC AR T S AMCUCOS AT MOAOC P ATAR D L C T ATALT
CAGTTTGATC!L TIACAAL RALGGE HCACTG TTAANCAACO ACCG T AACAR TARNTCCA TT TN TGO TR AN,
GECACTHOGCAA TTAAL T I TRAAMTGROCTACG OO C TACAC STAGCAN CTCAACAGCATOR TTACSYS TA
EOCGTCAMMAGGCCOAMGTAAT AT TCON AR COCARDCACA  TACOG TTANTV G OSISRGCTI TARA
ARG CEATCINGECAT I TAR T TASCRGTUOG CCOUARA T AARLRCCS THCAC TRACKGGAT T
GATGTGUG TC MG ACRA TTEACOU TAGGAGCAC SAK T TOC AATAATAARDSOAGRG SONACTACA OC
COBUTALTTOCTOG TGCA ST IO T T 3TAGGE A AL T TACAG IS TAN A RS CTCE OGO TT T TACOGET
CCMCARRAATAGAT TAOOC AGLGGCOAAATCASTG GG T ACOCOAGCOS G TACCAALC.CALTATT
OCCCTTEATAC WCOGCACTGANNGETATATACCOCGACAG T ATCACALTER TTHCCAN TR AMARANGC
GRS TCRAAAATOCC S0CACACTCRARBCICCOARITA AN TGR T TUTCACT FOOTCR GG UCSCAT™
G RB OO S CATOGCONC CACTE ICIA TG RCCUARGETTCAUCOACT T ATC TOTCCATOl AR,
RO GARNA RS OAGC G GCATICACATTTATCT CCAA T TUGTC O RATCOANAG AN T I CTTA ™G
GTTATICACACGIONTARGR TATCA TTE I 3TRANRAACH U TEC TRZAGART ARCOSCAGTRAMCR
ACTANCACCCTAT TAAA LG OTS A TAN T IO C AT TCARAGCARRAC TRATOTOAN AN TCCU AR
OGS CT AT TG TCGCOANSOC LG ACCA TR T ARG ACO CCADTA TICAUAC TUGCACTACD
GTATACACTIVLAGCAAAGGCAR T SCOTRATTAGS mAATAR T ACAORC AT TACCHZAGCACATGITACE
GIATTATCCAAGICACCRTCRGCRG T CHCCUTAATAC A GO CANAGA LA GUAC R ORI TOGAAYICA
GBCAAA I TOT TROGAACCTICAN AGT L ACC TCOCA TAT OO T TAR AN GAACO AGTATC ARG
AR O AR NAGCTIS T TTACTOG A ACGATAR AT TR G CORA AACTACIAR TCTGARLTACTO O
GOCARTCTOTANGFT SR TACAGATAAR AL CTCAR T T TCAA TG ITGA TAAAMGA T ITAT TG SO AGE
ATCUATTTOAMATCOBATAACCT IGECCR T AT TALCGS SR RCTAR AR CCCT ORI TOOC TC AARAGAC
RTGAGTOTOHARICT GLCTORCTIRAATET TATE AN TACCRA T ETECC I ACCAIM TOCGE AA L CTROA D
ATTCHEFCMICCAA NG CARTATICACC T T COCAATACCARICTGAN UGCAG SUAASSCTCTCCARALT
ACCGUATTGCARICCAATATCR T TCAGA S COT TCA TR HOTT O TG CAIACGG TCR ATATCL T A
TTRICCARCGGTAA TG COACTTIACORGTCACA R TACC CICACNY CAAGICCOATCTUAATCNAGAA
TOGG TTGATARALCO T CTO AR TAGACAN TACCARTA TCAC TR AT CT R ACOAGR TA' T TANETTS
TG SICRACCO T ATTCAL T TS 2 THAC O ARAR CAACGCAA T TCAR T CE ACOIAA AL SATATUAGS
NICARRA L AN GG T I AR TGO ST AR A AR T T AC AT OCATAC A A ARSOGLGICA T TG AAL
ATICATTOOFACCGUOCA TTGAGCATA AR TACCAWNUTOARTOTACCCATANTACEC AT TTART
GCACARCRUGAGCRIS TANCLCTCALCCAMG TAGA TG TR COCACACLFICATC TRAGCATTRACLANS
ACCCACATITOG CARAACGACAARCTECCT T GCCARC AN CTIE TS T TARCCOTG TATTROIALTE
AATOOGC GO TAT TOCCARA TTOOCGACAR CANTACOT T RAAC N CCG TG AR TCAR T TTACTG OO0 0T
RGO AGTC AACCEONGCARC AT CAR T TUGAGTAL COT T TCRAC S ARMBC TT TUGAAGA T AR TICH
GAATTARRACC AT TGN O REACGI T TOAR T R TOA NS A T ANDOCC ACAT T AR CEATUEACOTAN:

FIG. 6
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RACCOCALCAGTANAIATACCRACC ARG EA TN AT ICGURARA T TGN IGT T ITCIAL AARAGTR
RN TG NG E TR Ao T AG T T NI TTTO I TCAT TARAL GUARNG S CAATATS C3 TOTS G TACA
BEAINANCIG AT TAAGKCG T TCTARART TACAL TOGST MMAAACT FOATTU TOSC CAC TR OCAANG 30
AATT NERA TATCEARG TG TRAR DA T A TTCAG TRAT AL ST TOOTALAL ARG R DO CTCANT T
FACCAMAN T COAAMIEA T TAGARCAN A AAT TGOS T MICTCARRA ARG CTSGCOTARMANITARSCTO
AT AR O A MEA R ARG U T SO TR A NAT T LA AQC AT AR AL BCANG T A RN
GUIAAALPA ZCEMWAG BTARBACGAATRCI T SARGCCAA T U7 U TOTOCACAAANTA TTAADTTORT T I
QoA NAGOCAT 26 MG TR I00E TTOMER TR T A DR T O R AR CT A DT TCACI LG R RO
GUATTGCTAAAC G CAGT AN TTCA ZAGE ICUCTE ST R TT CTRATTO MO «CATAACCAR OIS TA TGAA
RIMIGCARICCCACCTAD AMIAGTCACTALUACA ® A0 STHICT S TALR (AN CCTTCACH T TS ALCIGA
CITACROGIS L AAMITAT TUATCT AGC TG OGS TAC PCOAT A THCACH PATTAT TAYCOG TGCATIOCAA.
ATCRARSCICCITCAGTCAG CATASACATCAINICO VA TAG THATAT TG TACT: CAGG CTR A ALARAAL
GATARC AT T TCTTRAMACCAAAGE TANIAUCIHG TRAAAATCATCANAAARACCA L TTTTALUAGE
ACCOCUUACTACCTIATTA TAL ZAGC I COOITURACTTHOACCOCCA. CRRTATAACCCTTCAC SLADTC
GO CAACATOGAACC MAATACCACU UG TTOANT O COC TAC AGI T AA R MM COC TOFTIUCGL TG
QMG UTRICTHIT GOCARAR CAN SO CA PO IAAS L AOGACTTU IR T CURRAAL AN SUCSST™T
ATOGGEATO RMIGTAGGTAMATCART TACRITAAN ACCAAT TGA M EARACTRARTT G L MGG
TG OCCAAAC TG I DAL O I TEALGCT SO T LN TGO T OARGS TR I CAAM T T RAMALC
AUG ITARTCOG TGO ACA FTCHARC L U MG TGO AL ARG DG T T BA T OO AARL TTA TCOT
PANRWAT TUTGA A COOTA LT AR T L QO RAGARAMA TTARRA M CAAL AR SOTAB2CAG ZALCAL
GO IR CGU M CA S ACTATVCOR AR IS O S0 AR TG CU ARG MLES AL OO TACT SOC O AT
AT ICCCU TIAC TATA TG T 20ACA T T "R AN T TG AAAA T AR TOGAR D AN TCUS
ARACROCCCGAD T N 20 TR TC O AAACAAC T ICAAL TRG N EAANAACAC TR S TCUUCALT A TCROCAT
CRICRITA STOP ~3°

FIG. 6 {continuacion)
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TRADUCCION OFICIAL No. 091/05 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN FRANCES,
EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO DEL
TRADUCTOR. ESTA £S UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 15 DE
MARZO DE 2005 POR JEAN-JACQUES TURPIN, CE.: 193849 DE BOGOTA,
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL SEGUN RESOLUCION No. 2680/91 DEL

19 DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE
COLOMBIA,

Autenticaciones que se hallan a continuacién de un documénto de cesion conferido
en inglés y espafol por (1) Frangois-Xavier Jacques BERTHET, (2) Ralph
BIEMANS, (3) Philippe DENOEL, (4) Christiane FERON, (5) Carine GORAJ, (6)
Jan POOLMAN vy (7) Vincent WEYNANTS, quienes declaran ceder a la sociedad
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., una compania orrganizada bajo las leyes
de Bélgica, domiciliada en Rue de I'nstitut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica, todos sus

derechaos, titulo e intereses sobre su invencion tal como describe: COMPOSICIONES

DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDE UNA_COMBINACION DE

ANTIGENQS, en lo que concierne 3 la Repubiica de Colombia.

Firma ilegible de Ralph BIEMANS, Philippe DENOEL, Christiane FERON, Carine

GORAJ, Jan POOLMAN y Vincent WEYNANTS, los dias 10, 11 y 14 de febrero de
2005.

Legalizacion de la firma de Philipbe DENOEL, Ralph BIEMANS, Christiane FERON,
Carine GORAJ, Vincent WEYNANTS y Jan POOLMAN por el Sefor Dominique

Vinel, Notario en Rixensart, Genval. Dado en Rixensart, el 15 de febrero de 2005.

Sello: Dominique Vinel, Notario en Rixensart (Genval)

o nes v OF/O5

IEAN » JAQQUES H. TURPIN

lraducicr o Intémprele Oticial
1 RANGES - ESPANOL

Ras. Minjusticis Mo, 2580/91



APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. -  Pais: Bélgica

El presente documento publico

2. - ha sido firmado por el Sedor Vinel Dominique ~

3.-  obrando en calidad de Notario : :h

4. - con sello de Notario en Rixensart -
CERTIFICADO | :

5 -  En Bruselas 6. - El 16 de febrero de 2005 :

7. -

Par el Servicio puablico federal de Relaciones Exteriores, Comercio exterior y

Cooperacion para él Desarrollo

8 - Bajoel nL'Jmero 9805050216185638

9. - Sello: Servicio publico federal de Relaciones Exterior'é;, 'Comef‘cio exterior y
Cooperacion para el Desarrollo

10. - Firma ilegible de A. VERFAILLE,

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en los archivos de esta oficina
para confrontacion y a la cual me remito.

Traduccion oficial No. 091/05. irducke Oficat o, () 9.7 os
_ IEAN o JAQQUES H. TURPIN
Traductor: Jean-Jacques Turpin Tracuctor o Inbeprete Olicial
) FRANCES « ESPANOL
Bogota, D.C., 15 de marzo de 2005, Res. Minjusiicia Mo, 2680491
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Colambita

FASE LLOTI S CLEAGHO & CO.

ASSIGNMENT

CESION

I/We, Francois-Xavier Jacques BERTHET,
Ralph BIEMANS, Philippe DENOEL.,
Christiane FERON, Carine GORAJ, Jan
POOLMAN and Vincenlt WEYNANTS

By means of this document assign to:
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

a company organized under the laws of
Belgium,

domiciled in Rue de I'Institut 89, B-1330
Rixensart, Belgium

(hereinafter referred to as the ASSIGNEE), all
my (our) rights, title and interest in and to my
{our) invention for a new and useful
unprovemen! entitled and as fully set forth and
described in:

NEISSERTAL VACCINE COMPOSITIONS
COMPRISING A COMBINATION OF
ANTIGENS

So far as the Republic of Colombia is
concerned.

Place and date:

Francois-Xavier Jacques BERTHET

Place and date: ﬂ“’\v@b’ao& \ fb-gv&bn
(0 Tabs ooy

Fhilippe I%‘E%

Yo/Nosotros, Francols-Xavier Jacqus BFRTHET,
Ralph BIIMANS, Philippe DENCEL, Christiane
FERON, Carine GORAJ, Jan POOLMAN y Vincent
WEYNANTS :

por medio de la presente cedo (cedemos) a
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

una compaiiia organizada baja las leyes de
BELGICA, '

domiciliada en Rue de I'Institut 89, B-1330
Rixensart, Bélgica

(de ahora en adelante el CESIONARIO), todos
mis (nuestros) derechos, titulo € interes sobre mi
(nuestra) invencion tal como describe en:

COMPOSTICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAT,
QUE COMPRENDEN UNA COMBINACION DE
ANTIGERQOS

En lo que concieme a la Republica de Colombia

Place and date:

; 5%’{,,—'(/‘-'—; el 2

Ralph BIEMANS

Place and date: L xensodd Bdgiaan

Aa Felo Doos

Christiane FERON

faQXOmoawiiJ%Efaﬁum~—-




Place and date: &U‘Cﬂ.m O\,L_\/ (BQJX—LLH’\
| F?JJ A4, doo¥

Carine GOI’\A] “

Place and date: E ’I&W‘/“-J B’Q}:f)mﬁ

1h ﬁLMw/ 2405
U{ \f{-ii’

Vincent WWEYNANTS

Place and date:

Jan P%} ‘

Vu par nous Notalre D. Vinel &

Genval pour legalisation de la signature
(des signatures) apposée(s) ci-dessous par
1) Mr. Philippe DENOEL;

2) Mr. Ralph BIEMANS;

3) Mme Christiane TERON;
4} Mme Carine GARAJ;

5) #r. Vincent WEYNANTS:
6) Mr. Jan POOLMAN.
Rixensart, le 15 02/2005.




APOSTILLE .
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pays: Belgique
2. Le présent acte public a &té signé par:  Vinel, Dominique
3. agissant en qualité de: Notaire

" 4. est revétu du scean / timbre de: ! Notaire

Rixensart
Attestd _ o a
S.ABruxelles ™ =~ 76 Le: 161022005

7. par le Service public fédéral Aﬁ‘alres étrangéres, Commerce exteneur et .
Codpération au: Développement™ . . . 2

9805050216185638

o 4

8. sous Ie n°:




Colombia

ASSIGNMENT

1, Frangois-Xavier Jacques BERTHET
By means of this document assign to:

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

A company organized under the laws of Belgium,

Domiciled in Rue de 'Inatitut 89, B- 1330 Rixensart,
Belgium

(hereinafter referred to as the ASSIGNEE), all my rights,
title and interest in and to my (our) invention for a new and
useful impravement éntitled and as fully set forth and
described in:

NEISSERIAL VACCINE COMPOSITION

COMPRISING A COMBINATION OF
ANTIGENS

So far as the Republic of Colombia is concerned.

Place and date: Barcelons, Spain
Feb, 25", 2005

B41315

CESION

Yo, Frangois-Xavier Jacques BERTHET
Por medio de la presente cedo a

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.
Una compaiiia organizada bajo las leyes de Bélgica

Domiciliada en Rue de 'Institut 89, B~ 1330 Rixensart,
Bélgica

{de ahora en adelants ¢l CESIONARIO), todos mis
derechos titulos ¢ interés sobre mi invencidn tal
como describe en:

COMPOSICIONES VACUNAL CONTRA
NEISSERIA CONTENIENDO UNA
COMBINACION DE ANTIGENOS

En lo que concierne a la Repiblica de Colombia

Lugar y fecha:  Barcelona, Espaiia
25 de febrero 2005

Frangois-Xavier Jacques BERTHET

DiLl... /.
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residencia enla presente ciudad. SRS
'DOy fe de la Iegitimidéd‘ﬁe fa firma de D.r FRANCOIS XAVIER JAC.QUES

BERTHET con NIE X3749877-A por haber sido puesta en mi p‘resen'cia Y préviamente
identificada por su Documento de Régimen Comunitario de Extrahjerbé. |

l.‘ ‘:'En Granollers, a veintié.uatro de febrero de dos mil cinco.
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646102403
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1272004

L% 0,y 38500
APOSTILLE {0 legalizacién inica)
(Conventién de 1a Haye du 5 de octobre, 1961-Real Decreto/1978,
de 2 de octubre)

1. Pais ESPARNA

El presente documento publico

1\

ha sido Firmado Por D. Vicktor Mateu Porcar-------.o---m.__.
3. Actuando en calidad de Notario, en legitimacién de firma--
de D. Frangois Xavier Jacques Berthet, puesta al pie de un
documento de cesidn, libro indicador ne. 931, de fecha 24-
de febrero de 2005.------oo L _______
4. Se halla sellado/timbrado can el de su Notaria.
CERTIPFPICADO

5. En BARCELONA 6. El 02 de Marzo de 2005.

7. Por DON ANTONT BOSCH I CARRERA, Censor Sequndo.

8. Con el N° . -115461-
. Sello/timbre: 10. Firma: )
. F“‘t'-'
0 15 SELLODE s .
=11% LEGITHACIONES ¥ '
€ . LEGALIZACIONES - :

2 KIMIL PRINS Fipg
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Antoni Bosch ﬂ Carrera
Censor Sedundo
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