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VACCINES FOR BROAD SPECTRUM FPROTECTION AGAINST
DISEASES CAUSED BY NEISSERIA MENINGITIDIS

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
This application claims the benefit of earlier-filed U.S. provisional application serial
no. 60/221,495, filed July 27, 2000, which application is incorporated herein by reference in
its entirety.

STATEMENT REGARDING FEDERALLY SPONSORED RESEARCH
This invention was made with government support under grants no. Al46464 and
Al45642 awarded by the National Institute of Allergy and Infectious Diseases, and the
National Institute of Health. The government may have certain rights in this invention.

FIELD OF THE INVENTION
This invention relates to broad-spectrum vaccines for the prevention of diseases
caused by Neilsseria meningitidis, especially serogroup B.

BACKGROUND OF THE INVENTION
_ Neisseria meningitidis is 8 Gram-negative bacteria which colonizes the human upper
respiratory tract and is responsible for worldwide sporadic and cyclical epidemic cutbreaks
of, most notably, meningitis and sepsis. The attack and morbidity rates are highest in
children under 2 years of age.

Like other Gram negative bacteria, Neisseria meningitidis typically possess a
cytoplnsm:c membrane, & peptidogiycan layer, an outer membrane which together with the
capsular polysaccharide constitute the bacterial wall, and pili which project into the outside
environment. These surface structures mediate infection and interact with the host immune
system. For example, a first step in infection with Neisseria is adherence to target cells,
which is thought to be mediated by the pili and, possibly, other adhesins such as Opc.
Protein, phospholipid and polysaccharide components of the outer membrane have been
reported to elicit an immune response.

Nelsseria meningitidis spp. can be divided into serologic groups, types and subtypes
on the basis of reactions with polyclonal (Frasch, C. E. and Chapman, 1973, J. ligfect. Dis.
127: 149-154) or monoclonal antibodies (Hussein, A., MONOCLONAL ANTIBODIES AND N.

MENINGITIDIS, Proefschrift. Utrecht, Nederland, 1988) that interact with different surface
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Given the prevalence and economic importance of invasive Neisseria meningitidis
infections, it is not surprising that many attempts have been made to develop treatments.
Although these infections can be treated with antibiotics, about 10 to 20% of treated patients
die, and many survivors are left with permanent neurologic sequelae, such as amputation,
neurosensory hearing loss, and paralysis. Also, microorganisms can develop antibiotic
resistance. Thus, prevention with vaccines is a preferable mode to contain the spread of
infection.

Because the polysaccharide capsule is one of the cutermost structures of pathogenic
Neisseria meningitidis, it has been a primary focus of attempts to develop vaccines.
Different preparations of capsular polysaccharides heve been used to control the outbreaks
and epidemics of the serogroups A, C, Y and W-135, as mono-, di-, tri- or tetravalent
vaccines (Gold et al., 1969-1970, Bull. WHO 45: 272-282; Gotschlich et al., 1969, J. Exp.
Meal. 129: 134-136; Hanking, 1982, Proc. Soc. Biol. Med. 169: 54-57;U.S. Pat. No.
6,080,589). However, capsular polysaccharide vaccines suffer from: poor or no-response to
polysaccharide C in children under 2 years of age; thermolability of polysaccharide A;
difficulties regarding the induction of immunologic tolerance after vaccination or
re-veccination with polysaccharide C (Granoff et al., 1998, J. Jnfect. Dis. 160: 5028-5030;
MacDonald et al., 1998, JAMA 280:1685-1689; MacDonald et al,, 2000, JAAA 283: 1826-
1827). To circumvent these immunologic properties, polysaccharides from serogroups A
and C have been covalently coupled to protein carriers to meke “conjugate” vaccines. In
contrast to plain polysaccharide vaccines, these conjugate vaccines are highly immunogenic
in infants, upon re-injection elicit boostable increases in serum anticapsular antibody
concentrations, and prime for the ability to generate memory antibody responses to a
subsequent injection of plain polysaccharide (Campagne et al. 2000, Pediat. Infect, Dis. J.
19: 144-150; Maclennan et al., 2000, JAMA 283: 2795-2801). Conjugste vaccines with
similar properties have been highly effective in preventing invasive diseases caused by other
encapsulated bacteria, such as Haemophtlus influenzae type b or Streptococcus pneumoniae.

The capsular polysaccharide (PS) of serogroup B Neisseria meningitidis is a very
poor immunogen in humans (Wyle et al., 1972, J. Infect, Dis. 126. 514-522; Zollinger, et al.,
1979, J. Clin. Invest. 63: 836-834; Jennings et al., 1981, J. Jmmmmol. 127: 104-108). Further
attempts to improve the polysaccharide’s immunogenicity through conjugation to protein
have been unsuccessful (Jennings et al., 1981, J. Immumol 127. 104-108). To enhance the
immunogenicity, the meningococcal serogroup B capsule polysaccharide (MenB PS) has
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been chemically modified (N-propionylated group was substituted for the N-acetyl group of
B polysaccharide) and coupled covalently to a protein carrier (N-Pr-MenB PS-protein)
conjugate. The vaccine induces in mice high titers of IgG antibodies which are bactericidal
and protective (this concept is described and claimed in U.S, Patent No. 4,727,136, issued
Feb. 23, 1988 to Jennings et al.). This vaccine also is immunogenic in sub-human primates,
inducing serum antibodies that activate complement-mediated bacteriolysis (Fusco et al.,
1997, J. Infect. Dis. 175: 364-372). In bumans, such antibodies gre known to confer
protection agninst developing meningococcal disease (Goldschneider et al, 1969, J. Exp.
Med. 129:1307). However, a subset of the antibodies induced by this vaccine have
autoantibody activity to unmodified MenB PS (i.e. N-acetyl-MenB PS), Granoff et al., 1998,
J. Immmnol, 160 5028-5036, which raise serious safety concerns about the use of this
vaccine in humans. Therefore, investigators have sought alternative approaches to develop a
safe and effective vaccine for prevention of disease caused by serogroup B struins.

Other groups have focused on surface proteins as vaccines. For example, the
principal protein component of the pilus, pilin, elicits an immune response; however, so
marny antigenic variants exist and continue to develop that vaccines against the pilus protein
have not been highly effective. See, U.S. Patent No. 5,597,572, In other examples, vaccines
have focused the highly conserved Neisserial surface protein A (NspA) (see, e.g., PCT
Publication No. W(096/29412). Although the gene is highly conserved and expressed in
virtually all strains, both polycional and monoclonal antibodies prepared against
recombinant NspA are bactericidal and/or provide protection, against only about 50% of
genetically diverse strains (Moe et al, (1999 Infect. Immun. 67: 5664; Moe et al. Infect
Immun. 2001 69:3762). These observations suggest that recombinant NspA alone will not
provide adequate protection against a broad spectrum of Neisserial strains.

Still other groups have used membrane preparations to induce immunity. In general,
attempts to produce a meningococcal B vaccine based on outer membrane vesicles used
repeated immunizations with material prepared from a single strain or repeated
immunization with . accine containing vesicle antigens from multiple straing. When the
vaccine contained vesicle antigens from more than strain, the resulting bactericidat antibody
titers of infants or children given two or three doses were low (Cartwright K et al, 1999,
Vaccine; 17:2612-2619; de Kleinjn ED et al, 2000, Vaccine, 18:1456-1466), In these
studies, and in & study done in cynomolgus monkeys (Rouupe van der Voort ER, 2000,
Vaccine, 18:1334-1343) there also was evidence of immune interference between the
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responses to the different antigen. When repeated immunization with vesicles from a single
strain was uged, higher antibody titers resulted but the spectrum of antibody reactivity was
limited to only a few strains that tended to be serologically similar to each other (Teppero et
al., 1999, JAMA 281:1520; and Rouupe van der Voort ER, 2000, Vaccine, 18:1334-1343).
Our experiments in laboratory animal models, which are described below confirmed this
latter observation. Antisera from control animals given two sequentia] immunizations of a
outer membrane vesicle vaccine prepared at the National Institute of Public Health, Oslo,
Norway, from & single Neisseria meningitidis serogroup B strain, H44/76 (B:15:P1.7,16;
“Norwegian vaccine™), reacted by flow cytometry and were bactericidal against onfy
serogroup B strains that were of the same serosubtype (i.¢. P1.7,16) or strains having an
epitope similar to the P1.16 epitope (such as P1.10-4 strains).

Humans are the only known reservoir for Neisseria meningitidis spp. Accordingly,
Neisserial species hetve evolved & wids variety of highly effective strategies to svade the
buman immune system. These incinde expression of a polysaccharide capsule that is cross-
reactive with host polysialic acid (i.e. serogroup B) and high antigenic mutability for the
immunodominant noncapsular epitopes, i.¢. epitopes of antigens that are present at the
surface in relatively large quantities, are accessible to antibodies, 'and elicit a strong antibody
response.

Prior efforts to develop broad spectrum vaccines have been hampered by the wide
variety of highly effective strategies used by Neisserial species to evade the human immune
system. Because of these strategies, an immune response to a given strain will often not
confer effective immunity against other strains of Neisseria. The present invention
overcomes the disadvantages of prior art approaches to vaccination and elicits protective
immemity against a broad spectrum of Neisseria meningitidis strains, notably (but not
exclusively) including strains belonging to serogroup B.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention generally provides methods and vaccines for the prevention of
diseases caused by Neisseria meningitidis bacteria, particularly serogroup B strains.

In one embodiment, the mathod of the invention comprises: administering to a
mammal a first preparation of i) outer membrane vesicles (OMYV) of a first Neisveria
meningitidis spp., and/or ii) microvesicles (MV) released into a culture medium during
culture of a first Neisseria meningitidis spp., said administering of OMYV and/or MV being in
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a sufficient amount to immunologically prime and/or elicit an immune response to epitopes
present in said first preparation; administering at least a second preparation of i) OMVs of a
second Neisseria meningitidis spp., and/or ii) MV released into a culture medium during
culture of a second Neisseria meningitidis spp., said administering of OMV and/or MV
being in a sufficient emount to immunologicelly prime and/or elicit an immune response to
epitopes present in said second preparation; and optionally, but preferably, administering &
third preparation of i) OMV of a third Neisseria meningitidis spp., end/or ii) MV that are
released into a culture medium during culture of a third Neisseria meningitidis spp., said
administering of OMV and/or MV being in a sufficient amount to elicit an immune response
to epitopes present in said third preparation. Administration of the first, second, and
(optionally) third preparation results in induction of an immune response to epitopes present
in the preparations, wherein said response confers protective immunity against a disease
caused by Neisseria meningitidis spp.

In preferred embodiments, the first, second, and third Neisseria strains are
genetically diverse to one another, e.g., the first strain is genetically diverse to the second
strain, the third strain, or both the second and third strain.

In related embodiments, administration of the preparations is serial. Serial
administration of the preparations can be conducted in any order. For example, the
following orders of administration are within the scope of the invention (from left to right,
with the third administration being optional): OMV-OMV-OMV; OMV-OMV-MV; OMV-
MV-MV; MV-MV-MV; MV-MV-OMV; MV-OMV-OMV; OMV-MV-OMV; and MV-
OMV-MYV. Preferably, the order of administration is MV-MV-OMYV,

In other related embodiments, the preparations are administered as a mixture, where
the initinl admimstration of the mixture can be followed by one or more additional
administrations of the same or different mixture to serve as boosters.

In one specific embodiment, the invention involves serially adminigtering
microvesicles (MV) that bleb naturally during growth of Neisseria meningitidis and are
released in the culture medium (collected by separating the larger cells from the smaller
blebs and then pelleting the blebs) and/or outer membrane vesicles (OMV, prepared directly
from isolated outer membrane fractions). The OMVs and MV are prepared from
“genetically diverse” strains of Neisseria meningitidis, for example, strains that differ from
one another in at least one of serotype or serosubtype, and may be diverse at multiple genetic
loci, e.g., differ in both serotype and serosubtype, e.g., having different outer membrane
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Porin, PorA and PorB proteins. Further, the OMV and/or MV preperations can be given
sequentially in at least two, and preferably at least three administrations {e.g., injections) of
OMYVs or MVs from genetically diverse strains; four, five, six or more administrations are
also contemplated.

In another specific embodiment, the first Ne/sseria meningitidis spp. is @ member of a
first serosubtype; the second Neisseria meningitidis spp. is a member of a second
serosubtype, which second subserotype are different from the subserotype of the first
Neisseria merringitidis spp, and, where used, the third Neisseria meningitidis spp. is a
member of a third serosubtype, which third subserotype is different from the subserotype of
at least the first, and preferably both the first and the second, Nelsseria meningitidis spp.

In still another specific embodiment, the first Neisseria meningitidis spp. is a member
of a first serotype and of a first serosubtype; the second Neisseria meningitidis spp. is a
member of a second serotype and of a second serosubtype, which second serotype and
second subserotype are different from the serotype and subserotype of the first Neisseria
meningitidis spp, and, where used, the third Neisseria meningitidis spp. is a member of a
third serotype and of a third serosubtype, which third serotype and third subserotype are
different from the serotype and subserotype of at least the first, and preferably both the first
and the second, Neisseria meningitidis spp.

In one specific embodiment of the invention, & first administration is with
microvesicles (MVs) prepared from a serogroup C strain (e.g. RM1090 (C:2a:P1.5,2:13,7)).
The second administration is with MVs prepared from a second strain (e.g. BZ198
(B:NT:P1.4)), and the third administration is with outer membrane vesicles (OMVs)
prepared from a third strain (e.g. Z1092 (A:4,21:P1.10)). Sequentiel immunization with
vesicles and/or microvesicles prepared from genetically diverse Neisseria meningitidis
strains is referred to hereafter as the “CHORI vaccine” or “CHORI antigen.” Immunization
with a mixture of the first, second, and third preparations of the CHOR vaccine is referred to _
as "CHORI mix". .

" Inother aspects, the invention features a composition comprising & first preparation
selected from the group consisting of outer membrane vesicle (OMYV), microvesicles (MV),
or both OMV and MV from a first from a first Netsseria meningitidis species; a second
preparation selected from the group consisting of outer membrane vesicle (OMV),
microvesicies (MV), or both OMV and MV from a second Neisseria memingitidis species,
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wherein the second Neisseria meringitidis spp is genetically diverse to the first Neisseria
meningitidis species; and a pharmaceutically acceptable carrier.

In related embodiments, the composition further comprises a third preparation
selected from the group consisting of outer membrane vesicle (OMYV), microvesicles (MV),
or both OMV and MV from a third Neisseria meningitidis species, wherein the third
Neisseria meningitidis species is genetically diverse to the first Neisseria meningitidis
species. In specific embodiments, the first preparation of the composition comprises MV,
the second preparation comprises MV, and the third preparation comprises OMV,
Preferubly, the first and second Neisseria meningitidis species are genetically diverse in thet
they differ in at least ane of serotype or serosubtype, and, where included, the third and the
first Neisseria meringitidis species are genetically diverse in that they differ in at least one of
serotype or serosubtype. _

In still other aspects, the invention features a composition comprising at least one
isolated Neisseria meningitidis antigen, the isolated antigen being present in the composition
in an amount effective to elicit an immune response in 8 mammalian host, and being
characterized as a protein immunoprecipitated with anti-sera produced following vaccination
with the CHORI-vaccine, and having an apparent molecular mass selected from the group
consisting of about 80 kDa, about 59.5 kDa, sbout 40.7 kDa. about 39.6 kDa, about 33 kDa,
about 27.9 kDa, and 14.5 kDa; and a pharmaceutically acceptable excipient.

In another aspect, the invention features a composition comprising &t least one
isolated Neisseria meningitidis antigen, the isolated antigen bein; present in the composition
in an amount effective to elicit an immune response in a mammalian host, and being
characterized as a protein detected by Western blot with anti-sera produced following
vaccination of 8 mammal with the CHORI vaccine, and having an apparent molecular mass
selected from the group consisting of about 53 kDa to 57 kDe; about 46-47 kDa, sbout 33
kDa, sbout 20 kDa to 21 kDa; and about 18 kDs; and a pharmaceutically acceptable
excipient.

In another aspect the invention features a composition comprising at least one
isolated Neisseria meningitidis antigen, the isolated antigen being present in the composition
in an amount effective to elicit an immune response in a mammalian host, wherein the
antigen is from a protein that specifically binds 2 monoclonal antibody selected from the
group consisting of 1D9, 4B11, 9B8, and 14C7 (which antibodies are described herein and
deposited with the ATCC); and a pharmaceutically acceptable excipient.

8
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In preferred embodiments, the compositions having izolated antigens comprise at
least two isolated Neisseria meningitidis antigens.

In related aspects, the invention features methods for eliciting broad spectrum
protective immunity against a disease caused by a Neisseria meningitidis species, said
method comprising administering to a mammal at least one of the compositions comprising
isolated antigens as described above.

Preferably, the antigen compositions (e.g., OMV/MYV preparations, isolated protein
preparetions) may be administered to mammals, especially humans, that are
immunologically naive with respect to Ne/sseria meningitidis (i.c., have not been exposed to
antigens from Neisseria meningitidis, or have not been exposed insufficient amounts to elicit
a protective immune response). A specific embodiment of the invention involves
administration to human infants that are about five years old or younger, especially two
years old or younger.

In some embodiments of the inveation, prior to administration of antigen
compositions from Neisseria meningitidis, the individuals may have been primed by
exposure (through natural infection or edministration) to a Neisserial species other than
Neisseria meningitidis (or an antigen composition prepared from a Neisserial species).

Antisers obtained from mice immunized as described above bind to the bacterial cell
surface of a group of genetically diverse Neisseria memingitidis serogroup B strains, as
determined by flow cytometric detection of indirect immunoftuorescence. In one example,
sera from immunized mice were positive for eleven of 12 strains tested. These 11 included 3
meningococcal B strains with respective PorA and PorB proteins that were heterologous to
those of the meningococcal strains used to prepare the immunogens used for vaccination.
(By way of contrast, antisera from animals immunized with two injections of the above-
described “Norwegian OMYV vaccine™ reacted by fiow cytometry with only 5 of 11 strains.
All 5 had PorA and/or PorB proteins that were the same or closely related to those in the
“Norwegian” OMV vaccine.) The antisera from animals immunized with the “CHORI
vaccine” also elicited complement-mediated bacteriolysis in 11 of 12 strains, a good
predictor of protection against disease in humans (Goldachneider et al,1969, J. Exp. Med.
129:1307). Antibody binding to the bacterial cell surface, or complement-mediated
bacteriolysis, was not inhibited by the presence of excess soluble serogroup B
polysaccharide, evidence that the protective antibodies were directed against non-capsular
antigens.

9
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Antigera from mice immunized in a second example using the CHORI vaccine were
bactericidal against 14 of 14 strains tested including eight strains with serosubtypes that were
heterclogous from those used in the vaccine preparztions. In a third example, antisers
prepared from guinea pigs immunized with the CHORI vaccine were bactericidal against 9
of 10 strains tested including 5 strains with serosubtypes that were heterologous to those
expressed by the vaccine strains. Antisera to the CHORI vaccine prepared in mice in the
firat example and in guinea pigs in the third example also were highly protective against
bacteremia in the infant rats challenged with serogroup B bacteria. The immunization
protocol used herein generslly induces the immune system to converge on non-capsular
antigens that are common to the strains from which the MVs and OMVs are obtained. The
CHORI vaccine elicits antibodies against multiple cell surface epitopes, including, PorA,
possibly PorB, and conserved proteins such as Neisserial surface protein A (NspA), the class
4 protein, (reduction modifiable protein, Rmp) and other noncapsular antigens as yet

In generel, the vaccines of the present invention that employ sequential immunization
with antigenic material prepared from different strains (genctically diverse) have the
potential to confer protection against the majority of Neisseria meningitidis serogroup B
strains. This approach also has broad applicability for yaccination against Neisseria
meningitidis strains representative of other serogroups such as A, C, Y, or W-135, and also
against other members of the genus Neisseria.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 summarizes the results of meningococcal outer membrane vesicle vaccine
efficacy trials.

Figure 2 is a photograph of a 15% SDS-PAGE ge! of microvesicle (MV),
deoxycholate extracted microvesicle (DOC MV), outermembrane vesicle (OMV), and
deoxycholate extracted outermembrane vesicle (DOC OMV) vaccine preparations from
meningococcal strains Z1092 (A:4,21:P1.10), BZ198 (B:NT-P.1.4), and RM1090
(C:22:P1.2), respectively. Lane 1, molecular mass standerds. Lane 2, Z1092 MV. Lane3, -
Z1052 DOC MV. Lane 4, Z1092 OMV. Lane 5, Z1092 DOC OMYV. Lane 6, BZ198 MV,
Lane 7, BZ198 DOC MV. Lane 8, BZ198 OMV. Lane 9, BZ198 DOC OMV. Lane 10,
RMI1090 MV. Lane 11, RM1090 DOCMV. Lane 12, RM1090 OMV. Lane 13, RM1050
DOC OMV.

10
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Figure 3 is a series of graphs showing binding of anti-CHORI vaccine, anti-
Norwegian vaccine and control antisers and mADb to live encapsulated meningococcal B
strains MC58 (B:15:P1.7,16) and §3446 (B:19,14:P1.23,14), as determined by indirect
fluorescence flow cytometry, Al antisera were tested at dilutions of 1:20. The control mAb
is an anti-capsule-specific murine mAB (Granoff et al., 1998, J. Immmol. 160: 5028-5036).
The control antisera were pooled sera from mice immunized with proteins from the
supernatant culture of E. coli strain BL21 or guinea pigs immunized with the adjuvant,
aluminum hydroxide, alone. Note that the strain MC58 has the same serotype and
serosubtype as the strain used to prepare OMV for the Norwegian vaccine. The serotype and
serosubtype of strain S3446 is heterologous to the strains used to prepare both vaccines.

Figure 4 presents data regarding the bacterial cell surface binding of antisera
determined by indirect fluorescence flow cytometry

Figure 5 presents data illustrating the reactivity of CHORI antisera against N.
meningitidis serogroup A and C strains.

Figure 6 summarizes the results of a bactericidal assay testing anti-CHORI vaccine,
anti-rNspA, and anti-Norwegian vaccine antisera against meningococcal B strain 2956.

Figure 7 provides data showing the complement-mediated bactericidal activity of
antisera and antibodies.

Figure 8 provides data showing the complement-mediated bactericidal activity of
antisera from mice immunized with the indicated vaccines.

Figure 9 provides data showing the bactericidal activity of antisera from guinea pigs

Figure 10 provides data showing the passive protection in infant rats against
meningococcal B strain 8047 bacteremia by antisera and antibodies.

Figure 11 provides data showing the passive protection in infant rats against
meningococcal B strain 8047 bacteremia by guinea pig antisera.

Figure 12 is a photograph of a silver steined 15% SDS-PAGE gel of surface-exposed
proteins precipitated by anti-CHORI antigen antisera from non-encapsulated meningococcal
B strain M7. Lane 1, total protein from M7. Lans 2, proteins precipitated by murine anti-
CHORUI antisera. Lane 3, proteins precipitated by murine negative control antisera. The
pumbers on the left of the figure indicate apparent molecular mass in kDa.

Figure 13 is a photograph of 8 Western blot of a 15% SDS-PAGE gel of surface-
exposed proteins precipitated by anti-CHORI antigen antisera from non-encapsulated
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meningococcal B strain M7. Lanes 1 and 4, total protein from M7. Lanes 2 and 5, proteins
precipitated by murine anti-CHORI antigen antisern, Lanes 3 and 6, proteins precipitated by
murine negative control antisera. Anti-CHORI antigen antisera were used as the primary
detecting antibody in lanes 1 to 3 and an anti-PorA mAb MN16C13F4 (Rijksinstituut Voor
Volksgezondeid en Mileu, Biltoven, The Netherlands) that is specific for serosubtype P1.2
was used as the primary detecting antibody in lanes 4 to 5.

Figure 14 provides data showing the bacterial surface accessible proteins precipitated
by pooled antisera from mice sequentially immunized with MenC strain RM1090 MV,
MenB strain BZ198 MV, and MenA strain Z1052 OMYV.

Figure 14A provides additional examples of data showing the bacterial surface
accessible proteins precipiated by pooled anitsera from mice sequentially immunized with
MenC strain RM1090 MV, MenB strain BZ198 MV, and MenA strain Z1092 OMV.

Figure 15 is a photograph of a Western blot of a 15% SDS-PAGE gel of MV or
OMY preparations. Primary detecting antisera is pooled mouse anti-CHORI/CFA vaccine
antiserain lanes 1 to 3, pooled mouse anti-CHORI/Al(OPOs); in lanes 4 and 5, and pooled
guinea pig anti-CHORV/AI;(OPOs); in lanes 6 to 8. Lanes 1 and 6, MV proteins prepared
from strain RM1090. Lanes 2, 4, and 7, MV proteins prepared from strain BZ198. Lanes 3,
5, end 8, OMV proteins prepared from strain Z1092. The numbers on the left of the figure
indicate apparent molecular mass in kDa.

Figure 16 provides data showing the apparent molecular masses of proteins from the
indicated MV or OMV preparations thet are reactive with antisera from mice and guinea pigs
that were sequentially immmunized with MV from MenC strain RM1090 and MenB strain
BZ198, and OMYV from MenA strain Z1092.

Figure 17 provides data from ELISA showing the absorption of anti-LOS antibodies
from pooled antisera obtained from mice and guinea pigs sequentially immmized with MV
from MenC strain RM1090 and MenB strain BZ198, and OMV from MenA strain Z1092, or
three injections of a mixture of the thres vesicle preparations,

Figure 18 provides data from complement-mediated bactericidal assay showing that
the absorption of anti-LOS antibodies from pooled antisera obtained from mice and guinea
pigs sequentially immunized with MV from MenC strain RM1090 and MenB strain BZ198,
and OMY from MenA strain Z1092, or three injections of a mixture of the three vesicle
preparations does not significantly change the bactericidal activity of the antisera against
MenB straing that are homologous or heterologous to the vaccine strains.
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Figure 19 provides data from a whole cell ELISA showing examples of mAbs
produced from mice sequentially immunized with MV from MenC strain RM1090 and
MenB strain BZ198, and OMV from MenA strain Z1092. Several mAbs are reactive with
all meningococcal strains tested and others react with a limited subset of strains,

Figure 20 summarizes the complement-mediated bactericidal activity of mAbs
prepared from mice immunized with anti-CHORI antigen and tested ageinst several MenB
strains.

Figure 21 summarizes the meningococcal serotype and serosubtype defining
monoclopal antibodies available from RIVM

Figure 22 summarizes the serogroup, serotype, and serosubtype defining monoclonal
antibodies available from NIBSC

Before the present invention and specific exemplary embodiments of the invention
are described, it is to be understood that this invention is not limited to particular
embodiments described, as such may, of course, vary. It is also to be understood that the
terminology used herein is for the purpose of describing particular embodiments only, and is
not intended to be limiting, since the scope of the present invention will be limited only by
the appended claims.

Where » range of values is provided, it is understood that each intervening value, to
the tenth of the unit of the lower limit unless the context clearly dictates otherwise, between
the upper and lower limit of that range and any other stated or intervening value in that
stated range is encompassed within the invention. The upper and lower limits of these
maﬂumgesmayindepgndmﬂybeindudedinthcmaﬂunnguisﬂwmﬁompmd .
within the invention, subject to any specifically excluded limit in the stated range. Where
the stated range includes one or both of the limits, ranges excluding cither both of those
included limits are also included in the invention.

Unless defined otherwise, all technical and scientific terms used herein have the same
meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this invention
belongs. Although any methods and materials similar or equivalent to those described
herein can also be used in the practice or testing of the present invention, the preferred
methods and materials are now described. All publications mentioned herein are
incorporated herein by reference to disclose and describe the methods and/or materials in
connection with which the publications are cited.
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It must be noted that as used herein and in the appended claims, the singular forms
“a”, “and”, and “the” include plural referents unless the context clearly dictates otherwise.
Thus, for example, reference to “an antigen™ includes a plurality of such antigens and
reference to “the vesicle” includes reference to one or more vesicles and equivalents thereof
known to those skilled in the art, and so forth. _

The publications discussed herein are provided solely for their disclosure prior to the
filing date of the present application, Nothing herein ig to be construed as an admission that
the present invention is not entitled to antedate such publication by virtue of prior invention.
Further, the dates of publication provided may be different from the actual publication dates
which may need to be independently confirmed.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Immunization of infants, older childreu and adults with meningococcal outer
membrane vesicle (OMV) vaccines induces serum bactericidal antibodies, a serological
correlate of protection against disease (Goldschneider et al,1969, J. Exp. Med. 129:1307).
The efficacy of OMV vaccines for prevention of meningococcal B disease also has been
demonstrated directly in older children and adults in randomized, prospective clinical trials,
and in retrospective case-control studies. See, e.g., results summarized in background
section and in Figure 1. Thus, the clinical effectiveness of outer membrane vesicle vaccines
is not in dispute. Such vaccines are close to licensure for use in Norway in older children
and adults, and are in late-stage clinical development for licensure in other European
countries. An OMYV vaccine prepared by the Finley Inatitute in Cuba also is available
commercially and has been given to millions of children in South America.

The serum bactericidal antibody response to OMYV vaccines tends to be strain
specific (Tappero et al., 1999, JAAMA 281:1520; and Rouupe van der Voort ER, 2000,
Vaccine, 18:1334-1343). PorA is immunodominant, and the immmnity induced is
predominantly specific to the strains from which the membrane vesicles were obtained
(Tappero et al., 1999, JAAA4 281:1520; Martin SL et al, 2000, Vaccine, 18:2476-2481).
This limitation is primarily because of antigenic variability of the PorA protein and is
particularly true in infants who are immunologically naive (Tappero et al.) with respect to
prior exposure to neisserial antigens.

Hence, the present invention involves eliciting an immune response that is broadly
reactive with diverse disease-producing N. meningitidis straing. The invention circumvents
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contemplates and encompasses a vaccine or vaccination regimen that confers protection
against a disease caused by a member of serogroup B of Neisseria meningitidis and also
against other serogroups, particularly serogroups A, C, Y and W-135,

The phrase “specifically binds to an antibody” or “specifically immunoreactive
with”, when referring to an antigen such as a polysaccharide, phospholipid, protein or
peptide, refers to a binding reaction which is based on and/or is probative of the presence of
the antigen in a sample which may also include & heterogeneous population of other
molecules. Thus, under designated immunoassay conditions, the specified antibody or
antibodies bind(s) to a particular antigen or antigens in a sample and do not bind in a
significant amount to other molecules present in the sample. Specific binding to an antibody
under such conditions may require an antibody or antiserum that is selected for its specificity
for a particular antigen or antigens.

The phrase “in a sufficient amount to elicit an immune response to epitopes present
in said preparation™ means that there is a detectable difference between an immune response
indicator meagured before and after administration of a particular antigen preparstion.
Immune response indicators include but are not limited to: antibody titer or specificity, as
detected by an assay such as enzyme-linked immunoassay (ELISA), bactericidal assay, flow
cytometry, immunoprecipitation, Ouchter-Lowny immunodiffusion; binding detection
assays of, for example, spot, Western blot or antigen arrays; cytotoxicity assays, etc.

A “surface antigen™ is an antigen that is present in a surface structure of Neisseria
meningitidis (e.g. the outer membrane, inner membrane, periplasmic space, capsule, pili,
etc.).

The phrase “genetically diverse” as used in the context of genetically diverse strains
of Neisseria meningitidis, refers to strains that differ from one another in the amino acid
sequance of at least one, and usually at least two, more usually at least three polypeptides,
particularly antigenic polypeptides. Genetic diversity of strains can be accomplished by
selecting strains that differ in at least one or more, preferably at least two ar more, of
serogroup, serotype, or serosubtype (e.g., two strains that differ in at least one of the proteins
selectedﬂ'omwtm'mmbnqe,l’orAmdPorBproteins.aresaidtogmeﬁcallydivemewith
respect to one another). Genetic diversity can also be defined by, for example, multi-locus
sequence typing and/or multi-locus enzyme typing (see, ¢.g., Maiden et al., 1998, Proc, Natl.
Acad. Scl. USA 95:3140; Pizza et &l 2000 Science287:1816), multi-locus enzyme
electrophoresis, and other methods known in the art.
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the problem of immunodominance of antigenically variable domains of PorA in vesicle-or
PorA-based vaccines by focusing the antibody response on common antigens in the vaccine
strains, Importantly, the methods of the invention elicit serum bactericidal antibody, the
only proven serologic correlate of protection in bumans (Goldschneider et al. 1969, supra),
against strains of Neisseria expressing serosubtype epitopes that were not used in the vaccine
preparations. Further, the method elicits serum bactericidal antibody against strains that are
not killed by antibody to a conserved protein such as Neisserial surface protein A, a
candidate meningococcal vaccine (Martin et al., 2000, J. Biotechnol. 83:27-31; Moe et al.
(1999 Infect. Immun. 67: 5664; Moe et al. Infect Immun. 2001 69:3762). Without being
held to theory, the vaccine and immunization regimen of the invention provides its
unexpected advantages in broad spectrum protective immunity by eliciting antibodies that
are specific for both conserved and non-conserved antigens. '

A, Definitions

The term “protective immunity” means that a vaccine or immunization schedule that
is administered to a mammal induces an immmune response that prevents, retards the
development of, or reduces the severity of a disease that is caused by Neisseria meningitidis,
or diminishes or altogether eliminates the symptoms of the disease.

The phrase “a disease caused by a strain of serogroup B of Neisseria memingitidis®
encompasses any clinical symptom or combination of clinical symptoms that are present in
an infection with a member of serogroup B of Neisseria memingitidis. These symptoms
include but are not limited to: colonization of the upper respiratory tract (e.g. mucosa of the
nasopharynx and tonsils) by a pathogenic strain of serogroup B of Neisseria meningitidis,
penetration of the bacteria into the mucosa and the submucosal vascular bed, septicemia,
septic shock, inflammation, haemmorrhagic skin lesions, activation of fibrinolysis and of
blood coagulation, organ dysfunction such as kidney, lung, and cardiac failure, adrenal
hemorrhaging and muscular infarction, capillary leakege, edema, peripheral limb ischaemia,
respiratory distress syndrome, pericarditis and meningitis.

The phrase “broad spectrum protective immunity™ means that a vaccine or
immunization schedule elicits “protective immunity™ against at least one or maore (or against
at least two, at least three, at least four, at least five, against at least eight, or at least against
more than eight) straing of Neisseria meningitidis, wherein each of the strains belongs to a
different serosubtype as the strains used to prepare the vaccine. The invention specifically
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contemplates and encompasses a vaccine or vaccination regimen that confers protection
against a disease caused by a member of serogroup B of Neisseria meningitidis and also
against other serogroups, particularly serogroups A, C, Y and W-135,

The phrase “gpecifically binds to an antibody” or “specifically immunoreactive
with", when referring to an antigen such as a polysaccharide, phospholipid, protein or
peptide, refers to a binding reaction which is based on and/or is probative of the presence of
the antigen in a sample which may also inciude a heterogeneous population of other
molecules. Thus, under designated immunoassay conditions, the specified antibody or
antibodies bind(s) to a particular antigen or antigens in a sample and do not bind in a
significant amount to other molecules present in the sample. Specific binding to an antibody
under such conditions may require an antibody or antiserum that is selected for its specificity
for a particular antigen or antigens.

The phrase “in a sufficient amount to elicit an immune response to epitopes present
in said preparation™ means that there is a detectable difference between an immune response
indicator measured before and after administration of a particular antigen preparation.
Immune response indicators include but are not limited to: antibody titer or specificity, as
detected by an assay such as enzyme-linked immunoassay (ELISA), bactericidal assay, flow
cytometry, immunoprecipitation, OQuchter-Lowny immunodiffusion; binding detection
assays of, for example, spot, Western blot or antigen arrays; cytotoxicity assays, etc.

A “surface antigen” is an antigen that is present in a surface structure of Neisseria
meningitidis (e.8. the outer membrane, inner membrane, periplasmic space, capsule, pili,
etc.).

‘The phrase “genetically diverse™ as used in the context of genetically diverse strains
of Neisseria meningitidis, refers to strains that differ from one another in the amino acid
sequence of at |east one, end ususlly st least two, more usually at least three polypeptides,
particularly antigenic polypeptides. Genetic diversity of strains can be accomplished by
selecting strains that differ in at least one or more, preferably at least two or more, of
serogroup, serotype, or serosubtype (e.g., two strains that differ in at least one of the proteins
selectedﬁ'omoutermembmn.e, PorA and PorB proteins, are said to genetically diverse with
respect to one another). Genetic diversity can also be defined by, for example, multi-locus
sequence typing and/or multi-locus enzyme typing (see, e.g., Maiden et al., 1998, Proc. Natl.
Acad. Sel. USA 95:3140; Pizza et al. 2000 Science287:1816), multi-locus enzyme
electrophoresis, and other methods known in the art.
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"Serogroup” as used herein refers to classification of Neisseria meningitides by
virtue of immumologically detectable variations in the capsular polysaccharide. About 12
serogroups are known: A, B,C, X, Y, Z, 29-E, W-135, H, L, Kand L. Any one serogroup
can encompass multiple serotypes and multiple serosubtypes.

"Serotype" as used herein refers to classification of Neisseria meningitides straing
based on monoclonal antibody defined antigenic differences in the outer membrane protein
Porin B. A single serotype can be found in multiple serogroups and multiple serosubtypes.

“Serosubtype" as used herein refers classification of Neisseria meningitides strains
based on antibody defined antigenic variations on an outer membrane protein called Porin A,
or upon VR typing of amino acid sequences deducad from DNA sequencing (Sacchi et al.,
2000, J. Infect. Dis. 182:1169; see also the Multi Locus Sequence Typing web site). Most
verisbility between PorA proteins occurs in two (loops I and IV) of eight putative, surface
exposed loops. The variable loops I and IV have been designated VR1 and VR2,
respectively, A sgingie serosubtype can be found in multiple serogroups and multiple
serotypes.

“Bnriched” means that an antigen in an entigen composition is manipulated by an
experimentalist or a clinician so that it is present in at least a three-fold greater concentration

-by total weight, preferably at least 10-fold greater concentmtion, more preferably at least

100-fold greater concentration, and most preferably at least 1,000-fold greater concentration
than the concentration of that antigen in the strain from which the antigen composition was
obtained. Thus, if the concentration of a particular antigen is 1 f:ﬁmyumpm'grmoftotal
bacterial preparation (or of total bacterial protein), an enriched preparation would contain at
least 3 micrograms per gram of total bacterial preparation (or of total bacterisl protein).

The term “immunologically nalve with respect to Neisseria meningitidis” denotes an
individual (e.g., 8 mammal such as a human patient) that hes never been exposed (through
infection or administration) to Neisseria meningitidis or to an antigen composition derived
from Neisseria meningitidis in sufficient amounts to elicit protective immunity, or if
exposed, failed to mount a protective immmune response. (An example of the latter would be
an individual exposed at a too young age when protective immune responses may not occur.
Molages et al., 1994, Jigfect. fmmun. 62: 4419-4424). Tt is further desirable (but not
necessary) that the “immunologically naive” individual has also not been exposed to a
Neisserial species other than Neisseria meningitidis (or an antigen composition prepared
from a Neisserial species), particularly not to a cross-reacting strain of Neisserial species (or
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antigen composition). Individuals that have been exposed (through infection or
administration) to a Neisserial species or to an antigen composition derived from that
Neisserial species in sufficient amounts to elicit an immune response to the epitopes
exhibited by that species, are “primed” to immunologically respond to the epitopes exhibited
by that apecies.

B. Preparation of Neisseria meningitidis fractions and detection of antigens and
antigenic compositions that confer protective immunity

1. Antigenic compositions

The various antigenic compositions (e.g. lysed cells, subcellular fractions, MVs and
OMVs, or individual antigens and combinations of antigens detected and isolated as
described above and below) that are administered to an animal (especially a human patient)
to induce an immmune response are generally obtained by methods known in the art. In some
embodiments, the antigen preparations used to elicit an immuyne response are prepared by
culturing Neisseria meningitidis spp. using well-known bacterial culture teclmiques and
preparing a fraction that contains antigens that induce protective immunity.

One preferred fraction comprises microvesicles (MV) or blebs that are released
during culture of said Neisseria meningitidis spp. MVs may be obtained by culturing a
strain of Neisseria meningitidis in broth culture medium, separating whole cells from the
broth culture medium (e.g. by filtration, or by a low-speed centrifugation that pellets only the
cells and not the smaller blebs, or the like), and then collecting the MV that are present in
the cell-free culture medium (e.g. by filtration, differential precipitation or aggregation of
MYVs3, or by & high-speed centrifugation that pellets the blebs, or the like). Strains for use in
production of MV's can generally be selected on the basis of the amount of blebs produced in
culture (e.g., bacteria can b cultured in a reasonable number to provide for production of
blebs suitable for isolation and administration in the methods described herein). An
exemplary strain that produces high levels of bleba is described in PCT Publication No.
WO 01/34642. In addition to bleb production, strains for use in MV production may also be
selected on the basis of NspA production, where strains that produce higher levels of NspA
may be preferable (for examples of N. meningitides straing having different NspA production
levels, see, e.g., Moe et al. (1999 Infect. Immun. 67: 5664).

A second preferred fraction comprises outer membrane vesicles (OMV) prepared
from the outer membrane of a cultured strain of Neisseria meningitidis spp. OMVs may be
obtained from a Neisseria meningitidis grown in broth or solid medium culture, preferably
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by separating the bacterial cells from the culture medium (e.g. by filtration or by a low-speed
centrifugation that pellets the cells, or the like), lysing the cells (e.g. by addition of detergent,
osmotic shock, sonication, cavitation, homogenization, or the like) and separating an outer
membrane fraction from cytoplasmic molecules (e.g. by filtration; or by differential
precipitation or aggregation of outer membranes and/or outer membrane vesicles, or by
affinity separation methods using ligands that specifically recognize outer membrane
molecules; or by a high-speed centrifugation that pellets outer membranes and/or outer
membrane vesicles, or the like); outer membrane fractions may be used to produce OMVs.

In the production of MVs or OMVs3, it may be preferable to use strains that are
relatively low producers of endotoxin (lipopolysaccharide, LPS) so as to decrease the need
to remove endotoxin fromp the final preparation prior to use in bumans, For example, the
OMY and/or MV can be prepared from mutants of these Neisseria strains in which
lipooligosaccharide or other antigens that may be undesirable in & vaccine (e.g. Rmp) is
reduced or eliminated,

Where desired (e.g., where the strains used to produce MVs or OMVs are associated
with endotoxin or particular high levels of endotoxin), the MVs or OMVs are optionally
treated to reduce endotoxin, e.g., to reduce toxicity following administration. Reduction of
endotoxin can be accomplished by extraction with a suitable detergent (for example, BRIJ-
96, sodium deoxycholate, sodium lsuoylsarcosinate, Empigen BB, Triton X-100, TWEEN
20 (sorbitan monoleurate polyoxyethylene), TWEEN 80, at a concentration of 0.1-10%,
preferably 0.5-2%). Where detergent extraction is used, it is preferable to use a detergent
other than deoxycholate. Extraction of OMV and MV preparations with deoxycholate
resulted in removal of some non-capsular protein antigens (ses Figure 2). Vaccination of
animals with OMYV or MV preparations subjected to deoxycholate extraction elicited an
immune response that wes associated with lower titers of bactericidal antibodies compared
to vaccination with non-deoxycholate-extracted material .

In addition to MVs or OMVs, isolated antigens or particular combinations of
antigens may be used to induce a protective immune response. The identity of the isolated
antigens or combinations of antigens are described below.

Immunogenic compositions used as vaccines comprise an immunologically effective
amount of antigen, as well as any other compatible components, as needed. By
"immunologically effective amount” is meant that the administration of that amount to an
individual, either in a single dose or as part of a series, is effective for treatment or
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prevention. This amount varies depending upon the health and physical condition of the
individual to be treated, age, the taxonomic group o individual to be treated (e.g., non-human
primate, primate, ezc.), the capacity of the individual's immune system to synthesize
antibodies, the degree of protection desired, the formmlation of the vaccine, the treating
clinician's assessment of the medical situation, and other relevant factors. It is expected that
the amount will fall in a relatively broad range that can be determined through routine trials.
Dosage treatment may be a single dose schedule or a multiple dose schedule (e.g., including
booster doses). The vaccine may be administered in conjunction with other
immunoregulatory agents,

The antigen compositions or individual antigens to be administered are provided in a
pharmaceutically acceptable solution such as an aqueous solution, often a saline solution, or
they can be provided in powder form. The compositions may aiso include an adjuvant.
Examples of known suitable adjuvants that can be used in humans include, but are not
necessarily limited to, alum, aluminum phosphate, eluminum hydroxide, MF59 (4.3% w/v
squalene, 0.5% w/v Tween 80, 0.5% w/v Span 85), CpG-containing mucleic acid (where the
cytosine is unmethylated), QS21, MPL, 3DMPL, extracts from Aquilla, ISCOMS, LT/CT
mutants, poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLG) microparticles, Quil A, interleukins, and the
like. For experimental animals, one can use Freund’s, N-acetyl-muramyl-L-threonyl-D-
isoghrtamine (thr-MDP), N-acetyl-nor-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (CGP 11637,
referred to a3 nor-MDP), N-acetyimuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanine-2-(1'-2'-
dipalmitoyl-an-glycero-3-hydroxyphosphoryloxy)-athylamine (CGP 19835A, refecred to as
MTP-PE), and RIBI, which contains three components extracted from bacteria,
monophosphoryl lipid A, trehalose dimycolate and cell wall skeleton (MPL+TDM+CWS) in
2 2% squalene/T'ween 80 emulsion. The effectiveness of an adjuvant may be determined by
measuring the amount of antibodies directed against the immunogenic antigen,

Further exemplary adjuvants to enhance effectiveness of thecomposition inciude, but are
not imited to: (1) oil-in-water emulsion formulations (with or without other specific
immunostimulating agents such as muramyl peptides (see below) or bacterial cell wall
companents), such as for example (2) MFS9™ (W090/14837; Chapter 10 in Vaccine design: the
sulbunit and adjuvant approach, eds. Powell & Newman, Plenum Press 1995), containing 5%
Squalene, 0.5% Tween 80, and 0.5% Span 85 (optionally containing MTP-PE) formulated into
submicron particles using a microfluidizer, (b) SAF, containing 10% Squalane, 0.4% Tween 80,
5% pluronic-blocked polymer 1,121, and thr-MDP either microftuidized into & submicron
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emulsion or vortexed to generate a larger particle size emmilsion, and (c) Ribi™ adjuvant
system (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) containing 2% Squalene, 0.2% Tween 80,
and ons or more bacteriel cell wall components such as monophosphorylipid A (MPL), trehalose
dimycolate (TDM), and cell wall skeleton (CWS), preferably MPL + CWS (Detox™); (2) saponin
adjuvants, such as QS21 or Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA) may be used
or particles generated therefirom such as ISCOMSs (immunostimulating complexes), which ISCOMS
may be devoid of additional detergent e.g. WO007621; (3) Complete Framd's Adjuvant (CFA) and
Incomplete Freund's Adjuvant (IFA); (4) cytokines, such as interleukins (e.g. IL-1, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-12 (W(Q99/44636), elc.), interferons (e.g. gamma interferon), macrophage
colony stimulating factor (M-CSF), tumor necrosis factor (TNF), etc.; (5) monophosphoryl
lipid A (MPL) or 3-O-deacylated MPL (3dMFL) e.g. GB-2220221, EP-A-0689454, optionally in
the substantial absence of alum when used with pneumococcal saccharides e.g. WO00/56358; (6)
combinstions of 3dMPL with, for example, QS21 and/oroil-in-water emmlsions e.g. EP-A-0835318,
EP-A-0735898, EP-A-0761231; (7) dligonucleotides comprising CpG motifs [Krieg Faccine 2000,
19, 618-622; Kring Char gpin Mol Ther2001 3:15-24; Romen efal, Nat. Med, 1997, 3, 849-854,;
Weiner et ., PNAS US4, 1997, 94, 10833-10837; Davis et al, J. Immmol, 1998, 160, 870-876;
Chu et av, J, Exp.Med, 1997, 186, 1623-1631; Lipford et al, Ear. J. Immunol, 1997, 27,
2340-2344; Moldoveami ¢/ al., Vaccine, 1988, 16, 1216-1224, Krieg efal, Nature, 1995, 374,
546-549; Klinman et al, PNAS USA, 1996, 93, 2879-2883; Ballas et al, J. Inmunol, 1996, 157,
1840-1845; Cowdery et al, J. Immumol, 1996, 156, 4570-4575; Halpemn et al, Cell Immunol,
1996, 167, 72-78; Yamamoto et al, Jpn. J. Cancer Res., 1988, 79, 866-873; Stacey et al, J.
JFmmmmol,, 1996, 157,2116-2122; Messing e? al, J. Immunol, 1991, 147, 1759-1764; Yi et al, J.
Tmmunol, 1996, 157,4918-4925; Yi et al, J. Fnnnmol, 1996, 157, 5394-5402; Yi et al, J.
Immmumol, 1998, 160, 4755-4761; and Yi et al, J. Immunol, 1998, 160, 5898-5906;
International patent applications WO96/02555, W098/16247, WO98/18810, W098/40100,
WO98/55495, WO98/37919 and WO98/52581] Le. containing at least one CG dinucleotide, where
the cytosine is unmethylated; (8) & polyoxyethylene ether o a polyoxyethylene ester e.g.
W099/52549; (9) a polyoxyethylens sorbiten ester surfactant in combination with an octoxynol
(W001/21207) ar 2 polyoxyethylene alkyl ether or ester surfactant in combination with at Jeast
‘one additional non-ionic surfactant such as an octoxynol (W001/21152); (10) & saponin and an
immumostimulatory oligonucleotide (e.z: 8 CpG oligonucleotide) (WO00/62800); (11) an
immunostimmlant and a particle of metal salt 6.g. WO00/23105; (12) 2 saponin and &n oil-in-water
emulsion e.g. WO95/11241; (13) a saponin (e.g: QS21) + 3dMPL + IM2 (opticnally + a sterof)
21
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e.g. WO98/57659; (14) other substances that act as immunostimmiating agents to enhance the
efficacy of the composition, Muremyl peptides include N-acetyl-muramyt-I -threonyl-D-
isoglutamine (thr-MDP), N-25 acetyl-normuramyl-1-alenyl-D-isogiutamine (nor-MDF), N-
ecetylouramyH ~elenyl-D-isoghstarniny}-L~alenine-2-(1'-2'-dipalmitoyl-s-glycero-3-
hydroxyphospharyloxy)-ethylamine MTP-PE), et

The antigens may be combined with conventional excipients, such as pharmaceutical
grades of manmitol, lactose, starch, magnesium stearate, sodium saccharin, talcum, cellulose,
glucose, sucrose, magnesium, carbonate, and the like. The compositions may contain
pharmaceutically acceptable auxiliary substances as required to approximate physiological
conditions such as pH adjusting and buffering agents, toxicity adjusting agents and the like,
for example, sodium acetate, sodium chloride, potassium chloride, calcium chloride, sodium
lactate and the like. The concentration of antigen in these formulations can vary widely, and
will be selected primarily based on fluid volumes, viscosities, body weight and the like in
accordance with the particular mode of administration selected and the patient’s needs. The
resulting compositions may be in the form of a solution, suspension, tablet, pill, capsule,
powder, gel, cream, lotion, ointment, aerosol or the like.

The concentration of immunogenic antigens of the invention in the pharmaceutical
formulations can vary widely, i.e. from less than about 0.1%, usually at or at least about 2%
to as nxuch as 20% to 50% or more by weight, and will be selected primarily by fluid
volumes, viscosities, etc., in accordance with the particular mode of administration selected.

2. Immunization

The MVs, OMVs, isolated antigens, or combinations of antigens of the present
invention are administered orally, nasally, nasopharyngeally, parenterally, enterically,
gastrically, topically, transdermally, subcutaneously, intramuscularly, in tablet, solid,
powdered, liquid, aerosol form, locally or systemically, with or without added excipients.
Actual methods for preparing parenterally administrable compositions will be known or
apparent to those skilled in the art and are described in more detail in such publications as
Remington's Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack Publishing Company, Easton,
Pennsylvania (1980). Administration of the MVa, OMVs3, isolated antigens, or combinations
of antigens can be performed serially or as a mixture, 8s described in more detail below.

It is recognized that the polypeptides and related compounds described above, when
administered orally, must be protected from digestion. This is typically accomplished either
by complexing the protein with a composition to render it resistant to acidic and enzymatic

22

25



10

15

20

25

30

WO 02/09643 PCT/US01/23842

hydrolysis or by packaging the protein in an appropriately resistant carrier suchas a
liposome. Means of protecting proteins from digestion are well known in the art.

In order to enhance serum half life, the antigenic preparations that are injected may
also be encapsulated, introduced into the lumen of liposomes, prepared as a colloid, or other
conventional techniques may be employed which provide an extended serum half-life of the
peptides. A variety of methods are aveilable for preparing liposomes, as described in, e.g.,
Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Biceng. 9:467 (1980), U.S. Patents Nos. 4, 235,871,
4,501,728 and 4,837,028, The preparations may also be provided in controlled release or
slow-release forms for release and administration of the antigen preparations as a mixture or
in serial fiishion. .

The compositions are administered to an animal that is at risk from accquiring a
Neisserial disease to prevent or at least partially arrest the development of disease and its
complications. An amount adequate to accomplish this is defined as a “therapeutically
effective dose.” Amounts effective for therapeutic use will depend on, ¢.g., the antigen
composition, the manner of administration, the weight and general state of health of the
patient, and the judgment of the prescribing physician. Single or multiple doses of the
antigen compositions may be administered depending on the dosage and frequency required-
and tolerated by the patient, and route of administration.

In particuler embodiments, the antigen compositions described herein are

"administered serially, First, & therapeutically effective dose of & first antigen composition

(e.g. MV, OMYV, isolated antigen, or combinations of antigens, with or without excipients)
prepared from a first Neisserial strain is administered to an individual. The first antigenic
composition is generally administered in an amount effective to elicit a immune response
(e.g., activation of B and/or T cells). Amounts for the initial immunization generally range
from about 0.001 mg to about 1.0 mig per 70 kilogram petient, more commonly from about
0.001 mg to about 0.2 mg per 70 kilogram patient. Dosages from 0.001 up to about 10 mg
per patient per day may be used, particularly when the antigen is administered to a secluded
site and not into the blood stream, such as into a body cavity or into a lumen of an organ.
Substantially higher dosages (e.g. 10 to 100 mg or more) are possible in oral, nasal, or

After administration of the first antigen composition, a therapeuticaily effective do
of a second antigen composition (e.g. MV, OMYV, isolated antigen, or combinations of
antigens, with or without excipients) prepared from a second Neisserial strain is
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administered to an individua! after the individual has been immunologically primed by
exposure to the first antigen composition. The booster may be administered days, weeks or
months after the initial immunization, depending upon the patient's response and condition.
The existence of an immune response to the first sntigen composition may be determined by
known methods (e.g. by obteining serum from the individual before and after the initial
immunization, and demonstrating a change in the individual's immune status, for example
an immunoprecipitation assay, or an ELISA, or a bactericidal assay, or a Western blot, or
flow cytometric assay, or the like) and/or demonstrating that the magnitude of the immune
response to the second injection is higher than that of control animals immunized for the first
time with the composition of matter used for the second injection (e.g. immunologici.
priming). Immunologic priming and/or the existence of an imnmune response to the first
antigen composition may also be assumed by waiting for a period of time after the first
immunization that, based on previous experience, is a sufficient time for an immune
response and/or priming to have taken place—e.g. 2, 4, 6, 10 or 14 weeks. Boosting dosages
of the second antigen composition are typically from about 0.001 mg to about 1.0 mg of
antigen, depending on the nsture of the immunogen and route of immunization.

In certain preferred embodiments, a therapeutically effective dose of a third antigen
composition prepared from a third Neisserial strain is administered to an individual after the
individual has been primed and/or mounted an immune response to the second antigen
composition, The third booster may be administered days, weeks or months after the second
immumization, depending upon the patient's response and condition, The existence of
priming and/or an immuns response to the second antigen composition may be determined
by the same methods used to detect an immune response to the second antigen composition.
The existence of priming and/or an immune response to the second antigen composition may
also be assumed by waiting for & period of time after the second immunization that, based on
previous experience, is a sufficient tims for an imnmne response to have taken place—e.g. 2,
4, 6, 10 or 14 weeks. Boosting dosages of the second antigen compasition are typically from
sbout 0.001 mg to about 1.0 mg of antigen, depending on the nature of the immunogen and
route of immunization. The present invention further contemplates the use of a fourth, fifth,
sixth or greater booster immunization, using either a fourth, fifth or sixth strain of Neisseria
meningitidis or any of the first, second, or third strains, or other strain that is genetically
diverse with respect to at least one of the first, second, and third strains,
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The present invention also specifically contemplates that antigen compositions from
other members of the genus Neisseria may be administered as described hersin to generate
protective immunity ageinst Neisseria meningitidis. For example, Neisseria lactamica, a
nonpathogenic non-encapsulated commensal member of the genus Neisseria that is
commonly found in the mman nasopharynx, encompasses strains which have many antigens
present on N. meringitidis and, therefore, also may be used to prepare one of the
immunogens envisioned in this invention. Thus, MVs and OMV3s from the nonpathogenic
Neisseria lactamica may be used to prime or elicit a protective immune response against
Neisseria meringitidis (or against other pathogenic Neisssria such as Neisseria gonorrhea).
This may be accomplished by initially administering an antigen composition (e.g., MV or
OMYV) from Neisseria laciamica, followed by administering a second and optionally a third
antigen composition from Neisseria meningitidis (or Neisseria gonorrhea). The invention
specifically contemplates also that antigen compositions from Neisseria lactanrica strains be
used for the initial, second and any subsequent administrations, wherein each lactamica
strain has a different serotype and/or serosubtype as the others.

The invention also contemplates that the antigen compositions used at any step in the
immumization protocol may be obtained from one or more strains of bacteria (especially
Neisseria lactamica or Neisseria meningitidis) that are genstically engineered by known
methods (see, e.g. U.S. Pat. No. 6,013,267) to express one or more nucleic acids that encode
one or more molecules of interest, particularly molecules that elicit or enbance a protective
immune response. The nucleic acids may, for example, encode Porin A, Porin B, NspA,
pilin, or other Neisserial proteins. Other exemplary nucleic acids include those that encode
Neisserial proteins immunoprecipitated with anti-sera produced following vaccination with
the CHORI vaccine, particularly those proteins having apparent molocular masses of about

80 kDa, about 59.5 kDe, about 40.7 kDa. about 39.6 kDa, about 33 kDa, about 27.9 kDa, and

14.5 kDa, or antigenic fragments thereof. Further exemplery ucleic acids include those that
encode Neisserial proteins detected by Western blot with anti-sera produced following
vaccination with the CHORI vaccine, particularly those proteins having appareat molecular
masses of about 53 KDa-57 kDa; about 46-47 kDa, about 33 kDa, about 20 kDa to 21 kDe;
and about 18 kDa. The nucleic acids may encode any of the above proteins that is truncated,
or altered to include or delete & glycosylation site, or to include or delete any epitope, or to
increase the expression of any of the sbove proteins, Of particular interest are entigenic
fragments of such proteins. In addition, the antigen compositions of the invention can
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comprise additional antigens of N. meningiditis such as those exemplified in PCT
Publication Nos. WO 99/24578, WO 99/36544; WO 99/57280, WO 00/22430, and
WO 00/66791, as well as antigenic fragments of such proteins.

An important aspect of the present invention is that the antigen compositions used to
prime and boost a broad protective immunity against Neisseria meningitidis are prepared
from strains of Neisseria that possess variant immunodominant antigens (the main antigens
that are routinely detected by antisera from different host animals that have been infected
with Neisseria, representative examples include Perin A, Porin B, pilin, NspA etc.). In the
examples described in the Examples section below, the strains vary with respect to either
PorA or PorB, as evinced by their serotype or serosubtype. The strains also may vary with
respect to the capsule molecule, as reflected by their serogroup.

Serotype and serosubtype classification is currently determined by detecting which of
a panel of known monoclonals, which are known to recognize specific Porin molecules, bind
to an unknown struin (Sacchi et al.,, 1998, Clin. Diag. Lab. Immunol. 5:348, see Tables 8 and
9 for partial lists of monoclonals). It is probable that other such monoclonals will be
identified. The use of any novel serotypes and serosubtypes which may be defined by any
new monoclonals are specifically contemplated by the invention, In addition, serotypes and
serosubtypes may be defined, not only by interaction with monoclonal antibodies, but also
structurally by the absence and/or presence of defined peptide residues and peptide epitopes
(Sacchi et al., 2000, J. Infect, Dis. 182:1169). Serotype and serosubtype classification
schemes that are based on structural features of the Porins (known or that may be discovered
at a later date) are specifically encompassed by the invention.

One purpose and effect of serial administration of antigen compositions from
different strains is to potentiste an immune response to antigens and epitopes that are
typically not immunodominant, particularly non-immmunodominant epitopes that exhibit less
genetic variability than the known immunodominant epitopes. The invention specifically
encompasses the serial administration of antigen compositions from Neisserial straing that
differ with respect to immunodominant antigens other than the Porins (e.g., phospholipids,
polysaccharides, lipopolysaccharides, pilins, OmpA, Opa, Opc, etc.).

The antigen compositions are typically administered to a mammal that is
immunologically nalve with respect to Neisseria meningitidis. In a particular embodiment,
the mammal ig 8 human child about five years or younger, and preferably about two years
old or younger, and the antigen compositions are administered at any one or more of the
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following times: two weeks, one month, 2,3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, or 11 months, or one year or
15, 18, or 21 months after birth, or at 2, 3, 4, or 5 years of age.

In general, administration to any mammal is preferably initiated prior to the first sign
of disease symptoms, or at the first sign of possible or actual exposure to Neisseria.

Where particular immunogenic peptides that give rise to protective immunity are
identified as described above and below, these antigens may be directly administered instead
of MVs or OMVs. Where the identified antigens are peptides, the DNA encoding one or
more of the peptides of the invention can also be administered to the patient. This approach
is described, for instance, in Wolff et al., Sclence 247. 1465-1468 (1990), as well as U.S.
Patents Nos. 5,580,859 and 5,589,466,

3. Detection of immunogenic antigens

Subcellular fractions such as MVs and OMYVs contain many antigens that may give
rise to an immune response (see, e.g., Figure 2 which depicts an electrophoretic gel of
several such fractions). However, not every entigen in s preparetion may elicit either a
bumoral response or protective immunity ageinst & disesse caused by a Neisseria
meningitidis spp. Thus, the present invention also relates to individual antigens and/or
combinations of antigens that induce protective immumity. Another objective is to use the
identified antigens to formulate antigen compositions that may be used to elicit protective
immunity against a Neisserial discase,

Antisera or mAbg are obtained or produced from mammals that are induced by the
methods of the present invention to exhibit protective immunity against a disease caused by
a Neisseria meningitidis spp.. The antisera or mAbs are used to detect their corresponding
Neisserial antigens, and the these antigens identified and isolated based on their
physicocherical properties (class of molecule: peptids, nucleic acid, etc.; molecular mass,
charge, chemical composition, etc.) or amino acid sequence, The isolated antigens {or
immunologically effective portions thereof) can then be administered 1o mammals, singly
and/or in combination, as described above, or as recombinaat proteins (or immunologically
effective fragments thereof) to assess the extant to which they induce protective immunity.
The present invention specifically contemplates serially administering antigens isolated from
one strain or different straina of Neisseria, or administering such antigens in a mixture
comprising one or more, usually two or more, more usually three or more, still more usually
four to six or more antigens. '
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Exemplary Neisserial antigens suitable for administration as described may include,
but are not necessarily limited to those proteins immunoprecipitated with anti-sera produced
following vaccination with the CHORI vaccine, particularly those proteins having apparent
molecular masses of about 80 kDa, about 59.5 kDa, about 40.7 kDa. about 39.6 kDa, about
33 kDa, about 27.9 kDa, and 14.5 kDa, or antigenic fragments thereof. The antigens
administered may include at least one of these antigens, or may include 8 combination of
these antigens (e.g:, at Jeast two, at least three, at least four, or more).

Further exemplary Neisserial antigens suitable for administration as described may
include, but are not necessarily limited to thase proteins detected by Western blot with anti-

_ sera produced following vaccination with the CHORI vaccine, particularly those proteins

having apparent molecular masses of about 53 kDDa-57 kDa; about 46-47 kDa, about 33 kDa,
about 20 kDa to 21 kDa; and about 18 kDa, or antigenic fragments thereof. The antigens
administered may include at least one of these antigens, or may include a combination of
these antigens (e.g., at least two, at least thres, at least four, or more).

It should be noted that references made to molecular masses of proteins refer to
apparent molecular mass as determined using SDS-PAGE under the conditions described. It
will be readily apparent to the ordinarily skilled artisan upon reading the present
specification that these apparent molecular masses may vary for the same protein between
two different experiments (e.g., using different gels or different preparations, when isolated
from two different strains (e.g., due to polymorphisms between strains due to amino acid
substitutions, deletions, and/or insertions, post-translational modifications, and the like)), -
and further that different proteins may appear to have the same apparent molecular mass.

Antigens that elicit protective immunity are detected by known methods: for
example, imnmnoassay, immunoprecipitation, affinity chromatography, Western blots, etc.
Examples of such methods are described below.

(a) Detection of Antigens by Immunoassay

A variety of immunoassay formats are used to characterize antisera and antibodies
specifically immmunoreactive with a particular antigen or antigenic composition, and also to
measure the strength of an immune response to a particular antigen or antigenic composition.
The first step is generally producing antiserum or an antibody preparation that binds to the
antigen or entigenic compbsition.

3]



10

15

20

25

30

WO 02/09643 PCT/US01/23842

(1) Production Of Immune Antisera And Specific Polyclonal Or Monoclonal
Antibodies

Methods of producing polyclonal and monoclonal antibodies used in these assays are
koown to those of skill in the art. See, e.g., Coligan (1991), CURRENT PROTOCOLS IN
IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, N'Y; and Harlow and Lane (1989), ANTIBODIES: A
LABORATORY MANUAL , Cold Spring Harbor Press, NY; Stites et al. (eds.) 1997 MEDICAL
IMMUNOLOGY Sth ed. McGraw-ill Professional Publishing, New York, NY, and references
cited therein; Goding (1986), MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (2d
ed.) Academic Press, New York, NY; and Kohler and Milstein (1975), Nature, 256; 495-
497. For example, in order to produce antisera for use in an immumoassay, a composition
that contains antigens from Neisseria meningitidis spp. is given alone or mixed with an
adjuvant and injected into an animal of choice (e.g. 2 mouse, rat, rabbit, pig, goat, cow,
horse, chicken, etc.) according to any of the protocols described herein,

The animal's immune response to the immunogen preparation is monitored by taking
test bleeds and determining the titer of reactivity of serially diluted aliquots of serum to
serially diluted aliquots of the antigenic composition. Polyclonal antisern with a titer of 10*
or greater are selected and tegted for their cross reactivity against non-immunogenic controls,
using a competitive binding immunoassay. Specific monoclonal and polyclonal antibodies
and antisera will usually bind with a dissociation constant (Kp) of at least about 0.1 mM,
more usually at least about 1 pM, preferably at least about 0,1 pM or better, and most
preferably, .01 uM or better.

(2) Monoclonal Antibodies

In some instances, it is desirable to prepare monoclonal antibodies from various
mammalian hosts, such as mice, rodents, primates, humans, etc. Description of techniques
for preparing such monoclonal antibodies are found in, e.g., Stites et al. Sipra, and
references cited therein; Harlow and Lane, Supra; Goding Supra; and Kohler and Milstein.
Supra. Summarized briefly, this method proceeds by injecting an animal with an
immunogenic preparation. The animal is then sacrificed and cells taken from its spleen,
which are fiised with myeloma cells. The result is a hybrid cell or “hybridoma”™ that is
capable of reproducing # vitro, The population of hybridomas is then screened to isolate
individual clones, each of which secrete a single antibody species to the immunogen. In this
manner, the individual antibody species obtained are the products of immortalized and
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cloned single B celis from the immune animal generated in response to a specific site
recognized on the immunogenic substance.
Alternative methods of immortalization include transformstion with Epstein Barr

" Virus, oncogenes, or retroviruses, or other methods known in the art. Colonies arising from

single immortalized cells are screened for production of antibodies of the desired specificity
and affinity for the antigen, and yield of the monoclonal antibodies produced by such cells is
enhanced by various techniques, including injection into the peritoneal cavity of a vertebrate
(preferably mammalian) host.

Other suitable techniques involve selection of libraries of recombinant antibodies in
phage or similar vectors (see, e.g., Huse et al, (1989) Science 246: 1275-1281; Ward et al.
(1989) Nature 341: 544-546; and Vaughan et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 309-314).

(3) Immunoassays

Once an immune serum or a monoclonal antibody that recognizes one or more
Neissarial antigens is obtained, it may be used to perform immunosssays. For a review of
imamnological and immunoassay procedures in general, see D. Stites and A. Terr, (eds.),
Supra. Moreover, the immunoassays of the present invention can be performed in any of
several configurations, which are reviewed extensively in ENZYME IMMUNOASSAY, E.T.
Maggio, ed., CRC Press, Boca Raton, Florida (1980); “Practice and Theory of Enzyme
Immunoassays,” P. Tijssen, in LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND
MOLECULAR BIOLOGY, Elsevier Science Publishers B.V. Amsterdam (1985); and Harlow
and Lane, supra, each of which is incorporsted herein by reference.

For example, solid-phase ELISA immunoassays are routinely used to select
monoclonal antibodies specifically immunoreactive with an antigen. See Harlow and Lane,
Supra

Immunoabsorbed and/or pooled antisera (or monoclonal antibodies) are also used in
a direct or competitive binding immmnoassay, The latter compares the binding of a second
antigen composition (e.g. MVs, OMVs, isolated antigens or antigen compositions from an
unknown or 8 known different Neisserial strain) to that of the reference antigen composition

. uaed to elicit protective immunity. In order to make this comparison in the competitive

assay, the two antigen preparations are each assayed et a wide range of concentrations and

the amount of each molecule required to inhibit 50% of the binding of the antisera to the

immobilized reference antigen preparation is determined, If the amount of the second

protein required is less than 10 times the amount of the reference peptide used to make the
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antibody, then the second protein is said to specifically bind to an antibody generated to the
reference antigen preparation.

(b) Western Blots

Western blot analysis generally comprises separating sample products by gel
electrophoresis on the basis of molecular weight, transferring the separated proteins to a
suitable sofid support (such as a nitrocellulose fiiter, a nylon filter, or derivatized nylon
filter), and incubating the sample with labeling antibodies that specifically bind to the
analyte protein. The labeling antibodies specifically bind to analyte on the solid support.
These antibodies are directly labeled, or alternatively are subsequently detected using
labeling agents such as antibodies (¢.g. Iabeled sheep anti-mouse antibodies where the
antibody to an anslyte is & murine antibody) that specifically bind to the labeling antibody.

4. Purification of Immunogenic Antigens

The antigens can be isolated (separated from one or more molecules with which the
antigen is associated in vivo) and purified (a purified antigen, e.g. 2 protein, preferably
exhibits essentially a single band on an electrophoretic gel for each dissociable subunit of the
antigen) and used to elicit protective immunity.

Individual antigens, especially proteins and peptide fragments thereof, can be
purified by any of a variety of known techniques, including, for example, reverse phase
high-performance liquid chromatography (HPLC), ion-exchange or immunoaffinity
chromatography, separation by size, or electrophoresis (see, generally, Scopes, R. Profein
Purification, Springer-Verlag, N.Y, (1982)). For example, antigens from Neisseria
meningitidis spp. that are recognized by broed spectrum antisera obtained after serial
injections of OMVs and/or MV's obtained from different Neisseria meningitidis spp. are
obtained by using broad spectrum antisera to generate enriched antigen preparations.
Isolated antigens may also be prepared by immunoprecipitating a fraction obtained from
Nelsseria meningitidis spp. The antigens may also be isolated by con;uguuns immune
antisera or monoclonal antibodies to a column and performing affinity chromatography. The
source of the antigens may be a whole cell lysate obtained by known methods, for example
by sonication, or altem'aﬁvely by exposure to an ionic or nonionic detergent, or the source
may be MVs or OMVs from a Neisserial strain,

5, Peptide Antigens

Furthermore, once the identity of protein antigens and/or specific peptide epitopes is
esteblished, antigen preparations from Neisseria meningitidis spp. suitable for inducing
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protective immunity in the present invention can be generated by synthesizing peptides by
conventional techniques, and injecting synthetic peptide preparations into a mammal.
Techniques for peptide synthesis are well known in the art. See, e.g., Stewart and Young,
Solid Phase Peptide Symhesis (Rockford, I1l., Pierce), 2d Ed. (1984) and Kent, 1988, Arm.
Rev, Biochem. 57:957.

Alternatively, nucleic acid sequences which encode the particular polypeptide may
be cloned and expressed to provide the peptide. Standard techniques can be used to obtain
and screen nucleic acid libraries to identify sequences encoding the desired sequences (see
Sambrook et al., Molecviar Cloning - A Laboratory Mamual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989), or nucleic acids that encode desired
peptides may be synthesized by known methods. Fusion proteins (those consisting of all or
part of the amino acid sequences of two or more proteins) can be recombinantly produced.
In addition, using in vitro mutagenesis techniques, unrelated proteing can be murtated to
comprise the appropriate sequences.

It will be understood that the immunogenic antigens of the present invention may be
modified to provide a variety of desired attributes, e.g. improved pharmacological
characteristics, while increasing or at least retaining substantially all of the biological
activity of the unmodified peptide. For instance, the peptides can be modified by extending,
decreasing the amino acid sequence of the peptide. Substitutions with different amino acids
or amino acid mimetics can also be made.

The peptides employed in the subject invention need not be identical to those
disclosed in the Examples séction below (e.g:, with respect to molecular weight), so long as
the subject peptides are able to induce an immune response against the desired antigen
molecule. Thus, one of skill will recognize that a number of conservative substitutions
(described in more detail below) can be made without substantially affecting the activity of
the peptide.

Single amino acid substitutions, deletions, orinserﬁgnscanbeusedtodetﬁmine
which residues are relatively insensitive to modification Substitutions are preferably made
with amall, relatively neutral moieties such as Ala, Gly, Pro, or similar residues. The effect
of single amino acid substitutions may also be probed using D-amino acids. The numbers
and types of residues which are substituted or added depend on the spacing necessary
between essential contact points and certain functional attributes which are sought (e.g.
hydrophobicity versus hydrophilicity). Increased immunogenicity may also be achieved by
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such substitutions, compared to the parent peptide. In any event, such substitutions should
employ amino acid residues or other molecular fragments chosen to avoid, for example,
steric and charge interference which might disrupt binding,

The substituting amino acids, however, need not be limited to those naturally
occurring in proteins, such as L-a-amino acids, or their D-isomers. The peptides may be
substituted with a variety of moieties such as amino acid mimetics well known to those of
gkill in the art. (See, e.g., U.S, Pat. No. 6,030,619)

The individual residues of the immunogenic antigenic polypeptides can be
incorporated in the peptide by a peptide bond or peptide bond mimetic. A peptide bond
mimetic of the invention includes peptide backbone modifications well known to those
skilled in tho art. Such modifications include modifications of the amide nitrogen, the a-~
carbon, amide carbonyl, complete replacement of the amide bond, extensions, deletions or
backbone crosslinks. See, generally, Spatola, Chemistry and Biochemistry of Amino Acids,
Peplides and Proteins, Vol. VII (Weinstein ed., 1983). Several peptide backbone
modifications are known. These include y[CH:S], ‘P[CH:NH), '¥[CSNH], ¥ [NHCO], ¥
[COCH;] and ¥ [(E) or (Z) CH#=CH]}. The nomenclature used ebove follows that suggested
by Spatols, above. In this context, Windicates the absence of an amide bond. The structure
that replaces the amide group is specified within the brackets.

Amino acid mimetics may also be incorporated in the peptides. An “amino acid
mimetic” as used here is a moiety other than a naturally occurring amino acid that
conformationally and functionally serves as a substitute for an amino acid in a polypeptide
of the present invention. Such a moiety serves as & substitute for an amino acid residue if it
does not interfere with the ability of the peptide to illicit an immune response against the
appropriate antigen. Amino acid mimetics may include non-protein amino addl..mch as
[B—y—5-amino acids, f—y-5-imino acids (such es piperidine-4-carboxylic acid), as well as
meany derivatives of L-a-amino acids. A number of siitable amino acid mimetics are known
to the skilled artisan; they include cyclohexylalanine, 3-cyclohexylpropionic acid, L~
adamantyl alanine, adamantylacetic acid and the like. Peptide mimetics suitable for peptides
of the present invention are discussed by Morgan and Gainor, (1989) Am. Repts. Med,
Chem. 24: 243-2526.,

As noted above, the peptides employed in the subject invention need not be identical,
but may be substantially identical, to the corresponding sequence of the target antigen.

Therefore, the peptides may be subject to various changes, such as insertions, deletions, and
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substitutions, either conservative or non-conservative, where such changes might provide for
certain advantages in their use. The polypeptides of the invention can be modified in &
number of ways so long as they comprise a sequence substantially identical (as defined
below) to a sequence in the target region of the antigen.

Alignment and comparison of relatively short amino acid sequences (Jess than about
30 residues) is typically straightforward. Comparison of longer sequences may require more
sophisticated methods to achieve optimal alignment of two sequences. Optimal alignment of
sequences for aligning a comparison window may be conducted by the local homology
algorithm of Smith and Waterman (1981) Adv. Appl Math. 2:482, by the homology
alignment algoritbm of Needleman and Wunsch (1970) J. Mol Biol 48:443, by the search
for similarity method of Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85:2444,
by computerized implementations of these algorithms (GAP, BESTFIT, FASTA, and
TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI), or by inspection, and the best alignment (i.e.
resulting in the highest percentage of sequence similarity over the comparison window)
generated by the various methods is selected.

The terms "identical” or percent "identity," in the context of two or more nucleic
acids or polypeptide sequences, refer to two or more sequences or subsequences that are the
same or have a specified percentage of amino acid residues or nucleotides that are the same,
when compared and aligned for meximum correspondence, as measured using one of the
following sequence comparison algorithms or by visual inspection.

The phrase "substantially identical," in the context of two nucleic acids or
polypeptides, refers to two or more sequences or subsequences that have at least 60%,
preferably 80%, most preferably 90-95% nucleotide or amino acid residue identity, when
compared and aligned for maximum correspondence, as measured using one of the following
sequence comparison algorithms or by visual inspection. Preferably, the substantial identity
exists over a region of the sequences that is at least about 50 residues in length, more
preferably over a region of at least about 100 residues, and most prefierably the sequences are
substantially identical over at least about 150 regidues. In a most preferred embodiment, the
sequences are substantially identical over the entire length of the coding regions.

For sequence comparison, typically one sequence acts as a reference sequence, to
which test sequences are compared. When using a sequence comparison algorithm, test and
reference sequences are input into a computer, subsequence coordinates are designated, if
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necessary, and sequence algorithm program parameters are designated. The sequence
comparison algorithm then calculates the percent sequence identity for the test sequence(s)
relative to the reference sequence, based on the designated program parameters.

Optimal alignment of sequences for comparison can be conducted, e.g., by the local
homology algorithm of Smith & Waterman, Adv. ‘Appl. Math. 2:482 (1981), by the
homology alignment algorithm of Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), by
the search for similarity method of Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444

(1988), by computerized implementations of these algorithms (GAP, RRSTTTT. FASTA.
and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575

Science Dr., Madison, WT), or by visual inspection (see generally, Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, & joint venture betwean
Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (1995 Supplement)
(Ausubel)).

Examples of algorithms that are suitable for determining percent sequence identity
and sequence similarity are the BLAST and BLAST 2.0 algorithms, which are described in
Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 and Altschuel et al. (1977) Nucleic Acids
Res. 25: 3389-3402, respectively. Software for performing BLAST analyses is publicly
available through the National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). This algorithm involves first identifying high scoring
sequence pairs (HSPs) by identifying short words of length W in the query sequence, which
either match or satisfy some positive-valued threshold score T when aligned with a word of
the same length in a database sequence. - T is referred to as the neighborhood word score
threshold (Altschul et al, supra).

These initial neighborhood word hits act as seeds for initiating searches to find longer
HSPs containing them. The word hits are then extended in both directions along each
sequence for as far as the cumulative alignment score can be increased. Cumulative scores
are calculated using, for micleotide sequences, the parameters M (reward score for a pair of
matching residues; always > 0) and N (penalty score for mismatching residues; always < 0).
For amino acid sequences, a scoring matrix is used to calculate the cuamulative score.
Extension of the word hits in each direction are halted when: the cumulative alignment score
falls off by the quantity X from its maximum achieved value; the cumulative score goes to
zero or below, due to the accumulation of one or more negative-scoring residue alignments;
or the end of either sequence is reached. The BLAST algorithm parameters W, T, and X
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determine the sensitivity and speed of the alignment. The BLASTN program (for nucleotide
sequences) uses as defaults a wordlength (W) of 11, an expectation (E) of 10, M=5, N=-4,
and a comparison of both strands. For amino acid sequences, the BLASTP program uses as
defhults a wordlength (W) of 3, an expectation (E) of 10, and the BLOSUMS62 scoring
matrix (see Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)).

In addition to calculating percent sequence identity, the BLAST algorithm also
performs a statistical analysis of the similarity between two sequences (see, ¢.g., Karlin &
Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). One measure of similarity
provided by the BLAST algorithm is the smallest surt probability (P(N)), which provides an
indication of the probability by which & match between two nucleotide or amino acid
sequences would occur by chance. For example, a micleic acid is considered similar to a
reference sequence if the smallest sum probability in 8 comperison of the test nucleic acid to
the reference mucleic acid is less than about 0.1, more preferably less than about 0.01, and
most preferably less than about 0.001.

A further indication that two nucleic acid sequences or polypeptides are substantially
identical is that the polypeptide encoded by the first nucleic acid is immunologically cross
reactive with the polypeptide encoded by the second nucleic acid, as described below. Thus,
2 polypeptide is typically substantially identical to a second polypeptide, for example, where
the two peptides differ only by conservative substitutions. Another indication that two
pucleic acid sequences are substantially identical is that the two molecules hybridize to each
other under stringent conditions, as described below.

Preferably, residue positions which are not identical differ by conservative amino
scid substitutions. Conservative amino acid substitutions refer to the interchangeability of
residues having similar side chains. For example, a group of amino acids having aliphatic
side chains is glycine, alanine, valine, leucine, and isoleucine; a group of amino acids having
aliphatic-krydroxyl side chains is serine and threonine; a group of amino acids having amide-
containing side chains is asparagine and glutamine; a group of amino acids having aromatic
side chains is phenylalanine, tyrosine, and tryptophan; a group of amino acids having basic
side chains is lysine, arginine, and histidine; and a group of amino acids having sulfur-
contaming side chains is cysteine and methionine. Preferred conservative amino acids
substitution groups are: valine-leucine-isoleucine, phenylalanine-tyrosine, lysine-arginine,
alanine-valine, and asparagine-glutamine.
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Polypeptides encompassed by the invention typically comprise at least about 10
residues and more preferably at least about 15 residues, preferably from a domain of the
antigen that is exposed to the immume system. In certain embodiments the peptides will not
exceed about 50 residues and typically will not exceed about 30 residues.

The immunogenic peptides are conformationally constrained. Means for achieving
this are well known in the art (see, e.g., Hruby and Bonner in Methods in Molecular Biology,
Volume 35: Peptide Synthesis Prolocols, Pennington and Dunn eds (Humana Press, Totows,
NI, 1994). A preferred means for preparing conformationally constrained peptides is
through cychization. Any method commonly used to produce cyclized oligopeptides can be
used to produce the peptides of the invention. For example, in certain embodiments the
peptides will include cysteine residues at both termini, which allow the production of cyclic
peptides through disulfide linkages. Treatment of such e peptide with an oxidizing agent
such as oxygen, iodine or similar agent will produce a cyclic peptide which may be further
purified using chromatographic or other methods of chemical purification. Construction of
cyclic peptides can also be accomplished through thioether linkages. For instance, N-
bromoacetyl-derivatized peptides can be reacted with sulfhydryl-contzining residues, such as
cysteine. Cyclization occurs by reaction of the free sulfhydryl of cysteine in the peptide with
the bromoacetyl group to form a thioether linkage (Robey et al., Anal. Biochem. 177; 373-7
(1989) and U.S. Patent No. 5,066,716). ]

Other methods of constructing cyclic peptides are known to those skilled in the art.
These include side chain-side chain, side chain-main chain and main chain-main chain
cyclizations. In addition, linkers can be used to join the amino and carboxyl termini of a
peptide. The linker is capable of forming covalent bonds to both the amino and carboxyl
terminus. Suitable linkers are well known to those of skill in the art and include, but are not
limited to, straight or branched-chain carbon linkers, heterocyclic carbon linkers, ar peptide
linkers. The linkers may be joined to the carboxyl and amino terminal amino acids through
their side groups (e.g. through a disulfide linkage to cysteine) or through the alpha carbon

ino and carboxyl groups of the terminal amino acids,

For a general discussion of suitable methods for cyclization, see Hruby and Bonner
in Methods in Adolecular Biology, Volume 35: Peptide Synthesis Protocols, Pennington and
Dunn eds (Humana Press, Totowa, NJ, 1994). For instance, cyclizations may include
formation of carba analogs and thioethers (Lebl et al. in Peptides 1986 Proceedings of the
15th European Peptide Symposium pp. 341-344; Robey et al., 4nal. Biochem. 177: 373-7
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(1989) and U.S. Patent No. 5,066,716), bis-thioethers (Mosberg et al. JACS 107: 2986-2987
(1985)), azopeptides (Siemion et al. Mol. Cell. Biochem. 34: (1991)), and other cyclic
structures, such as bridging structures (Charpentier, M., et al., J. Med. Chem. 32(6): 1184-
1190 (1989), Thaisrivongs, S., et al., J. Med. Chem. 34(4):127 (1991) and Ozeki, E., et al,,
Int. J. Peptide Protein Res. 34:111 (1989)). Cyclization from backbone-to-backbone
positions may also be used.

Bridging is a special type of cyclization in which distant sites in a peptide are brought
together using separate bridging molecules or fragments. Bridging moleculas may include, )
for example, succinic anhydride molecules (Charpentigr, B., et al., supra), and :
carboxymethylene fragments (Thaisrivongs, S., et al., supra). Bridging by metals can slso :
be used (Ozeki, E., et al., supra). :

In some embodiments, the peptides include two or more cystine residues. The
cystines can be substituted or added within the peptide or at either terminus. The position of
the cystines is not critical so long as disuifide linkdges can form between them which allow
the production of cyclic peptides. For example, treatment of such a peptide with an
oxidizing agent such as oxygen, iodine or similar agent will produce a cyclic peptide which
may be further purilied using clhromntographic or ather inethuds ol chaical puilicution.

Additional embodiments include peptides containing antigenic sequences of protein
sequences that have been incorporated into independently folding peptides (Regan &

DeGrado, 1988, Science 241:976; Mutter, 1988, TIBS 13:260; Kamtekar et al., 1993, Science
262:1680; Sieber & Moe, 1996, Biochemistry 35:181; Butcher & Moe, 1996, Proc. Natl.
Acad, Sci. USA 93:1135; FitzGerald et al., 1998, Biochemistry 273:9951). The

L Y ke - o R PRI -1%
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. independently folding peptides may be naturally occurring or of de novo design.

Peptides capable of eliciting protective immunity similar to that of the CHORI
vaccine might also be obtained by using monoclonal antibodies produced by immunization
with CHORJ antigen or the like to select molecular mimetics from phage display peptide
libraries or other combinatorial libraries such as small molecules or mucleic acids.

In addition to use of peptides, antibodies raised against peptides of the invention can
be used to inhibit inflammatory responses. Antibodies can be raised to the peptides of the
present invention using techniques well known to those of skill in the art. Anti-idiotypic
antibodies can also be generated. The following discussion is presented as a general
overview of the techniques available; however, one of skill will recognize that many
variations upon the following methods are known.
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Frequently, the peptides and antibodies of the invention will be labeled by joining,
either covalently or non-covalently, a substance which provides for a detectable signal, A
wide variety of labels and conjugation techniques are known and are reported extensively in
both the scientific and patent literature. Suitable labels include radionucleotides, enzymes,
substrates, cofactors, inhibitors, fluorescent moieties, chemiluminescent moieties, magnetic
particles, and the like, Patents teaching the use of such labels include U.S. Patents Nos.
3,817,837, 3,850,752, 3,939,350, 3,996,345, 4,277,437, 4,275,149 and 4,366,241. Also,
recombinant immunoglobulins may be produced. See Cabilly, U.S. Patent No. 4,816,567,
and Queen et al. (1989) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86: 10029-10033.

6. Passive immunity

Immunoprotective antibodies that recognize Neisserial epitopes can also be
administered to an organism (e.g. a buman patient) to induce passive immunity against a
Neisserial disease, either to prevent infection or disease from occurring, or as a therapy to
improve the clinical outcome in patients with established disease (e.g. decreased
complication rate such as shock, decreased mortality rate, or decreased morbidity, such as
deafness).

Antibodies administered to an organism other than the species in which they are
raised are often immunogenic. Thus, for example, murine or porcine entibodies
administered to n human ofRen induce an immunologic respanse agningt 1the antibady. The
immunogenic properties of the antibody are reduced by altering portions, or all, of the
antibody into characteristically human sequences thereby producing chimeric or buman
antibodies, respectively. .

Chimeric antibodies are immunoglobulin molecules compriging a human and non-
human portion. More specifically, the antigen combining region (or variable region) of a
humanized chimeric antibody is derived from a non-human source (e.g. murine), and the
constant region of the chimeric antibody (which confers biological effector function to the
immunoglobulin) is derived from a human source. The chimeric antibody should have the
antigen binding specificity of the non-human antibody molecule and the effector function
conferred by the human antibody molecule. A large number of methods of generating
chimeric antibodies are well known to those of skill in the art (see, e.g., U.S. Patents Nos.
5,502,167, 5,500,362, 5,491,088, 5,482,856, 5,472,693, 5,354,847, 5,292,867, 5,231,026,
5,204,244, 5,202,238, 5,169,939, 5,081,235, 5,075,431 and 4,975,369). An elternative
approach is the generation of humanized antibodies by linking the CDR regions of non-
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human antibodies to human constant regions by recombinant DNA techniques. See Queen
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86; 10029-10033 (1989) and WO 90/07861.

In one preferred embodiment, recombinant DNA vector is used to tranafect a cell line
that produces an antibody against a peptide of the invention. The novel recombinant DNA
vector contains a “replacement gene” to replace all or a portion of the gene encoding the
immunoglobulin constant region in the celi line (¢.g. a replacement gene may encode all or a
portion of a constant region of a human immunoglobulin, or a specific imnmnoglobulin
class), and a “target sequence” which allows for targeted homologous recombination with
immunoglobulin sequences within the antibody producing cell.

In another embodiment, a recombinant DNA vector is used to transfect a cell line that
produces an antibody having a desired effector function (e.g. a constant region of a human
immunoglobulin), in which case, the replacement gene contained in the recombinant vector
may encode all or a portion of a region of an antibody and the target sequence contained in
the recombinant vector allows for homologous recombination and targeted gene
modification within the antibody producing cell. In either embodiment, when only a portion
of the varieble or constant region is repiaced, the resulting chimeric antibody may define the
same antigen and/or have the same effector function yet be altered or improved so that the
chimeric antibody may demonstrate a greater antigen specificity, greater affinity binding
constant, increased effector function, or increased secretion and production by the
transfected antibody producing cell line, etc.

In another embodiment, this invention provides for fully human antibodies. Human
antibodies consist entirely of characteristically human polypeptide sequences. The human
antibodies of this invention can be produced by & wide variety of methods (ses, e.g., Larrick
et al., U.S. Patent No. 5,001,065). In one embodiment, the human antibodies of the present
invention are produced initially in trioma cells (descended from three cells, two human and
one mouse). Genes encoding the antibodies are then cloned and expressed in other cells,
particularly non-human mammalian cells. The general epproach for producing human
antibodies by trioma technology has been described by Ostberg et al. (1983), Hybridoma 2:
361-367, Ostberg, U.S. Patent No. 4,634,664, and Engelman et al., U.S. Patent No.
4,634,666. Triomas have been found to produce antibody more stably than ordinary
hybridomas made from human cells.

Methods for producing and formmulation antibodies suitable for administration to &
subject (e.g., & human subject) are well known in the art. For example, antibodies can be
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provided in & pharmaceutical composition comprising an effective amount of an antibody
and a pharmaceutical excipients (e.g., saline). The pharmaceutical composition may
optionally include other additives (e.g., buffers, stabilizers, preservatives, and the like). An
effective amount of antibody is generally an amount effective to provide for protection
against Neisserial disease or symptoms for a desired period, e.g., a period of at least about 2
days to 10 days or 1 month to 2 months).

7. Diagnostic assays

The antigens or antibodies of the invention can also be used for diagnostic purposes.
For instance, peptides can be used to screen pre-immune and immmne sera to ensure that the
vaccination has been effective. Auntibodies can also be used in immunoassays to detect the
presence of particular antigen molecules associated with Neisserial disease.

EXAMPLES
It is understood that the examples and embodiments described herein are for
illustrative purposes only and that various modifications or changes in light thereof will be
suggested to persons skilled in the art and are to be included within the spirit and purview of
this application and scope of the appended claims. All publications, patents, and patent

applications cited herein are hereby incorporated by reference in their entirety for all
(i uoses.

A, Membrane preparations

Strains for preparation of OMVS and MVs were selected on the basis of sergroup,
serotype, and serosubtype. Strains to be used in the preparation of MVs were selected for
relatively high levels of blebbing and expression of NspA (see Moe et al. (1999 Infect,
Immun, 67: 5664). Exemplary strains used in preparation of OMVs and MVs have been
deposited with the American Type Culture Collection (ATCC; see below). Strains that
produce high levels of blebs, which strains are particularly useful in the MV production, can
be selected or are known in the art (see, e.g., WO 01/34642).

The meningococcal strain frozen at -30°C in aqueous -2% skim milk (w/v) was
subcultured on a commercial chocolate agar plate (Remel, Laztakas, KS). After overnight
growth at 37°C in 4% CO,, several colonies were selected to inoculate ~7 ml of sterile
Mueller-Hinton broth to an ODgagas 0f 0.1. The culture was incubated at 37°C, 4% CO,
with rocking until the ODgzo. reaches 0.6-0.8 (two to three hours). Two to three 7 ml
starter cultures were then used to inoculate 500 mi of Mueller-Hinton broth. The larger
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culture was grown to an ODgzoan of 0.9-1.0 at 37°C with vigorous shaking. Phenol is added
to the culture to & final concentration of 0.5% (w/v) and the mixture is left at 4°C overnight
to inactivate the bacteria. The cells were then pelleted by centrifugation (11,000 x g) for 30
min at 4°C. The cell pellets were frozen at -20°C until used for preparation of outer
membrane protein vesicles (OMV).

Microvesicles (MV) were harvested from the phenol-treated cell culture supernatant
by adding solid ammonium sulfate (390 g/l final concentration) slowly with stirring. After
the ammonium sulfate was added and completely dissolved, the mixture was left at 4°C
overnight. The precipitated MVs were then collected by centrifugation at 11,000 x g for 30
min The precipitated MV pellet was resuspended in 0.04 volums of PBS and centrifuged
again at 16,000 x g for 15 min. at 4°C. The pellet was discarded and the MVs, which remain
in the supernatant, were collected by centrifugation at 100,000 x g for 2 hrs. at 4°C. The
final pellet was resuspended in 0.01 volume (i.e. 5 ml per 500 m] of culture) of water (“MV™
vaccine preparstion). Alternatively, the pellet was resuspended in 0.1M TrissHC], pH 8.6,
containing 10 mM EDTA and 0.5% (w/v) sodium deoxycholate (~3 ml/500 ml cell culture).
After stirring (30 min), the mixture was centrifuged (125,000 x g, 2 hrs, 4°C). The
supernatant was discarded and the pellet resuspended.in 1 ml of 3% sucrose (‘DOC MV™
vaccine preparation). The protein concentration of the MV and DOC MV preparations was
determined by BCA assay (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). The MV and DOC MV
suspensions were then frozen on dry ice and stored at -20°C uatil used for immunization.

Outer membrane vesicles (OMV) were prepared by the method of Zollinger et al
(1979 J. Clin. Invest. 63: 836-848). The frozen cell pellet was resuspended in 10 ml of 0.05
M Tris"HCl buffer, pH 7.4 containing 0.15 M NaCl and 0.01 M EDTA then heated to 56°C
for 30 min. followed by cooling on ice. The cell suspension was then sonicated on ice with
several 15-second bursts using a microprobe sonifier (Branson, Danbury, CT). Cell debris
was removed by centrifugation at 16,000 x g for 15 min., and the outer membrane vesicles
(OMYV3) in the supernatant were obtained by ultracentrifigation at 100,000 x g for 2 hrs, at
4°C. The OMYV pellet was resuspended in 2 ml of water (“OMV™ vaccine preparation).
Alternatively, the frozen cell pellet was resuspended in 0.1M Tris*HCL, pH 8.6, containing
10 mM EDTA and 0.5% (w/v) sodium deoxycholate., After stirring for 30 min. at ambient
temperature, the mixture was centrifuged (20,000 x g, 30 min., 4°C). The supernatant was
retained and the pellet was reextracted and centrifuged again with one third volume of the
same buffer. The supernatents from both extractions were combined and centrifuged
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(125,000 x g, 2 hrg, 4°C). The supernatant was discarded and the pellet was resuspended in
3 m! of 3% sucrose (“DOC OMV™ vaccine preparation). The OMV and DOC OMYV vaccine
preparations were frozen on dry ice, and stored at -20°C until used for immunization, The
protein concentration of the OMV and DOC OMY preparations was determined by BCA
(Pierce Chemical Co., Rockford, IL).

B. Immunization schedule

MYV or OMYV preparations were diluted in PBS and either mixed with an equal
volume of complete Freund’s adjuvant (CFA; Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) or
aluminum hydroxide (Alhydrogel 1.3% from Superfos Biosector, Frederikssund, Denmark),
or aluminum phosphate (Alhydrogel that had been inoubated with PBS buffer for at least 3
hrs). In some vaccine preparations, CpG nucleotides (5'-TCCATGACGTTCCTGACGTT-
3’ (SEQ ID NO:1) Chiron Corp., Emeryville, CA) were added to the aluminum
phosphate/antigen mixture to a final concentration of 100 pg/ml as a second adjuvant. Mice
were immunized by the IP (CFA) or SC (aluminum phosphate, aluminum hydroxide) routes
with 100 pl containing between 5 to 25 micrograms of total protein of the MV prepared from
the meningococcal strain RM1090. At 3- to 4-week intervals two subsequent booster doses
(5-25 micrograins /mouse) were given with either incomplete Freund's adjuvant (IFA), or
alumirum hydroxide, or aluminum phosphate (prepared as described above) by the IP or SC
routes, respectively, of first MVs prepared from meningococcal strain BZ198 and then
OMV3 prepared from meningococcal strain Z1092. The sequential immunization with three
different meningococcal strains, which were genetically different with respect to their
serogroup, serotype, and serosubtype and other antigens constitutes what is hereafter
designated “CHORI vaccine”. In a second experiment, another group of mice were
immunized with CHORI vaccine as described above except that CpG oligomucleotides were
not used a3 a second adjuvant and the experiment inchaded mice that were given the CHORI
vaccine combined with aluminum hydroxide adjuvant and mice that were given three
injections of a mixture of the MV/OMYV described above together with atuminum phosphate.
In a third experiment, groups of guinea pigs were given ejther sequential immunizations with
CHORI vaccine antigens or three injections of a mixture of CHORI vaccines antigens
combined with aluminum phosphate.

C. SDS-PAGE and Western blots

Protein preparations were analyzed using 15% SDS-PAGE as described by Laemmli
(1970 Nature 227: 680-685) employing a Mini-Protean II electrophoresis apparatus (Bio-
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Rad, Richmond, CA). Samples were suspended in SDS sample buffer (0.06 M Tris*HC), pH
6.8, 10% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol, 10 micrograms /ml
bromopheno! blue) and optionally heated to 100°C for 1 min. before loading directly onto
the gel.

Figure 2 shows a Coomassie-stained 15% SDS-PAGE gel of the proteins present in
the MV of strain Z1092 (lane 2) or OMV preparations from strain Z1092 (lane 4), or the
respective preparations after having been extracted with 0.5% (w/v) sodium deoxycholate
(i.e. DOC MV ([lane 3] and DOC OMY [lane 5]) as described by Fredricksen et al. (1991,
NIPH Arm. 14; 67-79). The four corresponding preparations made from meningococcal
strains BZ198 and RM1090 ( are shown in lanes 6 to 13, respectively). Five proteins, PorA,
PorB, Rmp, Ops, and Opc, are known to constitute the major outer membrane proteins of
Neisseria mermingitidis. All of the preparations appear to contain the major outer membrane
proteins PorA and PorB (~39-42 kDa) and the opacity proteins, Opa and Opc (~28-31 kDa),
although the apparent mass of the particular proteins and relative amounts were different in
each preparation. The less distinct protein having an apparent mass of ~31-34 kDa in the
DOC OMYV preparations may be reduction modifiable protein (Rmp). In addition to these
major outer membrane proteins, each MV and OMYV preparation contains various other
proteins in lesser amounts. In general, the minor proteins are more variable between strains
and between MV compared to OMV preparetions.

D. Antibody binding to the cell surface

Binding of antibodies to the surface of live bacteria was determined by indirect
fluorescence flow cytometry (Granoff et al., 1998, J Immunol 160: 5028-5036). Bacterial
cells were grown to mid-log phase in Mueller-Hinton broth, harvested by centrifugation, and
resuspended in blocking buffer (PBS containing 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) and
0.4% (w/V) sodium azide) at a density of ~10° cells per ml. Dilutions of test or control
antiserum (typically 1:20, 1:200, 1:2000) were then added and allowed to bind to the cells,
which were maintained on ice for 2 hrs. Following two washes with blocking buffer, the
cells were incubated with FITC-conjugated F(ab")2 fragment goat anti-mouse IgG (H+L)
(Jackson Immmune Research, West Grove, PA) for 1 hr. The cells were washed twice with
blocking buffer then reacted with 0.25% formaidehyde in PBS buffer before analyzing the
bacterial cells by flow cytometry.

Positive control antibodies included meningococcal-specific serotyping or
serosubtyping monoclonal antibodies (MN2C3B, MN16C13F4, Rijksinstituut Voor
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Volksgezondheid en Milen, Bilthoven, The Netherlands) and SEAM 12, an anti-
polysaccharide monoclonal antibody that is specific for encapsulated serogroup B strains
(Granoff et al., 1998, J. Immmol. 160:5028). The negative control consisted of a mouse IgG
monoclonal antibody (VIG10) of irrelevant specificity and polyclonal sera from mice
immunized with membrane proteins from E, coli. Antibodies used to define serogroup,
serotype, end serosubtype are provided in Figures 20 and 21,

Figure 3 shows the results of a typical experiment examining antibody binding to
two test streins: MCS8 and S3446. Both strains express PorA and PorB proteins that are
heterologous with the respective porin protein s from the three strains used to prepere the
CHORI vaccine. The antisera from mice immunized with CHORI antigen show an increase
in fluorescence intensity with both strains when the antisera were tested at dilutions of 1:20
to 1:200. In contrast, polyclonal antisera prepared to proteins precipitated from culture
supernatant of the Z. coli show only low intensity background fluorescence (1:20 dilution),
and were considered negative. Antisers from guinea pigs immunized with the Norwegian
vaccing, prepared from OMV from strain H44/76 (P1.7,16), was positive against strain
MC58 with an homologous PorA. serosubtype (P1.7,16) but was negative when tested at 1:20
dilution against strain S3446 with a heterologous serosubtype (P1.22,14).

As summarized in Figure 4, of the 12 N. meringitidis serogroup B strains tested by
flow cytometry, 11 (92%), including 6 strains with heterologous PorA serosubtypes, and 3
strains having both heterologous serotypes and serosubtypes, were positive for cell surface
binding by anti-CHORI antigen antisers. The one negative strein does not express PorA,
which suggests that some of the anti-CHORI vaccine antibodies bind to PorA or to proteins
whose expression may be regulated in conjunction with PorA expression. In addition to the
11 meningococcal B strains, the anti-CHORI vaccine antisera was positive also in this assay
when tested with heterologous meningococcal serogroup A (Z1073) and C (60E) strains
(Figure 5).

E. Complement-dependent bactericidal antibody activity

The bactericidal assay was adepted from the method previously described by
Mandrell et al. (1995 J. Infect. Dis. 172: 1279-1289). Finding that a vaccine produces
bactericidal antibodies against Neisseria memingitidis is accepted in the field as predictive of
the vaccine's protective effect in humans (Goldschneider et al., 1969, J. Exp. Med. 129:1307,
Borrow et al. 2001 Infect Immun, 69:1568). After overnight growth on chocolate agar,
several colonies were inoculated into Mueller-Hinton broth (starting Agzonm of ~0.1) and the
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test organjsm was grown for approximately 2 hrs. to a0 Agygem 0f ~0.6. After washing the
bacteria twice in Gey's buffer containing 1% BSA (w/v), approximately 300 to 400 colony
forming units (CFUs) were added to the reaction mixture. The final reaction mixture of 60
microliters contained 20% (v/v) complement, and serial 2-fold dilutions of test sera or
control monoclonal antibodies in Gey’s buffer. The complement source was luman serum
from & healthy adult with no detectable anticapsular antibody to serogroup B polysaccharide
when tested by ELISA (Granoff et al., 1998, J. Immmol. 160: 5028-5036), and no detectable
intrinsic bactericidal activity against the test strain at a final concentration of 20 or 40%. In
preliminary experiments with a panel of test sera, this complement source gave comparable
bactericidal titers as those obtained with agammaglobulinemic serum as the complement
source. Serum bactericidal titers were defined as tho serum dilution (or antibody
concentretion) resulting in a 50% decrease in CFUs per ml after 60 min, incubation of
bacteris in the reaction mixture, compared to the control CFU per ml at time 0. Typically,
bacteria incubated with the negative control antibody and complement showed a 150 to
200% increase in CFU/mL during the 60 min. of incubation. Figure 6 shows data from a
typical experiment with meningococcal B strain 2996 tested with an anti-meningococcal B
capsular mAb (SEAM 12, Granoff et al., 1998, J. Immunol. 160: 5028-5036), mouse and
guinea pig control antisera, mouse anti-recombinant NspA and anti-CHORI antigen antisera,
and guinea pig anti-Norwegian vaccine antisera.

Figure 7 summarizes the results of measurement of complement-mediated
bactericidal activity of the anti-CHORYI antigen antisera to each of the menigococcal B
strains tested. All 12 strains were killed by complement together with similar concentrations
of a positive control anti-capsular mAb (SEAM 12; subtype IgG2a (Granoff et al,, 1998, J
Immunol, 160: 5028-5036). Similarly, all 11 strains that were positive for anti-CHORI
antisera binding by the flow assay were susceptible to antibody induced complement-
mediated bacteriolysis (at a 1:10 dilution or higher, each showed greater than 50% killing,
compared to CFU/ml present at time 0). Also, the heterologous meningococcal A and C
strains that were positive when tested in the flow assay also were positive in the bactericidal
assay (Figure 5). Agsin, only strain M136, which does not express PorA, and was negative
for antibody binding in the flow assay, was resistant to killing in the bactericidal asgay. In
contrast, antibodies elicited by either the Norwegian vaccine or tNspA, both of which are
meningococcal B vaccine candidates currently being tested in humans, were able to activate

complement-mediated bacteriolysis with only a limited number of the genetically diverse set
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of strains. As with the flow assay, the anti-NspA vaccine antisera and the anti-Norwegian
vaccine antisera were bactericidal against only a limited number of the strains.

Figure 8 summarizes the regults of testing complement-mediated bactericidal activity
of anti-CHORI antisera prepared in a second experiment in mice. Data are shown for
antisera prepared with CHORI vaccine given with CFA or aluminum phosphate (without
CpG). The results are shown for the 14 meningococcal B strains tested in this experiment (8
with serosubtypes heterologous to those of the vaccine strains). Results also are shown for
one additional MenB strain in which the gene encoding NspA has beea inactivated
(BZ198ANspA). All 15 strains were killed by anti-CHORI antisera (14/15 with CHORI
vaccine given with CFA; and 13/15 with CHORI vaccine given with aluminum phosphate;
for the heterologous strains, 6/7 and5/7, respectively). In contrast, only 1 of 15 strains was
killed by antigera from control animais given 3 injections of £ colf MV. These results from
a second experiment in mice confirm the earlier results obtained with the CHORI vaccine in
experiment 1. In addition, the data indicate that the second adjuvant, CpG oligopucleotides,
which was not used in the second experiment, is not needéd by the CHORI vaccine to elicit
broadly reactive antibody.

A group of mice iri the second experiment received three injections, each consisting
of a mixture of the same MV, MV and OMYV used in the sequential immunization. The
resulting antigsera were bactericidal against 12 of the 15 strains (4 of 7 of the heterologous
strains). Immmnization with the mixture of antigens elicited broader bactericidal activity
than expected but the titers measured agsinst the some strains tended to be much lower than
those obtained in animals given the sequential CHORI vaccine immunization (e.g. strains
CU385 and 1000, titers of 1:128 and 1:128 after CHORI vaccine/alummunium phosphate vs.
titers of <1:4 and 1:6 in antisera prepared against thres injections of the mixed
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antibody responses in guinea pigs, 8 second animal modél that may be more predictive of
protective antibody responses in humans than mice.

K. Paasive animal protection

A criticism of bactericidal assays is that it tests the activity of antibodies against
bacteria grown in broth, and that bacteria grown in vivo may have different properties.
Therefore, the ability of mouse anti-CHORI antiserum to confer passive protection against
N. meningitidis group B bacteremia was tested in infant rats challenged IP, using an art-
accepted model and method adapted from Saukkonen et al. (J Infect. Dis., 1988, 158: 209-
212), which is regarded in the field as being predictive of results in humans. The
meningococcal B strain 8047, which was positive by the flow cytometric assay for CHORI
antigen-surface accessible epitopes and susceptible to anti-CHORI antigen bactericidal
activity, was selected for this study. Infant pups (6- to 7-day old) from six litters of outbred
Wistar rats (Charles River, Hollister, CA) were randomly redistributed to the nursing
mothers. Groups of five to six animals were challenged IP with 100 ul of approximately 5 x
10* CFU of the group B strain 8047. The strain used'had been passaged three times in infant
rats. The bacteria isolated from blood cultures after the third pass was grown on chocolate
agar overnight and stored frozen at -70°C in vials containing sterile skim milk. On the day
of the experiment, the bacteria were grown, washed and resugpended in PBS buffer
containing 1% BSA, as described above for the bactericidal assay.

The animals were given antisera or antibodies diluted in PBS containing 1% BSA by
IP injection 2 hrs. prior to bacterial challenge. Eighteen hours after the bacterial challenge,
blood specimens were obtained by puncturing the heart with a syringe and needle containing
one to two drops of 25 Units/ml of hepearin without preservative (Fujisawa USA, Deerfield,
IL). Aliquots of 1, 10 and 100 microliters of blood were plated onto chocolate agar. The
CFU per ml of blood was determined after overnight incubation of the plates at 37°C in 5%
CO;.

Figure 10 summarizes the results of quantitative bacterial cultures performed on
blood specimens obtained 18 hrs, after challenge. A dose of 10 micrograms per rat of the
positive control anticapsular antibody, SEAM 3, was completely protective against the strain
as was mouse anti-CHORI antisera at a dilution of 1:20. In contrast, the guinea pig anti-
Norwegian vaccine antisera (1:20) and the two control sera (mouse antisers prepared to -E.
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coli proteins or guinea pig antisera from animals imnmnized with alum alone) were not able
to protect against bacteremia caused by strain 8047.

In a second passive protection experiment using the protocol described above, anti-
CHORI vaccine antisera prepered in guinea pigs were also shown to protect infant rats from
meningococcal B bacteremia after IP challenge (Figure 11). Protection was observed in
animals treated with antisera prepeared to vaccine administered with aluminum phosphate or
alumipum hydroxide, and was superior to the protection observed in control animals treated
with 20 pg of a murine anticapsular monoclonsl antibody (SEAM 3).

G. Immunoprecipitation of surface antigens recognized by anti-CHORI antigen
antibodies

The method used for immunoprecipitation of surface-accessible antigens was based
on those described by Hansen et al. (1981 Infect. Jmmun. 33: 950-953) and Gulig et al. (1982
Infect, Immun. 37 82-88). In our studies, the method was used with either unlabeled cells,
or with cells in which the surface proteins had had been radiciodinated, Cells were grown in
Mueller-Hinton broth (~7 ml) to an OD of 0.6 and harvested by centrifugation at 5000 x g at
4°C, The cell pellet was washed two times in cold PBS containing 1% BSA or, for the
radicimmunoprecipitation assay, PBS alone.

Cells to be iodinated were transferred to a glags tube. One nanomole of KI and 1
mCi of Na1251 (Amersham, ) were added to the cell suspension. Radiciodination was
initiated by the addition of 0.03% Hp027 (50 ul) and lactoperoxidase (Sigma, St. Louis, MO)
in water (50 ! of & 1 mg/m solution). The same amounts of HyOx and lactoperuxidase
were added at 4 min. intervals for 12 min. The reaction was terminated after 16 min. by
adding the reaction mixture to cold PBI (20 ml) (i.e. Nal substituted for NaCl in PBS). The
cells were barvested by centrifugation (5,000 x g, 10 min, 4°C), washed 2 times with PBS,
then used immediately.

The cells were resuspended in PBS (2 ml) containing 1% BSA. The antisera were
added to 0.5 mi aliquots of cell suspension. The mixture was incubated with rocking for 90
min. at 4°C. The cells were then collected by centrifugation (1 min. spin in microfuge),
washed two times with PBS/1% BSA, and resuspended in 1 ml of solubilization buffer (50
mM Tris buffer, pH 7.8, containing 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.2 %
sodium deoxycholate, and 0.1 % sodium dodecyl sulfate. After incubation for 60 min. at
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37°C, the insoluble material was removed by centrifugation (45,000 x g for 60 min. at 20°C).
The supernatants were then transferred to tubes containing 3-4 milligrams of protein A
Sepharose beads (Sigme) pre-esuilibrated with 50 pl of PBS. The samples were incubated
overnight at 4°C with rocking, The beads were washed five times with solubilization buffer.
Bound proteins were released from the beeds by adding 75 ul of SDS sample buffer and
heated to 100°C for 1 min. After removing the supernatant, 1 ul of 2-mercapto ethanol was
added to each sample and then heated again to 100°C for 1 min. The samples were then run
on a 15% SDS-PAGE gel and stained using silver stain (Pierce Chemical Co., Rockford, IL).

For Western blots, the gel was equilibrated with buffer (48 mM Tris*HCL, 39 mM
glycine, pH 9.0, 20% (v/v) methanol) and the proteins were transferred to a nitrocellulose
mesnbrane (Bio-Rad) using a Trans-BlotTM (Bio-Rad) semi-dry electrophoretic transfer
cell. The nitrocellulose membranes were blocked with 2% (w/v) skim milk in PBS
containing 0.2% (w/v) sodium azide. Antisera were diluted in the same blocking buffer
containing 0.1% Tween-20. Bound antibody was detected using:-rabbit anti-mouse
1gG,A M-alkaline phosphatase conjugate polyclonal antibody (Zymed, South San Francisco,
CA) diluted in PBS containing 1% (w/v) BSA, 1% (w/v) Tween-20, and 0.2% (w/v) sodium
azide and Sigma FastIM BCIP/NBT substrate (Sigma).

Figure 12 is a silver-stained SDS gel demonstrating cell surface proteins precipitated
with the anti-CHORI antisera (Lane 2) from M7, a non-encapsulated mntant of serogroup B
strain, NMB (Stephens et al. 1991, Infect. Immun. 59; 4097-4107). six proteins having
apparent masses of 59.5, 40.7, 39.6, 33, 27.9, and 14.5 kDa were precipitated by the antisera
prepared to the CHORI antigen (Lane 2) but not by control anti-E. coli protein antisera (Lane
3). The same results were obtained when the anti-CHORI antigen antisera were used to
precipitate surface proteins from the encapsulated parent strain, NMB (data not shown).
Except for the 59.5 and 27.9 kDa heavy and light chain Ig proteins (see below), the same
surface proteins detected by silver staining were observed also in 1251-labeled cells (data not
shown). )

Of note, there was no lipooligosaccharide (LOS), which would be detected by silver
staining, that was precipitated by the anti-CHORI antigen antisera. Further experiments,
described below, were designed to determine whether the observed surface binding and
protective biological activity of anti-CHORI veccine antisera were due to anti-LOS
antibodies.
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Figure 13 shows a Western blot of the same samples as resolved on the SDS gel in
Figure 12. Samples in lanes 1 to 3 were detected by anti-CHORI vaccine antisera. Samples
in Lanes 4 to 6 were detected by an anti-PorA P1.2-specific mAb, The proteins having
apparent masses of 59.5 and 27.9 kDa in Figure 13, (Lanes 2, 3, 5, and 6) correspond to
antibody heavy and light chains, respectively, as they were detected with the rabbit anti-
mouse Ig alkaline phosphatase conjugate secondary antibody. The 40.7 kDa protein ' i
precipitated by the anti-CHORI antigen antisera (Figure 12, Lane 2) was reactive with the ¥
anti-PorA P1.2-specific antibody in the Western (Figure 13, Lane 5) and is, therefore, PorA
P1.2. Asexpected, PorA P1.2 also was detected in the total protein from M7 (Figure 13,
Lane 4), The anti-CHORI vaccine antisera detected only the 33 kDa protein (Lane 2) and
not PorA. Thus, the antisera prepared to the CHORI antigen reacts with both native and
denatured 33 kDa protein but only native forms of the 40.7. 39.6, and 14.5 kDa proteins
present on the cell surface of strain M7 (Figure 12, lane 2),

Similar immunoprecipitation experiments were performed on the MV and OMV
preparations used for immunization and seven genetically diverse, encapsulated serogroup B
strains. The results are summarized in Figure 14. When the results are compared, it is
apparent that the sequential immunization with membrane vesicles from three genetically
diverse meningococcal strains elicits antibodies that recognize a variety of antigens. Some
of the antigens that are recognized are the same in all strains; others are strain specific or

conunon 1o subsets ol sirnios.  'or exmiple, prolaing having apporent nssos of 3°7-41 kDn
were precipitated from strains BZ198 and NMB but not from any of the other strains.
Similarly, proteins having an apparent mass of 25.7 kDa were precipitated from strains
NG3/88 and S3446 but not from any other strains. However, there is one surface protein
having an apparent mass of 32 to 33 kDa that is recognized by anti-CHORI antigen antisera
in all 'of the examples except for strain M136, which was negative in both the flow and
bactaricidal assays. The 32 to 33 kDa protein may be a conserved antigen.

Additional experiments were performed on encapsulated serogroup B strains.
CU385, BZ198 and 1000 using cells in which the surface proteins had had been
radioiodinated (Fig. 14A) and precipitated with immune antisera from different groups of
mice given the CHORI vaccine. In addition to the proteins described above, in this second
set of experiments, proteins with apparent molecular masses between 10 and 14.5 kDa, and
80 kDa were precipitated from strains CU385 and BZ198, Three proteins with appereat kDa
of 26, 41 and 45 were precipitated from strain 1000.
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It is important to note that not all antigens recognized by the antisera from mice
immunized with CHORI antigen were immunoprecipitated from the bacterial cells. There
were also antibodies in the antisera to some antigens (e.g. the NspA protein) that were shown
to be present by an ELISA or Western blot, but were not immunoprecipitated in this
experiment. The failure to detect these other antigens may result from the fact that the
antibody/antigen complex must be stable in the presence of detergents (Triton X-100,
deoxycholate, and lauryl sulfite) to be detected.

H.  Detection of proteins reactive in CHORI vaccine MV and OMV
preparations with anti-CHORI vaccine antibodies elicited in mice and
guinea pigs.

Figure 15 shows & Western blot of MVs from strains RM1090 (C:22:P1,5,2:1L3,7),
and BZ198 (B:NT:P1.4) and OMYV from strain Z1092 (A:4:P1.10). Antisera from mice
immunized CHORI vaccine combined with CFA, or given with alumimum phosphate
adjuvant, or from guinea pigs immunized with CHORI vaccine together with alumimm
phosphate adjuvant, were used as the primary detecting antibody. The blot shows that the
CHORI vaccine elicits antibodies that are reactive with several proteins having similar
apparent molecular mass in each of the MV or OMV preparations independent of the animal
species or adjuvant used in the vaccine. The apparent molecular masses of all proteins in the
MYV or OMYV preparations that are reactive with antibodies produced by imnmunization with
CHORI vaccine are summarized in Figure 16.

L Detection of anti-LLOS antibody activity

One of the antigenic determinants on the surface of the meningococei that has been
observed to elicit bactericidal antibodies is lipooligosaccharide (LOS). In order to determine
whether anti-1. OS antibodies were elicited by the CHORI vaccine, 8 LOS affinity column
was prepared and used to absorb out anti-LOS antibodies in the anti-CHORI vaccine antisera
using methods described by Shenep et al. (1982, J. Infect. Dis. 145: 181-190) with the
following modifications. LOS was prepared from each vaccine strain by the method of
Appicella et al. (Bacterial Pathogensis (1997) V. L. Clark and P. M. Bavoil eds. Academic
Press, San Diego, CA), and was conjugated to BSA as follows. LOS (1 mg) was combined
with BSA (2 mg) in 100 mM MES buffer, pH 5.0.' EDC (1-ethy}-3- (3- '
dimehtylaminopropyl) carbodiimide HCL; 100 pl of a 10 mg/ml solution in weter) was added
with stirring followed by incubation at ambient temperature for 2 hrs. An equal mixture of
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the three LOS-BSA conjugates (1 mg LOS-BSA conjugate per ml of hydrated gel) was
coupled to CNBr-activated agarose beads (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) in sodium
carbonate buffer (0.1 M, pH 8.0) overnight at ambient temperature.

After removal of anti-LOS antibodies by passing the anti-CHORI vaccine and anti-
C.HORI mixed antigen antisera through the LOS affinity column, the antisera were
concentrated to their original volume by ultrafiltration and tested for the presence of anti-
LOS antibody by ELISA and complement-mediated bactericidal activity against two MenB
strains (BZ198 and S3032). As summarized in Figure 17, the presence of anti-LOS antibody
was greatly reduced or eliminated by absorption with the LOS-BSA conjugate affinity
column. As shown in Figure 18, there was little or no difference in the bactericidal titers
between the absorbed and unabsorbed sera from mice or guinea pigs immunized with
CHORI vaccine indicating that anti-LOS antibody does not contribute significantly to the
bactericidal activity against either a vaccine strain (BZ198) or strain $3032, which has PorA
and PorB that are heterologous to the strains used to prepare the vaccine. There was a
greater effect on the bactericidal titers of antisera prepared from mice and glinea pigs
immunized with Mixed CHORI vaccine indicating & more significant contribution of anti-
LOS antibodies to the bactericidal titer in this antisera.

J. Preparation of monoclonal antibodies.

Female CD1 mice (Charles River, Hollister, Calif.) were vaccinated sequentially with
MYV prepared from meningococcal strain RM1090 (C:2a:P1.5,2), BZ198 (B:NT:7,4), and
OMY from strain Z1092 (A:4,21:P1.10). The mice were given three 100 microliters
injections, each separated by three weeks, containing 5 micrograms of protein. The first two
doses were given subcutaneously together with alumirum phosphate (0.5% wt/vol) and the
final dose was given without adjuvant and administered intraperitoneally (i.p.). Three days
Ister, the animals were sacrificed and their spleen cells were fised with myeloma cells
(P3X63-AGB.653) at & ratio of 1 spleen cell to 1.7 myeloma cell. After two weeks
incubetion in HAT selective medium, hybridoma supernatants were screened for antibody
binding activity by whole cell ELISA using encapsulated MenB strains 1000 and CU385 as
the target antigen. The method described by Abdillahi and Poolman, (Microb Pathog. 1988
4:27-32) was used for the whole cell ELISA assay. Hybridomas secreting antibody that was
reactive with both 1000 and CU38S strains in 2 whole cell ELISA and were positive for
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binding by flow cytometry were cloned by limiting dilution and then expeanded end frozen
for subsequent use in tissue culture.

Antibodies from eight cell lines were characterized in detail The subclasses of the
monoclonal antibodies were determined using an antibody capture ELISA and alkaline
phosphatase-conjugated polyclonal antibody specific for each of the mouse IgG subclasses,
IgM, IgA, and x and A light chaing (Southem Biotechnology Associates, Inc. Birmingham,
Ala). The monoclonal antibodies produced by the hybridoma clones were harvested from
tissue culture media by ammonium sulfate precipitation (55% wt/vol). The concentration of
the purified mAb was determined by capture ELISA using Ig standards as recommended by
the manmufacturer (Southern Biotechnology Associates, Inc. Birmingham, Ale.).

K. Reactivity of anti-CHORI antigen mAbs with diverse MenB strains.

The ability of mAbs prepared from mice immunized with anti-CHORI antigen
(administered with CFA or aluminum phosphate) to bind to diverse MenB strains was
determined by whole cell ELISA (Abdillahi and Poolman, Microb Pathog. 1988 4:27-32).
The results are summarized in Figure 19. None of the monoclonal antibodies react with
LOS prepered from the immunizing strains. The mAbs 1D9 and 14C7 are reactive with
antigens in all or nearly all meningococcal strains tested but not with any non-neisserial
strains. The mAb 14C7 is specific for the highly conserved Neisserial surface protein NspA
since it is reactive with rNspA expressed in E. coli. ThismAbals_o is reactive with strains
8047 and BZ198 but is not reactive with the corresponding strains in which the NspA gene
has been inactivated.. In contrast to the broadly reactive antibodies, antigens recognized by
the mAbs 4B11 and 9B6 are limited to certain strains. Note that MAb 4B11 is reactive with
strain 8047 but not with the comresponding 8047 mutant in which the NspA gene has been
inactivated. However, mAb 4B11 does not bind to rNspA expressed in E. colf vesicles, and
also does not bind to strain BZ198, which is known to naturally overexpress (see Moe et al.
(1999 Infect. Immun, 67: 5664; Moe et al. Infect Immun. 2001 69:3762). Therefore, mAb
4B11 may recognize a NspA epitope that is specific to strain 3047, or an epitope on another
membrane protein that is not present in strain BZ198 but is present and associated with
NspA expression in strain 8047. Taken together, the results with the different mAbs show
that the anti-CHORI antigen vaccine elicits antibodies against both highly conserved and
non-conserved proteins.
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L. Bactericidal activity of anti-CHORI antigen mAbs with diverse MenB

strains.

The complement-mediated bactericidal activity of mAbs prepared from mice
immunized with anti-CHORI antigen and tested against several MenB strains is summarized
in Figure 20. The monoclonal antibody 1D9, which reacts by ELISA with all N.
meningitides strains tested, wes not bactericidal, The monoclonal antibody 14C7, which
appears to recognize NspA, was bactericidal or bacteriostatic against all strains tested except
BZ198ANspA (8 knockout of NspA). The activity of the 14C7 monoclonal antibody was
superior to that of the control monoclonal antibody AL 12 (produced in mice immunized with
recombinant NspA (see Moe et al, Infect Immun. 2001 69:3762). This observation suggests
that imumunization with the CHORI vaccine provides a superior means for eliciting
bactericidal anti-NspA antibodies as compared to immunization with a recombinant NspA-
based vaccine.

The monoclonal antibody 4B11 (an IgM antibody) was bactericidal against strains
1000 and CU385. Note that the 4811 monoclonal antibody did not react with these same
strains by whole-cell ELISA at the highest concentration tested (see Figure 19). The
bactericidal assays measures finctional antibody activity using live bacteria whereas the
bacterial cell ELISA measures antibody binding to hel}t-killed bacteria, which in these
strains may have denatured the antigenic target of mAb 4B11..

DEPOSITS

A deposit of biologically pure cultures of the materials in the table below was made
with the American Type Culture Collection, 10801 University Blvd., Manasas, VA 20110-
2209, under the provisions of the Budapest Treaty, on or before the filing date of the present
application. The accession number indicated is assigned efter successful viability testing,
and the requisite fees were paid. Access to said cultures will be available during pendency
of the patent application to one determined by the Commissioner to be entitled to such under
37CFR §1.14 and 35U.S.C. §122, All restriction on evailability of said cultures to the
public will be irrevocably removed upon the granting of a patent based upon the application.
Moreover, the designated deposits will be maintained for a period of thirty (30) years from
the date of deposit, or for five (5) years after the last request for the deposit; or for the
enforceable Iife of the U.S. pateat, whichever is longer. Should a culture become nomviable
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or be inadvertently destroyed, or, in the case of plasmid-conteining strains, lose its plasmid,
it will be replaced with a viable culture(s) of the same taxonomic description.

These deposits are provided merely as a convenience to those of skill in the art, and
are not an admission that a deposit is required. A license may be required to make, use, or
sell the deposited materials, and no such license is hereby granted. The deposit below was
received by the ATCC on or before the filing date of the present application.

Description ATCC Accession No.
Hybridoma 1D9 XX1
‘Hybridoma 4B11 X2
Hybridoma 9B8 XX3
Hybridoma 14C7 XX4
MenC strain RM1090 XX5
MenB strain BZ198 XX6
. MenA strain Z1092 XX7
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WHAT IS CLATMED IS:

1. A method of eliciting broad spectrum protective immunity ugainstl\'feimﬂa '
meningitidis, said method comprising the steps of.

administering to a mammal & first preparation of microvesicles (MVs) from a first
Neisseria meningitidis species that is a member of a first serotype and of a first serosubtype,
in an amount sufficient to elicit an immune response to epitopes present in said first
preparation; and i

administering to said mammal a second preparation of MVs from a second Neisseria
meningitidis species that is a member of a second serotype and of a second serosubtype, in
an amount sufficient to elicit an immune response to epitopes present in said second
preparation;

wherein the serotype or serosubtype of each of the first, second, and third Neisseria
meningitidis species is different, and wherein adfhinistering of the first, second, and third
preparations is sufficient to elicit an immune response in said mammal, wherein said
immnerequmemnfa'spmtecﬁwimmunityagninstndiseanmsedbymomthmone
strain of Neisseria meningitidis species.

2. The method of claim 1, the method further comprising:

administering to said mammal a third preparation of outer membrane vesicles
(OMV), MVy, or both OMVs and MVs from a third Neisseria meningitidis species that is a
member of a third serotype and of a third serosubtype, in an amount sufficient to elicit an
immune response to‘epitopes present in said third preparation.

3. The method of claim 2, wherein the first, second, and third preparations are
administered secially.

4. The method of claim 3, wherein the preparations are administered such that the
first preparation is administered first, the second preparation administered second, and third
preparation administered third,
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5. The method of claim 1, wherein the first, second, and third preperations are
administered as a mixture.

6. The method of claim 1, wherein the third preparation comprises MV,

7. The method of claim 1, wherein the protective immunity conferred is against a
disease at least four strains of Neisseria memingitidis species.

8. The method of claim 7, wherein protective immunity conferred is against &
disease caused by more than one strain of serogroup B Neisseria meningitidis species.

9. A method of eliciting broad spectrum protective immunity against a disease
caused by a member of serogroup B of Neisseria meningitidis, said method comprising the
steps of: )

administering to a mammal a first preparation of microvesicles (MVs) from a first
Neisseria meningitidis species that is a member of a first serosubtype, in 2 amount sufficient
to elicit an immune response to epitopes present in said first preparation;

administering to said mammal a second preparation of MVs from a second Neisseria
meningitidis species that is a member of a second serosubtype, in a amount sufficient to
elicit an immune response to epitopes present in said second preparation;

wherein the serosubtype of each of the first and second Neisseria meningitidis
species is different, and wherein administering of the first and second preparations is
sufficient to elicit an immune response in said mammal, wherein said immune response
confiers protective immunity against a disease caused by &t least four strains of Neisseria
meningitidis species.

10. The method of claim 9, wherein the method further comprises administering to
said mammal a third preparation from & third Neisseria meningitidis species that is 2 member
of a third serosubtype, the third preparation comprising outer membrane vesicles (OMV),
MV3, or both OMVs and MV, said administering being in an amount sufficient to elicit an
immune response to epitopes present in said third preparation, wherein the serosubtype ;:f
the first and third species is different.
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11. The method of claim 10, wherein the serosubtype of the first, second, and third
species is different.

12. The method of claim 5, wherein the first and second preparations are
administered as a mixture.

13. The method of claim 9, wherein the first and second preparations are
administered serially.

14, A method of eliciting broad spectrum protective immunity against 2 disease
caused by & Neisseria meningjtidis species, said method comprising the steps of:

administering to a mammal a first preparation from a first Nelsseria meningitidis
species, the first preparation comprising outer membrane vesicles (OMYV), microvesicles
(MV), or both OMYV and MV, said administering of the first preparation being in an amount
sufficient to elicit an immune response to epitopes present in said first preparation;

administering to the mammal a second preparation from a second Neisseria
meningitidis species that is genetically diverse to the first Neisseria meningitidis species, the
second preparation comprising outer membrane vesicles (OMYV), microvesicles (MV), or
both, OMV and MV, said administering of the second preparation being in an amount
sufficient to elicit an immune response to epitopes present in said second preparation;

wherein adminigtering of the first and second preparations elicits an immune
response in said mammal, wherein said immune response confers protective immunity
against a disease caused more than one strain of Neisseria meningitidis species.

15. The method of claim 14, comprising the additional step of administering to said
mammal a third preparation of outer membrane vesicles from a third Neisseria meningitidis
species, which third species that is genetically diverse to at least the first Neisseria
meningitidis species, said administering being in an amount sufficient amount to elicit an
immune response to epitopes present in said third preparation.
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16. A method for eliciting broad spectrum protective immunity against a disease
caused by a Neisseria meningitidis species, said method comprising the steps of:

administering to a mammal & first antigen preparation from a first Neisseria
meningitidis species, said administering of the first preparation being in an amount sufficient
to elicit an immune response to epitopes present in said first preparation;

administering to the mammal a second antigen preparation from a second Neisseria
meningitidis species that is genetically diverse to the first Neisseria meningitidis species,
said administering of the second preparation being in an amount sufficient to elicit an
immune response to epitopes present in said second preparation,;

wherein administering of the first and second preparations elicits an immune
responge in said mammal, wherein said immune response confers protective immunity
against a disease caused more than one strain of Neisseria meningitidis species.

17. The method of claim 16, wherein the method further comprises administering to
the mammal a third antigen preparation from a third Neisseria meningitidls species that is
genetically diverse to at least the first Neisseria meningitidis species, said administering of
the third preparation being in an amount sufficient to elicit an immune response to epitopes
present in said second preparation;

18 The method of claim 16 wherein the first and second antigen preparations are
administered serially. )

19 The method of claim 16 wherein the first and second antigen preparations are
administered as a mixture.

20 The methods of claims 1, 9, 14 or 16 wherein the OMV and MV preparations are
administered together with pharmaceutically acceptable excipients.

21. The method of claims 1, 9, 14 or 16, wherein the excipients comprise an
adjuvant. :

22, The method of claims 1, 9, 14 or 16, wherein the adjuvant is selected from the
group consisting of aluminum phosphate, aluminum hydroxide, alum or MF59.
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23. The method of claims 1, 9, 14 or 16, wherein administering is by injection.

24. The method of claims 1, 9, 14 or 16 wherein administering is oral or by aerosol
administration.

25. The method of claims 1, 9, 14 or 16, wherein the mammal ig a luman.

26. The method of claim 25, wherein the human is immunologically naive with
respect to Neisseria meningitidis,

27. The method of claim 25, wherein the hunian is a human child less than five years
old.

28. A method of identifying an antigenic epitope that elicits broad spectrum
protective immunity against a disease caused by Neisseria meningitidis species, said method
comprising the steps of:

administering to a mammal a first preparation of outer membrane vesicles (OMYV),
microvesicles (MV), or both OMV and MV from a first Neisseria meningitidis species, said
administering being in an amount sufficient to elicit an immune response to epitopes present
in said first preparation;

administering to said mammal at least a second preparation of outer membrane
vesicles (OMYV), microvesicles (MV), or both OMV and MV of a second Neisseria
meningitidis species, in en amount sufficient to elicit an immune response to epitopes
present in said second preparation, wherein the secont Neisseria meningitidis spp is
genetically diverse to the first Neisseria memningitidis spp, and wherein said administering of
the first and second preparations is sufficient to elicit an immune response to at least one
epitope present in said first and second preparations, and wherein said response confers
protective immunity agginst a disease caused by Neisseria meningitidis species; and

identifying at least one epitope that elicits broad spectrum protective immunity
against a disease caused by Neisseria meningitidis species,
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29. A composition comprising:

a first preparation selected from the group consisting of outer membrane vesicle.
(OMYV), microvesicles (MV), or both OMV and MV from a first from a first Neisseria
meningitidis species; and

a second preparation selected from the group consisting of outer membrane vesicle
(OMYV), microvesicles (MV), or both OMYV and MV from a second Neisseria meningitidis
species, wherein the second Neisseria meningitidis spp is gepetically diverse to the first
Neisseria meningitidis species, and

a pharmaceutically acceptable carrier.

30. The composition of claim 29, further comprising;

a third preparation selected from the group consisting of outer membrane vesicle
(OMYV), microvesicles (MV), or both OMV and MV from a third Neisseria meningitidis
species, wherein the third Neisseria meningitidis species is genetically diverse to the first

Neisseria meningitidis species. -

31. The composition of claim 30, wherein:
the first preparation comprises MV,

the second preparation comprises MV, and
the third preparation comprises OMV.

32. The composition of claim 29, wherein the first and second Neisseria meningitidis
species are genetically diverse in that they differ in at least one of serotype, or serosubtype.

33. The composition of claim 31, wherein the first and third Neisseria meningitidis
species are genetically diverse in that they differ in at least one of serotype, or serosubtype.

34. A composition comprising:

at least one isolated Neisseria meningitidis antigen, the isolated antigen being present
in the composition in an amount effective to elicit an immune response in a mammalian host,
and being characterized as a protein immunoprecipitated with anti-sera produced following
vaccination of a mammal with the composition of claim 31, and having an apparent
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molecular mass selected from the group consisting of about 80 kDa, about 59.5 kDa, about
40,7 kDa. about 39.6 kDa, about 33 kDa, about 27.9 kDa, and 14.5 kDa; and
& pbarmaceutically acceptable excipient.

35. A composition comprising:

at least one isolated Neisseria meningitidis antigen, the isolated antigen being present
in the composition in an amount effective to elicit an immune response in a mammalian host,
and being characterized as a protein detected by Western blot with anti-sera produced
following vaccinhtion of a mammal with the composition of claim 31, and having an
apparent molecular mass selected from the group consisting of about 53 kDa to 57 kDa;
about 46-47 kDa, about 33 kD, about 20 kDa to 21 kDa; and about 18 kDe; and

a pharmaceutically acceptable excipient.

36. A composition comprising:

at least one isolated Nelsseria meningitidis antigen, the isolated antigen being present
in the composition in an amount effective to elicit an immune response in 8 mammalian host,
wherein the antigen is from a protein that specifically binds a monoclonal antibody selected
from the group consisting of 1D9 (ATCC Accession No. xx), 4B11 (ATCC Accession
No. xx), 9B8 (ATCC Accession No. xx), and 14C7 (ATCC Accession No. xx); and

a pharmaceutically acceptable excipient.

37. The composition of claim 34, 35, or 36, wherein the composition comprises at
least two isolated Neisseria meningitidis antigens.

38. A composition comprising igolated Neisseria meningitidis antigens, wherein said
antigens are identified by the method of claim 28.

39. A method for eliciting broad spectrum protective immunity against a disease
caused by a Neisseria meningitidis species, said method comprising administering to a
mammal the composition of claim 34, 35, 36, or 38.



FIG. 1. Summary of meningococcal outer membrane vesicle vaccine efficacy trials’

Years of the Veccine Location Age Estimated
Study Strain (population vaccinated) (years) Efficacy
(%)
1987-89 B:4:P1.15 Cuba 11t0 16 83
CPS /alum (100,000 school children)
1989-90 B:4:P1.15 Sao Paolo, Brazil 2 to4 47
C PSb/alum (300,000 children) 41 o7 74
1990-91 B:4:P1.15 Rio de Janeiro, Bruzil 3NM2t07 58
C PS/alum (2.4 million children) 4.t07 n
1988-90 B:4:P1.3 Iquique, Chile 1t03.9 -23
C PS/alum (40,000 children) 4 to2l 70
1989-91 B:15:P1.7,16 Norway 14.1t0 16 57
alum (171,800 school children)

*Adapted from Frasch (1995, in MENINGOCOCCAL DISEASE, K. Cartwright (ed.), Wiley, New York, NY, p. 266). In Norway,
two doses of vaccine were given separated by 6 weeks. Efficacy was 87% in the first year and then declined during the subsequent 18
months follow-up, so that overall efficacy was 57%. C PS=Serogroup C polysaccharide vaccine that is mixed with the vesicles. Alum

preparations were Al(OH);

€21

£H960/70 OM

THBETI0SN/LDd

[



fn
£HI6I/T0 OM

THECY10SN/LOd



WO 02/09643 PCT/USV1/23842

MC58 S3446

Anti-Capsular
MAb
Anti-CHORI
Antigen
Antisera
10 1% 1
A.1-Halght
§ .
Control Mouse g
Antlsera
@ q
0" 10" 1 1 10
A.1-Height
2
=
Antl-Norwegian
Vaccine E
Antisera
2
w9 10! 1w 10?10t
FL1-Haight
8 )
[ ']
Contro! Guinea
Pig Antisera 5
19 10’ 10 107 109

FL1-Helght



FIG 4 Bacterial cell surface binding of antisera determined by indirect fluorescence flow cytometry ) g
PorA S
Strain heterologous to Surface reactivity by mdirect fluorescence flow %
(serosubtype) CHORI vaccine cytometry (1/titex)+ &
stramns
Ant-CHORI™ Ant-Norway'' | Anti-NspA™
1000 (5) - >200 >200 0
2996 (5,2) - 3000 20 20 A
8047 (5,2 - >200 <20 . >20
BZ198 (4) - 2000 200 >20
CU385 (19,15) + >200 <20 >20
1H5341 (7,16) + >200 >200 <20
M136 (P-) + <20 <20 <20
M986 (5,2) - 2000 <20 <20
MC58 (7,16) ¥ 200 >200 <20 S !
NG3/88 (1) + 200 200 <20 . .
NMB (5.2) - 2000 ND >20 o ok
S3446 (23,14) + 200 <20 <20 h ‘

+Titer 15 defined as the dilution requured to give 50% of fluorescence (FL1-Height) of 10 or greater over background
fluorescence of cells 1n the presence of control sera.

++Anti-CHORI antisera prepared in mice by sequential immumzation with MV from strain RM1090 (C 2a,P1 5,2),
then with MV from stran BZ198 (B.NT.P1 4) followed by OMV from strain Z1092 (A 4,21,P1 10) (see text) Ant-
Norway refers to antiserum from gunea pigs given two mjections of OMYV vaccine prepared from strein H44/76
(B 15 P1 7,16) by the National Institute of Public Health (“MenB-Folkehelsa™), Oslo, Norway Anti-NspA refers to
antisers prepared 1n CD1 mice given three mjections of recombmant NspA as described by Moe et al (1999 Infect Immun
67 5664)

+HSerosubtype (PorA) differs from those of the three strams used to prepare the vaccine (see FIG 21 and 22)
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¥IG 5 Reactivity of CHORI antisera agamst N_meningltidis serogroup A and C stralns g

Bactericidal Activity Surface binding by E

Strain (/uter) indirect fluorescence flow 3

{serogroup serosubtype) cytometry (1/uter)* £
Negative Anti- Negative Anti-

control serm CHORI control sera CHORI

60B(CP17,1) <10 >250 <20 ~2000 m
>250 ND >>100 o

Z1073(A P13,6) <10

*Dilution of serum yielding 50% decrease 1n colony forming umts (CFU) per ml after 60 mimutes mncubation of bactena in the
presence of human complement as compared to CFU/ml at time zero of controls (see FIG 6 below)
+See footnotes to FIG 4 and text
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FIG 6 Results of a bactericldal assay testing anti~-CHORI antigen, anti-rNspA, and antl-Norweglan vaccine antisera against 2
meningococcal B strain 2996 g
Final =
Complement :;:cmnd;omm:; Antibody/Antisers® C%unhhon CFU‘I).ZO u CFlélg,O M % &
1fution Survival
None - None 0 189 250 132
None - None 0 171 250 146
Active - None 0 175 250 143
Inactive - None 0 180 250 139
Active - Complement 15 190 250 132
Active Mouse Anti-capsular mAb 200pg/ml 1 1
Active Mouse Anti-capsular mAb 100pg/ml 43 24
Active Mouse Ant-capsular mAb S50pg/ml 225 124
Inactive Mouse Anti-capsular mAb 200ug/ml 230 127
Active Mouse Anti-INspA 110 250 138 §
Active Mouse Anti-tfNspA 150 250 138
Active Mouse Anti-tNspA 1250 250 138
Active Mouse Anti-CHORI antigen 110 0 0
Active Mouse Anti-CHORI antigen 150 2 1 -
Active Mouse Anti-CHORI antigen 1250 55 30
Active Mouse Anti-E coh control 110 >250 138
Active Gunea pig Anti-Norwegian vaccine 15 220 122 l
Achive Guinea py; Anti-Norwegian vaceine 125 245 135
Active Gunea pig Anti-Norwegian vaccine 1125 250 138 PR
Active Gunea pig Anti-alum control 15 . 250 138 A
+See footnotes to FIG 4 and text 5 ER
g
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FIG 7 Complement-mediate

 bactericidal activity of antisera and antibodies,

PorA
heterolog
Strain (serosubtype) é'ﬁso‘;x Bactencidal activity (1uter) *
Y&ccine
strains
Anti- Ant- Anti-
CHORI Norway |, NspA
1000 (5) - 130 >125 <10
2996 (5,2) - >250 <5 <10
8047 (5.2) - >250 <5 <10
BZ198 (4) - >250 T 110
CU385 (19,15) + >250 <25 <10
1H5341 (7,16) + >250  hd <10
M136 (P) + <10 <5 <10
MO986 (5,2) - >250 <5 <10
MC58 (7,16) + >250 >125 <10
NG3/88 (1) + 13 9 <10
NMB (5,2) - >100 <5 16
$3446 (23,14) + 10 <5 <10

+See footnotes to FIGS 4 and 5 and text. Titer > refexs to hughest dilution tested, titer < refers to lowest dilution tested
++, indeterminate due to the presence of bactencidal activity in the negative control antisera agamnst this strain
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FIG 8. Complement-mediated bactericidal activity of antisera from mice inmunized with the mdicated vaccines § » -Ré‘%z‘a%
PorA heterolo s
?:\lv:ubtype) to cx'-rkc:ln;!’ me;;"’.:i Bactencidal actvity (Vater) ™ E
CHORI CFA" CHORYV CHORI MIX/ E COLIMV/
f135)] AlL(OPOY);s* AL(OPO.);* AL(OPOy);

N=7) (N=10) (N=10)
1000 (5) - 20 128 6 <4 e
8047 (5,2) - 125 300 125 <25
BZ198 (4) - 650 220 1000 <4
BZ198 NspA (4) - 317 131 35 <4
BZ83 (10) - 275 109 205 <25
CU385 + >128 128 <4 <5

| (19,15 =

H44/76 (7,16) + >128 >128 21 6 B
M136 (P-) + 100 <4 5 <4
M986 (5,2) - 193 101 133 <4
MC58 (7,16)+ + 47 8 7 <4
NG3/88 (7,1) + <4 4 <4 <4
NGPI65 (5,2) - 82 120 90 <4
NMB (5,2) - 183 4] 141 <4 ‘
$3032 (12,16) + 125 400 230 <25
53446 (22,14) + 18 <4 <4 <4 ' r

+CHORU/CFA, sequential immumization with a 5 pg dose of strain RM1090 (C 28,P1 5,2) MV with CFA, strain BZ198
(B NT P1 4) MV with IFA, and strain 21092 OMYV (A.4,21 P1 10) without adjuvant; CHORV/A1,(OPO4); same as CHORI/CFA except
using aluminum phosphate as an adjuvant; CHORI MIX/AL;(OPO)s, same as CHORL/ Al;(OPOx)s except cach 5 ug dose contamed an
equal mixture of the three MV/OMYV preparations, E. COLI MV/A12(OPO4)3 MYV prepared from E. coli strain BL21(DE3)

++wigly, cell culture grown 1n the presence of 0 3% glucose ***See footnotes and text of FIG 4
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FIG 9 Bactericlidal activity of antisera from guinea pigs immunized with the indlcated vaccines* §
PorA % :

Stran heterologous - £ '
(serosubtype)™* to“C::l(n)fl Bactencidal activity (1/ater)

strams*™* .

CHORV/AL(OPO4); CHORVAI(OH)s E COLI MV/AL(OPO4),
(N=8) {N=3) N=6) _
M136 (P-) + <4 <4 ' <4
$3446 (22,14) + 6 4 <4
CU385 (19,15) + 12 5 <4
1000 (5) - 64 16 <4 .
H44776 (7,16) + 64 16 <4 5 ’
BZ83 (10) - 24 12 <4
8047 (5,2) - >128 100 <4
BZ198 (4) - 28 6 <4
BZ198ANspA (4) - 19 5 <4
1

NG3/88 (7,11++ + 9 5 <4

+CHORI/A1;(OPO,)s, sequential immumzation with a 5 microgram dose of stramn RM1090 (C 2a,P! 5,2) MV, strain BZ198
(B NT P1 4) MV, and strain Z1092 OMYV (A.4,21 P1 10) aluminum phosphate as an adjuvant, CHORVAI(OH),, same as
CHORVAL(OPO,); except usmg aluminum hydroxide as an adyuvant, E COLI MV/ Al;(OPO4);, MV prepared from E. coli strain
BL21(DE3)

++All strains were grown 1n the presence of 0 3% glucose except for strains M136 and NG3/88

*+HSee footnotes and text of FIG 4

THCYL0SIVLId




L J £

FIG 10 Passive protection in infant rats against meningococcal B strain 8047 bacteremia by antisera and antibodies + g
Blood Culture Obtained at 18 hrs §
Treatment™ Dose/rator Serum | No Positive/total |  Geo Mean, 10° g
Dilution no CFU/ml E
(100 microliters)
Anti-Capsular mAb 10 micrograms 0/s <1
PBS control - 515 >200 m
Anti-E. coli control 120 5/5 >200 -
Anti-CHORI 120 0/5 . <1
Anti-Norway 120 5/5 83
Alum control 120 515 " 178
+Animals were pretreated at time 0 with control or test antibodies and challenged 2 hours later with 5 x 10* colony forming units of
log phase N menngitidis strain 8047 given IP -
++See footnotes to FIG 4 and text. E
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FIG 11 Passive protection in mnfant rats aganst meningococcal B strain 8047 bacteremia by guinea pig antisera S
Blood Culture Obtained at 18 hrs %
Treatment” Dose/rat or No Geo Mean, 10° “
Serum Dilution Positive/total CFU/ml
{100 microliters, no
Pre-immmnization 110 6/6 219
Anti-CHORV 110 0/6 <0 001
Al (OPQy);
Anti-CHORV/ 1100 4/6 13
Al:s0P04 )
Anti-CHORV 1 1000 6/6 193
AL(OPQO4)
Anti~ 110 0/6 <0001 -
CHORVAI(OH)3 E
Anti- 1100 6/6 474
CHORIAOH),
Ant- 11000 6/6 320
CHORVANOH);
Anti-E coh MV 110 6/6 110
Mouse anti-capsular 20 ug 33 14
mAb (SEAM 3

+See footnotes to FIGS 9 and 10 and text.
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FIG 14 Bacterial surface accessible proteins precipitated by pooled antisera from mice sequentially Inmunized with MenC

strain RM1090

MYV, MenB straln BZ198 MV, and MenA strain Z1092 OMV
Stramn/Sample Serotype subtype Precipitated Proteins atent mass in kDa
3741 31-33 <30
RM1090MV 2aP152L3,7 407,396 32
BZ198 MV NT NST 371,351 32,30
Z1092 OMV 4,21 P110 407,391, 331,325,315
386,376
BZ198 NT NST 325 145
CU38s 4,7 P119,15 324
MC58 15 P1 7,16 329
NG3/88 §P11 329 257
NMB 2bP152 407,396 33 145
S3446 19,14 P1 23,14 329 257

~ See text and footnotes of Tables 21 and 22 (below)
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FIG 14A Bacterfal surface a'cceu!ble protelns precipitated by pooled antisera from mice sequentially immunized with MenC
strain RM1090 MV, MenB strain BZ198 MV, and MenA strain Z1092 OMV

Stramn | Serotype subtype Precipitated Protems (by apparent mass 1 kDa)
* >45 3645 25-35 <25
Expt | Expt { Exptl | Expt | Expt | Bxpt { Bxpt1 | Expt2
1 2 2 1 2
BZ198 NT NST 80 36,3943 | 3740 | 2830 | 28 145 12
CU385 4,7P119,15 80 38,42 42 | 30,34 10 11
1000 NT P15 ND | 41,45 ND 26 ND ND

+See text and footnotes of FIGS 21 and 22 (below) Expts 1 and 2 refer to experiments performed with immune serum pools from
different groups of mice immumzed wath different CHORI vaccine preparations ND=not done (stran 1000 tested with immune serum from
one group of immunized mice)
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FIG 16 Proteins reactive with antl-CHORI antigen antisera by Western blot of MY and OMV preparstions

Mouse ant:-CHORI/CFA antisera” | Mouse anti-CHORI Al(OPO)," | Guinea pig anti-CHORVAL(OPO,)  antisera
RM1090 MV | BZ198 MV | Z1092OMV | BZ198 MV Z10920MV |RM1090 MV| BZI198 MV 21092 OMV
119 116
108 107
101 101 101 99
96 97 95 94
93 93 91 92 92
88
81 78
76 76
67 67 69 67 66 68
64 62 64
53+ 56* 57+ 56 51 53 55 59
50 50
46* 47 47 47 46 47 46 46
36 38 34
33* 33* 35* 33 33 32 33 33
27 24
20* 21* 20 21 20
19 19 19 19
18* 18¢ 18 18

~ TSee footnote and text of FIG 8

** See footnote and text of FIG 9
*Indicates protemns most reactive with CHORI/CFA antisera and commean to at least two of the three vaccine preparations.
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FIG 17 Reactivity of antl-CHORI antisera with LOS by ELISA

Antisera” RM1090 LOS (1/tuter)™ BZ198 LOS (1/ater) ™ 21092 LOS (l/uter) ™
Unabsorbed | Absorbed "+ | Unabsorbed | Absorbed” '~ | Unabsorbed | Absorbed™

Mouse ant:- <100 <100 900 <100 150 <100

CHORI

Mouse anh- 900 100 200 <100 600 100

CHORI mix

Guinea pig anti- <100 <100 350 100 <100 <100

CHORI

Guinea pig anti- <100 <100 300 100 <100 <100

CHORI mix***

+ Sec footnotes and text of FIG 8 and 9
st s s - *iter 18 defined as the dilution of serum giving an OD 405 nm of 0 5 after 1 hr incubation with substrate
wi ‘%%ﬁhﬁ’ ‘Same as used to prepare mouse anti-CHORI antisera mix (see FIG 8) except that total dose of 25 micrograms protemn was
~ given rather than 5 micrograms

*++A frer incubation with LOS-BSA coupled to Sepherose (sce text)
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@;ﬁf .,.| !i» FIG 18. Bactericidal activity of ant-CHORI antisera before and after absorption of anti-LOS antibodles £
Seram™ Stram BZI98 (Unter)’ | Strain 53032 (1/titer) °
Unabsorbed | Absorbed ™ | Unabsorbed | Al s
Mouse anti-CHORI 49 28 259 247 e
Mouse anti-CHORI 350 1 234 102 “
MIX
Guinea pig anti- 125 93 13 5
A CHORI
Gunea pig m 77 31 <5 14
¥See footnote and text to FIG 5
*+ A fier mcubation with LOS-BSA caupled to Sepharose (see text)
. +Hgee footnote and text to FIG 17
5
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'ﬁ';a"’r","-i,', e FIG 19 Reactivity of :nA.bl produced by immunization with CHORI vaccine with bacterial strains, LOS, and rNspA by €
s ELISA S
Strain+ [mAb ml) giving OD 405 nm =0 5 after 1 hr incubation with substrate %
1D9 4B11 9B8 147 A““%’““’
(IgG2s) (IsM) 1gG3) (IgG3) (1zG2z)
Nm 1000 500 >7207 >3970 7380 1000
Nm 4335 500 >720 13 30 30
Nm 8047 200 24 >3970 10 20
Nm 8047ANspA. 600 >720 >3970 >7380 >5400
Nm BZ198 600 >720 16 2 20
Nm BZ198 ANspA 600 >720 16 >7380 >5400
Nm BZ83 600 >720 >3970 273 80
Nm CU385 600 >7204++ >3970 >7380+ 180
Nm M136 600 >720 >3970 36 400 g
Nm M3966 1000 >720 >3970 05 50 (7
Nm M986 800 >720 >3970 5 400
Nm NG3/88 600 08 >3970 1 70
Nm NGE31 500 >720 >3970 5 100
Nm NGF26 600 24 >3970 04 40
Nm $3446 500 >720 >3970 02 40
HiMimn A >8300 >720 >3970 >7380 ND
Hi Eagan >8300 >720 >3970 >7380 ND
m Nm RM1090 LOS >8300 >720 >3970 >7380 ND
Nm BZ198 LOS >8300 >720 >3970 >7380 ND
Nm Z1092 LOS >8300 >720 >3970 >7380 ND
NspA MV >8300 >720 >3970 28 6

+Nm, Neisseria memingitidis, Hs, Haemophilus influenzae
++Although negative by ELISA, 14C7 1s bactencidal for these strans (see FIG 20)
*+ See Moe et al Infect Immun 2001 69 3762)
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FIG io Bactericidal activity of mAbs produced by immunization with CHORI vaccine.

Strain PorA mAD tested for bactencidal activity™
(serosubty heterologo
pe) usto
CHORI
vaccine
strams*
ID9 4B11 9B8 14C7 ALlZ"
1000 - - + - + +
BZ198 - ~ static + + +
BZ198AN = - - + - -
SpA
CU385 + - + - + ~
M986 - - - - + -
NG3/88 + static - static -

"See text and footnotes of FIG 4

*+* + refers to bactericidal when tested at less than or equal to 100 micrograms/ml, static refers to a percent survival of
CFU/m at 60 mun 15 greater then 50% but less than 100% (see FIG 6)

*+*+Moe ctal Infect Immun 2001 69 3762
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FIG 21 Menl}lgoeoceal serotype and serosubtype defining monoclonal antihodies available from RIVM*

Serotyping reagents Serosubtyping reagents l

Monoclonal Type Ig Monoclonal Type Ig

MN3C6B 1 G2b MN14C23 P11 G2a

MN2D3F 2A G2a MN16C13F4 P12 G2a

MN2C3B 2B G2a MN20B9 34 P14 G2a

MN14G21 4D G2a MN22A9 19 Pi115 G2a

MNS5C8C 14 G2a MN19D6 13 Pi6 G3

MNI15A14H6 15 G2a MNI14C11 6 P17 G2a
MNSALOF P19 G2a
MNSALOF P19 G2a
MN20F4 17 P110 G2b
MN20A7 10 P112 G3
MN24H1075| P113 G2a
MN21G3 17 P114 G3

. o MN3C5C P115 G3

MNS5CIIG P116 G2b

*Ryksinstituut Voor Volksgezondheid en Milen (RIVM), PO Box 457, 3720 AL Bilthoven, The Netherlands (reference FEMS
Microbiology Letters 48 (1987) 367-371)
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Serogroup Cat No Serotype Cat. No Serosubtype| Cat. No
A 95/674 P22a 95/682 P11 95/694
B 95/750 P22b 95/684 P110 95/710
C 95/678 P31 95/680 P112 95/712
P314 95/688 P113 95/714
P3 15 95/690 Pl 14 95/716
P321 95/692 P115 95/718
P34 95/686 P116 95/720
P12 95/696
P13 95/698
P14 95/700
P15 95/702
' P16 95/704
P17 95/706
P19 95/708
*Ni for Biol ] Standards and Control (NIBSC), Division of Bacteriology, Blanche Lane, South Mimms, Potters Bar, Herts., EN6 3QG,

FIG 22 Serogroup, serotype, and serosubtype defining monoclonal antibadies avaslable from NIBSC*
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VACUNAS PARA PROTECCION DE ESPECTRO AMPLIO CONTRA
ENFERMEDADES CAUSADAS POR NEISSERIA MENINGITIDIS

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica el beneficio de ya sea la solicitud
provisional de E.U. presentada anteriormente no. de serie 60/221,495,
presentada el 27 de Julio de 2000, tal solicitud se incorpora en la presente para

referencia en su totalidad.

DECLARACION QUE CONSIDERA INVESTIGACION FEDERALMENTE
PATROCINADA
Esta invencion se hace con soporte del gobierno bajo garantias no.
Al46464 y Al45642 asignadas al National Institute of Allergy and Infectious
Disease, y ol National Institute of Health. E| gobierno puede tener ciertos

derechos en esta invencién.

CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencién se refiere a vacunas de espectro amplio para la
prevencién de enfermedades causadas por Neisseria meningitidis,

especialmente serogrupo B.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Neisseria meningitidis es una bacteria gramnegativa que coloniza
el tracto respiratorio superior humano y es responsable de brotes epidémicos
ciclicos y esporddicos por todo el mundo de, mas notablemente, meningitis y
sepsis. Las tasas de morbididad y ataque son méas elevadas en nifios de menos

de 2 afios de edad.
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Como otra bacteria gramnegativa, Neisseria meningitidis
tipicamente posee una membrana citoplasmica, una capa de péptidoglican, una
membrana exterior que junto con el polisacarido capsular constituyen la pared
bacteriana, y pelos que se proyecta hacia el ambiente exterior. Estas
estructuras de superficie median la infeccién e interactiGan con el sistema
inmune huésped. Por ejemplo, una primer etapa de infeccién con Neisseria es
la adherencia a células objetivo, que se ensefia que se media por los peios y,
posiblemente, otras adhesinas tales como Opc. Se ha reportado que los
componentes de polisacarido, fosfolipido y proteina de las membrana exterior
producen una respuesta inmune.

Neissaria meningitidis spp puede dividirse en grupos seroldgicos,
tipos y subtipos en la base de reacciones con anticuerpos policlonales (Frasch,
C.E. and Chapman, 1873, J. Infect. Dis. 127:1498-154) o monoclonales (Hussein,
A., MONOCLONAL ANTIBODIES AND N. MENINGITIDIS. Proefschrift. Utrecth,
Nederland, 1988) que interactian con diferentes antigenos. El
seroagrupamiento se basa en variaciones inmunolégicamente detectables en el
polisacarido capsular. Aproximadamente 12 serogrupos se conocen: A, B, C, X,
Y, Z, 29-E, W-135, H, |, K y L (Ashton, F.E. et al., 1998, J. Clin. Microbiol.
17:722-727; Branham, S.E. 1958, Can. J. Microbiol. 2: 175-188; Evans, A. C.;
1920, Lab. Bull. 1245:43-87; Shao-Qing, et al., 1972, J. Biol. Stand. 9:307-315;
Slaterus, K.W., 1961, Ant. V. Lesuwenhoek, J. Microbiol. Serol. 29:265-271).
Actualmente, el serogrupo B (MenB) es responsable por aproximadamente la
mitad 80% de las enfermedades por Neisseria meningitidis invasiva
reportadas.

La serotipificacién se basa en anticuerpos antigénicos definidos por
el anticuerpo monoclional en una proteina de membrana exterior llamada Porin

B (PorB). Los anticuerpos que definen aproximadamente 21 serotipos son
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actualmente conocidos (Sacchi ef al., 1898, Clin. Diag. Lab. Immunol. 5:348).
La serotipificacibn se basa en variaciones antigénicas definidas por el
anticuerpo en una proteina de membrana exterior llamada Porin A (PorA). Los
anticuerpos que definen aproximadamente 18 serosubtipos son actualmente
conocidos. La serosubtipificacion es especialmente importante en cepas de
Neisseoria meningitidis en donde la inmunidad puede ser especifica de
serosubtipo. Més variabilidad entre proteinas PorA ocurre en dos (ondas | y 1V)
de ocho ondas expuestas a la superficie, putativas. Las ondas variables | y IV
se han designado VR1 y VR2, respectivamente. Ya que existen mdas variantes
de secuencia VR1 y VR2 de PorA que no se han definido por anticuerpos
especificos, una nomenclatura alternativa en base al tipo VR de secuencia de
aminodcidos deducida de secuenciacién de ADN se ha propuesto {Sacchi et al.,
2000, J. Infect. Dis. 182:1168, ver también el sitio web Multio Locus Sequence
Typing). Los lipopolisacaridos también pueden utilizarse como antigenos de
tipificacién, dando origen a dichos inmunotipos as! llamados: L1, L2, etc.
Neisseria meningitidis también puede dividirse en grupos clonales o
subgrupos, utilizando varias técnicas que caracterizan directa o indirectamente
el genoma bacteriano. Estas técnicas incluyen electroforesis de enzima
multilugar (MLEE), en base a variacién de movibilidad electroforética de una
énzima, que refleja los polimorfismos subyacentes en un lugar genético
particular. Al caracterizar las variantes de un namero de tales proteinas, la
‘distancia” genética entre dos cepas puede inferirse de la proporciones de
desigualdades. De manera similar, la clonacién entre dos aislados puede
inferirse si los dos tienen patrones idénticos de variantes electroforéticas en
niamero de lugares. Mas recientemente, la tipificacién de secuencia de
multilugar (MLST) ha reemplazado a MLEE como el método de eleccién para

caracterizar los microorganismos. Utilizando MLST, la distancia genética
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entre dos aislados, o clonacién se infiere de la proporcién de desigualdades en
las secuencias de ADN de 11 genes de resguardo en cepas de Neisseria
meningitidis (Maiden et a., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:3140).

Dada la prevalencia e importancia econdémica de infecciones por
Neisseria meningitidis invasiva, no es sorprendente que se han hecho muchos
intentos para desarrollar tratamientos. Aunque estas infecciones pueden
tratarse con antibiéticos, aproximadamente 10 a 20% de los pacientes tratados
mueren, y muchos supervivientes se dejan con secuelas neurolégicas
permanentes, tales como amputacién, pérdida auditiva neurosensorial y
paralisis. También, los microorganismos pueden desarrollar resistencia
antibidtica. De esta manera, la prevenciéon con vacunas es un modo preferible
para contener la difusién de la infeccién.

Debido a que la capsula de polisacarido es una de las estructuras
mas exteriores de Neisseria meningitidis patogénica, ha sido un foco principal
de los intentos para desarrollar vacunas, Diferentes preparaciones de
polisacaridos capsulares se han utilizado para controlar los brotes y epidemias
de los serogrupos A, C, Y y W-135, como vacunas mono-, di-, tri- o
tetravalentes (Gold et al., 1069-1870, Bull WHO 45:272-282; Gotschlich et al.,
1969, J. Exp. Meal. 129:134-136; Hankins, 1982, Proc. Soc. Biol. Med. 169:54-
57; Patente de E.U. No. 6,080,589). Sin embargo, las vacunas de polisacdérido
capsuiar padecen de: deficiente o ninguna respuesta al polisacédrido C en nifios
de menos de 2 afios; termolabilidad de polisacarido A; dificultades que
consideran la induccién de tolerancia inmunolégica después de la vacunacién o
re-vacunacién con polisacarido C (Granoff ef al., 1988, J. Infect. Dis. 180:5028-
5030; MacDonald et al., 1988, JAMA 280:1685-1689; MacDonald et al., 2000,
JAMA 283:18268-1827). Para circunvenir estas propiedades Inmunolégicas, los

polisacdridos de los serogrupos A y C se han acoplado covalentemente a

Y
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vehiculos de protelna para hacer vacunas “conjugadas®. En contraste a
vacunas de polisacarido pleno, estas vacunas conjugadas son altamente
inmunogénicas en infantes, en la re-inyeccidn producen incrementos
bioestables en concentraciones de anticuerpo anticapsular de suero, y preparar
la habilidad para generar respuestas del anticuerpo de memoria a una inyeccion
subsecuente de polisacadrido pleno (Campagne et al., Pediat. Infect. Dis. J.
19:144-150); Maclennan et al., 2000, JAMA 283. 2795-2801). Las vacunas
conjugadas con propiedades similares han sido ligeramente eficaces para
prevenir enfermedades invasivas causadas por otras bacterias encapsuladas,
tales como Haemophilus influenzae tipo b o Streptoccocus pneumoniae.

El polisacarido capsular (PS) de Neisseria meningitidis de
sarogrupo B es un inmunogen deficiente en humanos (Wyle et al., 1972, J.
Infect. Dis. 126:514-522; Zollinger, ef al.,, 1979; J. Clin. Invest. 63:836-834;
Jennings et al., 1981, J. Immunol. 127:104-108). Los intentos adicionales para
mejorar la inmunogenicidad del polisacdrido a través de la conjugacién
proteina no han sido exitosos (Jennings ef al., 1881, J. Immunol. 127:104-108).
Para aumentar la inmunogenicidad, el polisacarido de capsula de serogrupo B
meningococal (MenB PS) se ha modificado quimicamente (grupo N-propionilado
se substituye por el grupo N-acetilo de polisacdrido B) y se acopla
covalentemente a un conjugado de vehiculo de proteina (proteina PB N-Pr-
MenB). La vacuna induce en ratones concentraciones elevadas de anticuerpos
IgG que son bactericidales y protectores (este concepto se describe y reivindica
en la Patente de E.U. No. 4,727,136, emitida el 23 de Febrero de 1988 para
Jennings et al.,). Esta vacuna también es inmunogénica en primates sub-
humanos, induciendo anticuerpos de suero que activan Ila bacteriolisis
medidada por completo (Fusco et al., 1987, J. Infect. Dis. 175:364-372). En

humanos, tales anticuerpos se conocen por conferir proteccion contra el
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desarrollo de enfermedad meningococal (Goldschneider et al., 1969, J. Exp.
Med. 129:1307). Sin embargo, un subconjunto de los anticuerpos inducidos por
esta vacuna tiene actividad auto-anticuerpo a MenB PS sin modificar (es decir,
N-acetil-MenB PS), Granoff et al., 1998, J. !/mmunol; 160:5028-5038, que
origina serias preocupaciones de seguridad acerca del uso de esta vacuna en
humanos. Por lo tanto, los investigadores han pensado los planteamientos
alternativos para desarrollar una vacuna eficaz y segura para la prevenciéon de
la enfermedad causada por cepas de serogrupo B.

Otros grupos se han enfocado en protelnas de superficie como
vacunas. Por ejemplo, el componente de protelna principal del pelo, pilin,
produce una respuesta inmune; sin embargo, muchas variantes antigénicas
existen y contindan desarrollandose, que las vacunas contra la proteina pilosa
no han sido altamente eficaces. Ver, Patente de E.U. No. §,597,572. En otros
ejemplos, las vacunas se han enfocado ha protelna A de superficie Neisserial
altamente conservada (NspA) (ver, por ejemplo, Publicacién de PCT No.
WO098/29412). Aunque el gen se conserva altamente y expresa en virtualmente
todas las cepas, ambos anticuerpos, policlonal y monoclonal, preparados contra
NspA recombinante son bactericidales y/o proporcionan proteccién, contra
solamente aproximadamente 50% de cepas genéticamente diversas (Moe et al.,
(1999 Infect. Immun. 67:5664; Moe et al., Infect. Immun. 2001 69:3762). Estas
observaciones sugieren que NspA recombinante solo no proporcionara
proteccién adecuada contra un espectro amplio de cepas Neisserial.

AGn otros grupos han utilizado preparaciones de membrana para
inducir inmunidad. En general, los intentos para producir una vacuna B
meningococal en base a las veslculas de membrana exterior utilizaron
inmunizaciones repetidas con material preparado de una cepa Unica o

inmunizacién repetida con una vacuna que contiene antigenos de vesicula de

96
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multiples cepas. Cuando la vacuna contuvo antigenos de vesicula de mas de
una cepa, las concentraciones del anticuerpo bactericidal resuitantes de
infantes o niflos dieros dos o tres dosis inferiores (Cartwright K et al., 1899,
Vaccine; 17:2612-2619; de Kleinjn ED et al., 2000, Vaccine, 18:1456-1468). En
estos estudios, y en un estudio hecho en monos cinomolgus (Rouupe van der
Voort ER, 2000, Vaccine, 18:1334-1343) existe también evidencia de
interferencia inmune entre las respuestas al antigeno diferente. Cuando se
utiliza inmunizacién repetida con vesiculas de una cepa Unica, las
concentraciones de anticuerpo mas elevadas pero el espectro de reactividad de
anticuerpo se limita a solamente unas pocas cepas que tienden a ser
serolégicamente similares entre sl (Tappero et al., 1999, JAMA 281:1520; y
Rouupe van der Voort ER, 2000, Vaccine, 18:1334-1343). Nuestros
experimentos en modelos animales de laboratorio, que se describen abajo
confirmaron esta ultima observacién. Los antisueros de animales de control
dan dos inmunizaciones secuenciales de una vacuna de vesicula de membrana
exterior preparada en el National Institute of Public Health, Oslo, Noruega, de
una cepa de serogrupo B de Neisseria meningitidis uUnico, H44/76
(B:15:P1.7,18; *Vacuna Noruega®, reaccionadas por citometria de flujo y fueron
bactericidas contra solamente las cepas de subgrupo B que como lo fueron del
mismo serosubtipo (es decir, P1.7,16) o cepas que tienen un epltopo similar al
epitopo P1.16 (tal como cepas P1.10-4).

Los humanos son el dnico receptor conocido de Neisseria
meningitidis spp. De acuerdo con lo anterior, las especies de Neisseria han
incluido una amplia variedad de estrategias altamente eficaces para evadir el
sistema inmune humano. Estas incluyen la expresién de una cdpsula de
polisacarido que es cruzadamente reactiva con el acido polisidlico huédsped (es

decir, serogrupo B) y mutabilidad antigénica elevada para los epitopos no



10

15

20

25

capsulares inmunodominantes, es decir, epitopos de antigenos que estan
presentes en la superficie en cantidades relativamente grandes, son accesibles
a anticuerpos, y producen una respuesta fuerte del anticuerpo.

Los esfuerzos anteriores para desarrollar vacunas de espectro
amplio se han dificultado por la amplia variedad de estrategias altamente
eficacas utilizadas por especies de Neisseria para evadir el sistema inmune
humano. Debido a estos antigenos, una respuesta inmune a una cepa dada con
frecuencia no conferird inmunidad eficaz contra otras cepas de Neisseria. La
presente invencidon supera las desventajas de los planteamientos de la técnica
anterior a vacunacién y produce inmunidad protectora contra un amplio
espectro de cepas de Neisseria meningitidis, notablemente (pero no

exclusivamente) incluyendo cepas que pertenecen al serogrupo B.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidon generalmente proporciona métodos v
vacunas para la prevencién de enfermedades causadas por bacteria Neisseria
meningitidis, particularmente cepas de serogrupo B.

En una modalidad, el método de Ila invencién comprende:
administrar a un mamifero una primer preparacién de i) vesiculas de membrana
exterior (OMV) de una primer Neisseria meningitidis spp., y il) microvesiculas
(MV) liberadas en un medlo de cultivo durante el cultivo de un primer Neisseria
meningitidis spp., dicha administracién de OMV y/o MV siendo en una cantidad
suficiente para preparar y/o producir inmunolégicamente una respuesta inmune
a epltopos presentes en dicha primer preparacién; administrar al menos una
segunda preparaciéon de i) OMVs de una segunda Nelsseria meningitidis spp.,
y/o ii) MVs liberadas en un medio de cultivo durante el cultivo de un segundo

Neisseria meningitidis spp., dicha administracién de OMV y/o MV siendo en una
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cantidad suficiente para preparar y/o producir inmunolégicamente una
respuesta inmune a epltopos presentes en dicha segunda preparacién; y
opcionalmente, pero preferentemente, administrar una tercer preparacién de |)
OMV de una tercer Neisseria meningitidis spp., y/o li) MV que se liberan en un
medio de cultivo durante el cultivo de una tercer Neisseria meningitidis spp.,
dicha administracion de OMV y/o MV siendo en una cantidad suficiente para
producir una respuesta inmune a epltopos presentes en dicha tercer
preparacidén. La administracién de la primer, segunda y (opcionaimente) tercer
preparacién resulta en la induccion de una respuesta inmune a epltopos
presentes en la preparaciones, en donde dicha respuesta confiere inmunidad
protectora contra una enfermedad causada por Neisseria meningitidis spp.

En modalidades preferidas, la primer, segunda y tercer cepa de
Neisseria son genéticamente diversas entre sl, por ejemplo, la primer cepa es
genéticamente diversa a la segunda cepa, ia tercer cepa, o ambas, la segunda
y tercer cepa.

En modalidades relacionadas, la administracion de Ilas
preparaciones es serial. La administracién serial de las preparaciones puede

conducirse en cualquier orden. Por ejemplo, los siguientes ordenes de

administracion se encuentran dentro del alcance de la invencién (de izquierda a '

derecha, con la tercer administraciéon siendo opcional): OMV-OMV-OMV; OMV-
OMV-MV;, OMV-MV-MV; MV-MV-MV; MV-MV-OMV; MV-OMV-OMV; OMV-MV-
OMV; y MV-OMV-MV. Preferentemente, al orden de administracién es MV-MV-
OMV,

En otras modalidades relacionadas, las preparaciones se
administran como una mezcla, en donde la administracién inicial de la mezcla
puede seguirse por una a o mas administraciones adicionales de la misma ¢

diferente mezcla para servir como inyecciones de refuserzo.

9
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En una modalidad especifica, la invencién incluye administrar
serialmente microvesiculas (MV) que forma burbujas naturalmente durante el
crecimiento de Neisseria meningitidis y se liberan en el medio de cultivo
(recolectado al separar las células mas grandes de |las burbujas més pequefias
y después forman en tabletas lar burbujas) y/o vesiculas de membrana exterior
(OMV, preparada directamente de fracciones de membrana exterior aisladas).
OMVs y MVs se prepara de cepas “genéticamente diversas" de Neisseria
meningitidis, por ejemplo, cepas que difieren de otra en al menos una de
serotipo y serosubtipo, y pueden ser diversas en muitiples lugares genéticos,
por ejemplo, difieren en tanto serotipo como serosubtipo, por ejemplo, teniendo
diferentes proteinas Porin, PorA y PorB de membrana exterior. Ademas, las
preparaclones de OMV y/o MV pueden darse secuencialmente en al menos dos,
preferentemente al menos tres administraciones (por ejemplo, inyecciones) de
OMVs o MVs de cepas genéticamente diversas; cuatro, cinco, seis o mas
administraciones también se contemplan.

En otra modalidad especifica, la primer Neisseria meningitidis spp.
es un miembro de un segundo serosubtipo, tal segundo subserotipo es diferente
del subserotiopo de |la primer Neisseria meningitidis spp, y, cuando se utillza, la
tercer Neisseria meningitidis spp. @s un miembro de un tercer serosubtipo, tal
tercer serosubtipo es diferente del subserotipo de al menos la primer, y
preferentemente ambas, primera y segunda, Neisseria meningitidis spp.

En todavia otra modalidad especifica, la primer Neisseria
meningitidis spp. es un miembro de un primer serotipo y de un primer
serosubtipo; la segunda Nel/sserla meningitidis spp. es un miembro de un
segundo serotipo y de un segundo serosubtipo, tal segundo serotipo y segundo
subserotipo son diferentes del serotipo y subserotipo de la primer Nelsseria

meningitidis spp, y, cuando se utiliza, la tercer Neisseria meningitidis spp. es
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un miembro de un tercer serotipo y de un tercer serosubtipo, tal tercer serotipo
y tercer subserotipo son diferentes del serotipo y subserotipo de al menos la
primer, y preferentemente ambas, primer y segunda, Nel/sseria meningitidis spp.

En una modalidad especifica de la invencién, una primer
administraciébn es con microvesiculas (MVs) preparadas de una cepa de
seragrupo C (por ejemplo, RM1080 (C:2a:P1.5,2:L3,7)). La segunda
administracién es con MVs preparadas de una segunda cepa (por ejemplo,
BZ198 (B:NT:P1.4)), vy la tercer administracién es con vesiculas de membrana
exterior (OMVs) preparadas de una tercer cepa (por ejemplo, Z1092
(A:4,21:P1.10)). La inmunizacién secuencial con vesaliculas y/o microvesiculas
preparadas de cepas de Neisseria meningitidis genéticamente diversas se
refiere de aqul en adelante como la "vacuna CHORI" o "antigeno CHORI". La
inmunizacién con una mezcla de la primer, segunda y tercer preparacidon de la
vacuna CHOR se refiere como “mezcla CHORI".

En otros aspectos, la invencién comprende una composicién que
contiene una primer preparacidn seleccionada del grupo que consiste de
veslcula de membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o0 ambas OMV y
MV de una primer especie de Neisseria meningitidis, una segunda preparacién
seleccionada del grupo que consiste de vesicula de membrana exterior (OMV),
microvesiculas (MV), o ambas, OMV y MV, de una segunda especie de
Neisseria meningitidis, en donde la segunda Neisseria meningitidis es
genéticamente diversa a la primer especie de Nel/sseria meningitidis; y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En modalidades relacionadas, la composicién comprende ademas
una tercer preparaciéon seleccionada del grupo que consiste de vesicula de
membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o ambas, OMV y MV de una

tercer especie de Neisseria meningitidis, en donde la tercer especie de
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Neisseria meningitidis es genéticamente diversa de la primer especie de
Neisseria meningitidis. En modalidades especificas, la primer preparacién de la
composicion comprende MV, la segunda preparacién comprende MV; y la tercer
preparacién comprende OMV. Preferentemente, la primer y segunda especie de
Neissoria meningitidis son genéticamente diversas en que difieren en al menos
uno de serotipo o serosubtipo, y, en donde incluidae, la tercer y la primer
especie de Neisseria meningitidis son genéticamente diversas en que difieren
en al menos uno de serotipo o serosubtipo.

En todavia otros aspectos, la invencibn comprende una
composicidén que contiene al menos un antigeno de Neisseria meningitidis
aislado, el antigeno aislado presentandose en la composicién en una cantidad
eficaz para producir una respuesta inmune en un huésped mamifero, y
caracterizdandose como una protelna inmunoprecipitada con anti-suero
producido después de la vacunacién con la vacuna CHORI, y teniendo una
masa molecular aparente seleccionada del grupo que consiste de
aproximadamente 80 kDa, aproximadamente 59.5 kDa, aproximadamente 40.7
kDa, aproximadamente 39.6 kDa, aproximadamente 33 kDa, aproximadamente
27.9 kDa, y 14.5 kDa; y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién comprende una composicién que
contiene al menos un antigeno de Neisseria meningitidis aislado, el antigeno
aislado estando presente en la composicién en una cantidad eficaz para
producir una respuesta inmune en un huésped mamifero, y caracterizdndose
como una protelna detectada por Western blot con anti-suero producido
después de la vacunacién de un mamifero con la vacuna CHORI, y teniendo una
masa molecular aparente seleccionada del grupo que consiste de
aproximadamente 53 kDa & 57 kDa; aproximadamente 46-47 kDa,

aproximadamente 33 kDa, aproximadamente 20 kDa 21 kDa; vy
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aproximadamente 18 kDa; y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién comprende una composicién que
contiene al menos un antigeno de Nelsseria meningitidis aislado, el antigeno
aislado estando presente en la composicién en una cantidad eficaz para
producir una respuesta inmune en un huésped mamlifero, en donde el antigeno
es de una protelna que se une especificamente a un anticuerpo monocional
seleccionado del grupo que consiste de 1D®P, 4B11, 9B8 y 14C7 (tales
anticuerpos se describen en la presente y depositan con ATCC); y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En modalidades preferidas, las composiciones que tienen antigenos
aislados comprenden al menos dos antigenos de Nei/sseria meningitidis
aislados.

En aspectos relacionados, la invencién comprende métodos para
producir inmunidad protectora de espectro amplio contra una enfermedad
causada por una especie de Neisseria meningitidis, dicho método
comprendiendo administrar a un mamlifero al menos una de las composiciones
que comprenden antigenos aislados como se describe arriba.

Preferentemente, las composiciones de antigeno (por ejemplo,
preparaciones OMV/MV, preparaciones de proteina aisladas) pueden
administrarse a  mamliferos, especialmente humanos, que son
inmunolégicamente inocentes con respecto a Neisseria meningitidis (es decir,
no se han expuesto a antigenos de Neisseria meningitidis, o no se han
expuesto a cantidades insuficientes para producir una respuesta inmune
protectora). Una modalidad especifica de la invencién incluye la administracion
a infantes humanos que son de aproximadamente cinco afios o mas pequefios,
especialmente dos affos 0 mas pequefios.

En algunas modalidades de la invencién, antes de la administraciéon
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de las composiciones de antigeno de Neiserria meningtidis, los individuos que
se han preparado por exposicidn (a través de la administracién o infeccién
natural) a una especie Ne/sserial diferente a Neisseria meningitidis (o una
composicién de antigeno preparada de una especie Neisserial).

Los antisueros obtenidoe de ratones inmunizados como se describe
arriba se unen a la superficie celular bacteriana de un grupo de cepas de
serogrupo B de Neisseria meningitidis genéticamente diversas, como se
determina por la deteccién citométrica de flujo de inmunofiuorescencia
indirecta. En un ejemplio, los sueros de ratones inmunizados fueron positivos
para once de 12 cepas probadas. Estas 11 incluyen 3 cepas meningococales B
con protelnas PorA y PorB respectivas que fueron heterélogas a aquellas de las
cepas meningococales utilizadas para preparar los inmunogenes utilizados para
la vacunacién. (A manera de contraste, los antisueros de animales
inmunizados con dos inyecciones de la "vacuna OMV Noruega® arriba descrita
se reaccionan por citometria de flujo con solamente 5 de 11 cepas. Todas las 5
tuvieron protelnas PorA y/o PorB que fueron las mismas o cercanamente
relacionadas a aquellas en la vacuna OMV "Noruega”). Los antisueros de
animales inmunizados con la "vacuna CHORI® también produjeron bacteriolisis
mediada por complemento en 11 de 12 cepas, un buen predictor de una
proteccién contra la enfermedad en humanos (Goldschneider et al., 1969, J.
Exp. Med. 129:1307). EIl anticuerpo que se une a la superficie de la célula
bacteriana, o bacteriolisis mediada por complemento, no se inhibe 'por la
presencia de polisacarido de serogrupo B soluble en exceso, evidencia de que
los anticuarpos protectores se dirigen contra antigenos no capsulares.

Los antisueros de ratones inmunizados en un segundo ejemplo
utilizando la vacuna CHORI son bactericidas contra 14 de 14 cepas probadas

incluyendo ocho cepas con serosubtipos que son heterdlogos de aquelios
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utilizados en las preparaciones de vacuna. En un tercer ejemplo, los antisueros
preparados de conejillos de Indias inmunizados con la vacuna CHORI son
bactericidas contra 9 de 10 cepas probadas incluyendo 5 cepas con
serosubtipos que son heterdlogos a aquellos expresados por las cepas de
vacuna. Los antisueros a la vacuna CHORI preparados en ratones en el primer
ejemplo y en conejillos de Indias en el tercer ejemplos también son altamente
protectores contra bacteremia en las ratas infantes preparadas con bacteria de
serogrupo B. El procedimiento de inmunizacién utilizado en ia presente
generailmente induce el sistema inmune para converger en antigenos no
capsulares que son comunes a las cepas de las cuales se obtienen MVs y
OMVs. La vacuna CHORI produce anticuerpos contra mbuiltiples epitopos de
superficie celular incluyendo, PorA, posiblemente PorB, y proteinas
conservadas tales como protelna de superficie Neisserial A (NspA), la proteina
clase 4, (protelna modificable por reduccién, Rmp) y otros antigenos no
capsulares aun sin identificar.

En general, las vacunas de la presente invencién que emplean
inmunizacién secuencial con material antigénico preparado de diferentes cepas
(genéticamente diversas) tienen el potencial para conferir proteccién contra la
mayoria de cepas de serogrupo B de Neisseria meningitidis. Este
planteamiento también tiene amplia aplicabilidad para vacunacién contra cepas
de Neisseria meningitidis representativas de otros serogrupos tales como A, C,

Y o W-135, y también contra otros miembros del género Neisseria.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1 resume los resultados de las pruebas de eficacia de la
vacuna de la vesicula de membrana exterior meningococal.

La figura 2 es una fotografia de un gel de 15% SDS-PAGE de
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microvesicula (MV), microvesicula extralda con deoxicolato (DOC MV), vesicula
de membrana exterior (OMV), y preparaciones de vacuna de vesicula de
membrana exterior extralda con deoxicolato (DOC OMV) de cepas
meningococales Z1092 (A:4,21:P1.10), BZ188 (B:NT:P.1.4), y RM1080
(C:2a:P1.2), respectivamente. Via 1, estdndares de masa molecular. Via 2,
Z1092 MV. Via 3, Z1092 DOC MV. Via 4, 21092 OMV. Via 5, Z1092 DOC
OMV. Via 8, BZ198 MV. Via 7, BZ188 DOC MV. Via 8, BZ198 OMV. Via 9,
BZ198 DOC OMV. Via 10, RM1080 MV. Via 11, RM1090 DOC MV. Via 12,
RM1090 OMV. Via 13, RM1090 DOC OMV.

La Figura 3 es una serie de graficas que muestran la unién de
vacuna anti-CHORI, vacuna anti-Noruega y antisueros de control y mAb para
coepas meningococales B encapsuladas vivas MC58 (B:15:P1.7, 16) y S3446
(B:19,14:P1.23,14), como se determina por citometria de flujo de fluorescencia
indirecta. Todos los antisueros se prueban en diluciones de 1:20. mAb de
control es un mAB de murino especlfico de la anti-capsula (Granoff ef al., 1988,
J. immunol. 160:5028-50386). Los antisueros de control fueron sueros
agrupados de ratones inmunizados con protsinas del cultivo sobrenadante de
BL21 de la cepa de E. coli o conejillos de Indias inmunizados con e! adyuvante,
hidréxido de aluminio, sédlo. Observe que la cepa MC58 tiene el mismo serotipo
y serosubtipo como la cepa utillzada para preparar OMV para la vacuna
Noruega. EIl serotipo y serosubtipo como la cepa utilizada para preparar OMV
para la vacuna Noruega. EI serotipo y serosubtitpo de la cepa S$3446 es
heteréloga a las cepas utilizadas para preparar ambas vacunas.

La Figura 4 presenta datos que consideran la unién de la superficie
celular bacteriana de antisueros determinados por citometria de flujo de
fluorescencia indirecta.

La Figura 5 presenta datos que tlustran la reactividad de antisueros
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CHORI contra cepas de serogrupoc Ay C de N. meningitidis.

La Figura 6 resume los resultados de un analisis bactericida que
prueba los antisueros de vacuna anti-CHORI, anti-rNspA, y vacuna anti-
Noruega contra cepa meningococal B 2998.

La Figura 7 proporciona datos que muestran la actividad
bactericida mediada por complemento de antisueros y anticuerpos.

La Figura 8 proporciona datos que muestran la actividad
bactericida mediada por complemento de antisueros de ratones inmunizados
con las vacunas indicadas.

La Figura 9 proporciona datos que muestran la actividad
bactericida de antisueros de conejillos de Indias inmunizados con las vacunas
indicadas.

La Figura 10 proporciona datos que muestran la proteccion pasiva
en ratas infantes contra la bacteremia de la cepa meningococal B 8047 por
antisueros y anticuerpos.

La figura 11 proporciona datos que muestran la proteccidn pasiva
en ratas infantes contra bacteremia de la cepa meningococal B 8047 por
antisueros de conejillos de Indias.

La figura 12 es una fotografia de un gel de pilata coloreada de 15%
SDS-PAGE de proteinas expuestas a superficie precipitadas por antisueros del
antigeno anti-CHORI de cepa meningococal B M7. Via 1, proteina total de M7.
Via 2, proteinas precipitadas por antisuero anti-CHORI| de murino. Via 3,
proteinas precipitadas por antisueros de control negativo de murino. Los
nimeros a la izquierda de la figura indican masa molecular aparente en kDa.

La Figura 13 es una fotografla de una Western blot de un gel de
15% SDS-PAGE de protelnas expuestas a superficie precipitadas por antisueros

de antigeno anti-CHORI de cepa meningococal B M7 no encapsulada. Vias 1y
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4, proteina total de M7. Vias 2 y 5, protelnas precipitadas por antisueros de
antigeno anti-CHORI de murino. Vias 3 y 6, proteinas precipitadas por
antisueros de control negativo de murino. Antisueros de antigeno anti-CHORI
se utilizan como el anticuerpo de deteccién primario en vias 1 a 3 y
MN16C13F4 mAb anti-PorA (Rijksinstituut Voor Volksgezondeid en Mileu,
Biltoven, Palises Bajos) que es especlifico para serosubtipo P1.2 se utiliza como
el anticuerpo de deteccidn primaria en vias 4 a 5.

La Figura 14 proporciona datos que muestran las proteinas
accesibles de superficie bacteriana precipitadas por antisueros agrupados de
ratones secuencialmente inmunizados con MV de cepa MenC RM1090, MV de
cepa MenB BZ198, y OMV de cepa MenA Z21092.

La Figura 14A proporciona ejemplos adicionales de datos que
muestran las protelnas accesibles de superficie bacteriana precipitadas por
antisueros agrupados de ratones secuencialmente inmunizados con MV de cepa
MenC RM1080, MV de cepa MenB BZ1988, y OMV de cepa MenA Z21092.

La figura 15 es una fotografla de una Western blot de un gel de
15% SDS-PAGE de preparaciones MV u OMV. Los antisueros de deteccién
primarios son antisueros de vacuna anti-CHORI/CFA de ratén agrupados en
vias 1 a 3, anti-CHORI/AI2(OPO;); de ratén agrupado en vias 4 y 5, y anti-
CHORI//AI2(OPO;), de conejillos de Indias en vias 8 a 8. Vias 1 y 6, protelnas
MV preparadas de cepa RM10980. Vias 2, 7 y 7, proteinas MV preparadas de
cepa BZ198. Vias 3, 5 y 8, proteinas OMV preparadas de cepa Z1082. Los
nimeros a la izquierda de la figura indican masa molecular aparente en kDa.

La Figura 16 proporciona datoe que muestran las masas
moleculares aparentes de proteinas de l|as preparaciones de OMV o MV
indicadas que son reactivas con antisueros de ratones y conejillos de Indias

que se inmunizan secuencialments con MV de cepa MenC RM10980 y cepa MenB
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Bz198, y OMV de cepa MenA Z1092.

La Figura 17 proporciona datos de ELISA que muestran la
absorcién de anticuerpos anti-LOS de antisueros agrupados obtenidos de
ratones y conejilloe de Indias secuencialmente inmunizados con MV de cepa
MenC RM1090 y cepa MenB BZ198, y OMV de cepa MenA Z1090, o tres
inyecciones de una mezcla de tres preparaciones de vesicula.

La Figura 18 proporciona datos de anélisis bactericidas mediado
por complemento que muesira que la absorciéon de anticuerpos anti-LOS de
antisueros agrupados obtenidos de ratones y conejillos de Indias
secuenciaimente inmunizados con MV de cepa MenC RM1080 y cepa MenB
BZ198 y OMV de coepa MenA 21092, o tres inyecciones de una mezcia de tres
preparaciones de vesicula no cambian la actividad bactericida de los antisueros
contra cepas MenB que son homédlogas o heterélogas a las cepas de vacuna.

La Figura 19 proporciona datos de una ELISA de célula completa
que muestra ejemplos de mAbs producidas de ratones secuencialmente
inmun!zados con MV de cepa MecC RM1090 y cepa MenB BZ198 y OMV de
cepa MenA Z1092. Varias mAbs son reactivas con todas l|as cepas
meningococales probadas y otras reaccionan con un subconjunto de cepas
limitado.

La Figura 20 resume |a actividad bactericida mediada por
complemento de mAbs preparadas de ratones inmunizados con antigeno anti-
CHORI y probadas contra varias cepas MenB.

La Figura 21 resume el serotipo meningococal y serosubtipo que
define anticuerpos monoclonales disponibles de RIVM.

La Figura 22 resume el serogrupo, serotipo, y serosubtipo que
define anticuerpos monoclonales disponibles de NIBSC.

Antes de que la presente invencién y modalidades ejemplificativas
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especificas de la invencién se describan, debe entenderse que esta invencién
no se limita a modalidades particulares descritas, como tales pueden, por
supuesto, variar. También debe entenderse que la terminologlia utilizada en la
presente es para el propdsito de describir solamente modalidades particulares,
y no se propone ser limitante, ya que el alcance de la presente invencidén se
limitara solamente por las reivindicaciones anexas.

Cuando se proporciona un rango de valores, debe entenderse que
cada valor que interviene, al décimo de la unidad del limite inferior al menos
que el contexto dicte claramente otra cosa, entre el IImite superior e inferior del
rango y cualquier otro valor que interviene o establecido en que el rango
establecido se comprende dentro de la invencidn. Los limites, superior e
inferior, de estos rangos mas pequefios pueden incluirée independientemente
en los rangos mds pequefios y también pueden comprenderse dentro de la
invencion, sujeto a cualquier |Imite especificamente excluido en el rango
establecido. Cuando el rango establecido incluye uno o ambos de los IImites,
los rangos que excluyen cualquiera de ambos de estos limites también se
incluyen en la invencién.

Al menos que se defina de otro modo, todos los términos cientificos
y técnicos utilizados en la presente tienen el mismo significado como se
entiende cominmente por cualquiera de experiencia ordinaria en la materia a la
cual pertenece esta invencién. Aunque cualquier método y material similar o
equivalente a aquellos descritos en la presente también puede utilizarse en la
prdctica o prueba de la presente invencién, los métodos y materiales preferidos
se describen ahora. Todas las publicaciones mencionadas en la presente se
incorporan para referencia para describir y exponer los métodos y/o materiales
en conexidén con las publicaciones que se citan.

Debe observarse que como se utiliza en la presente y en las
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reivindicaciones anexas, las formas singulares “un{a)”, “y" y "el(la)" incluyen
referencias plurales al menos que el contexto dicte claramente otra cosa. De
esta manera, por ejemplo, la referencia a "un antigeno” incluye una pluralidad
de tales antigenos y referencia a "la vesicula” incluye referencia a una o més
vesiculas y equivalentes de las mismas conocidas por aquellos expertos en la
materia, y asl sucesivamente.

Las publicaciones tratadas en la presente se proporcionan
solamente para su descripcién antes de la fecha de presentacién de la presente
solicitud. Nada en la presente debe construirse como una admisién de que la
presente invencién no se titula para preceder tal publicacién en virtud de la
técnica anterior. Ademaés, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser
diferentes de las fechas de publicacidn actuales que pueden necesitarse que se

confirmen independientemente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La inmunizacién de infantes, nifios mas grandes y adultos con
vacunas de vesicula de membrana exterior meningococal (OMV) Iinduce
anticuerpos bactericidas de suero, un correlacidn serolégica de proteccidn
contra enfermedad (Goldschneider et al., 1869, J. Exp. Med. 128:1307). La
eficacia de las vacunas OMV para la prevencién de enfermedad meningococal B
también se ha demostrado directamente en nifios més grandes y adultos en
pruebas clinicas prospecto, aleatorizadas, y en estudios de control de caso
retrospectivo. Ver, por ejemplo, resultados resumidos en la seccién de
antecedentes y en la Figura 1. De esta manera, la efectividad clinica de las
vacunas de vesicula de membrana exterior no estd en disputa. Tales vacuna
son préximas a la licencia para su uso en Noruega en nifflos méas grandes y

adultos, y se encuentran en la (ltima etapa de desarrollo clinico para su
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licencia en otros palses Europeos. Una vacuna OMV preparada por el Instituto
Finley en Cuba también se encuentra disponible comercialmente y se ha dado a
millones de nifios en Sudamérica.

La respuesta del anticuerpo bactericida de suero a vacunas OMV
tiende a ser especlfica de cepa (Tappero et al., 1988, JAMA 281:1520; y Roupe
van der Voort ER, 2000, Vaccine, 18:1334-1343). PorA es inmunodominante, y
la inmunidad inducida es predominantemente especifica a las cepas de las
cuales las vesiculas de membrana se obtienen (Tappero et al., 1999, JAMA
281:1520; Martin SL et al.,, 2000, Vaccine, 18:2478-2481). Esta limitacién se
debe principalmente a la variabilidad antigénica de |la proteina PorA y es
particularmente real en infantes quienes son inmunoldgicamente inocentes
(Tappero et al.) con respecto a la exposicién anterior a antlgenos neisserial.

Por lo tantt.). la presente invencién incluye producir una respuesta
inmune que es ampliamente reactiva con diversas cepas de N. meningitidis que
producen la enfermedad. La invencién rodea el problema de inmunodominio de
dominios antigénicamente variables de PorA en vacunas a base de PorA o
vesicula al enfocar la respuesta del anticuerpo en antigenos comunes en las
cepas de vacuna. De manera importante, los métodos de la invencién producen
anticuerpo bactericida de suero, el GUnico serolégico probado que correlaciona la
proteccién en humanos (Goldschneider ef al., 1969, supra), contra cepas de
Neisseria que expresan epltopos de serosubtipo que no se utilizan en las
preparaciones de vacuna. Ademasas, el método produce anticuerpo bactericida
de suero contra cepas que no se mueren por el anticuerpo a una proteina
conservada tal como protelna A de superficie Neisserial, una vacuna
meningococal candidato (Martin et al., 2000. J. Biotechnol. 83:27-31; Moe et
al., (1999 Infect. Immun. 67:5664; Moe et al., Infect Immun. 2001 69:3762). Sin

sujetarse a teorla, la vacuna y régimen de inmunizacién de la invencién
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proporciona sus ventajas inesperadas en inmunidad protectora de espectro
amplio al producir anticuerpos que son especificos tanto para antigenos no
conservados como conservados.

A. Deflniclones

El término “inmunidad protectora” significa que una vacuna o
programa de inmunizacién que se administra a un mamifero induce una
respuesta inmune que evita, retarda el desarrollo de, o reduce la severidad de
una enfermedad que se causa por Neisseria meningitidis, o disminuye o
elimina completamente los sintomas de la enfermedad.

La frase "una enfermedad causada por una cepa de serogrupo B de
Neisseria meningitidis® comprende cualquier sintoma clinico o combinacién de
sintomas clinicos que estdan presentes en una infeccion con un miembro de
serogrupo B de Neisseria meningitidis. Estos sintomas incluyen pero no se
limitan a: colonizacion del tracto respiratorio superior (por ejemplo, mucosa de
la nasofaringe y amigdalas) por una cepa patogénica de serogrupo B de
Neisseria meningitidis, penetraciéon de las bacterias en la mucosa y el lecho
vascular submucosal, septicemia, ataque séptico, inflamacién, lesiones de la
piel hemorragicas, activacién de fibrinolisis y de coagulacién sanguinea,
disfuncién del érgano tal como rifién, pulmén, y falla cardiaca, hemorragia
adrenal e infarto muscular, derrame capilar, edema isquemia del limbo
periférico, sindrome del distrés respiratorio, pericarditis y meningitis.

La frase "inmunidad protectora de espectro amplio® significa que
una vacuna o programa de inmunizacién produce ‘inmunidad protectora® contra
al menos uno o mas (o contra al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco, contra al menos ocho, o al menos contra mas de ocho) cepas de
Neisseria meningitidis, en donde cada una de las cepas pertenece a un

serosubtipo diferente que las cepas utilizadas para preparar la vacuna. La
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invencién contempla especificamente y comprende una vacuna o régimen de
vacunacién que confiere proteccién contra una enfermedad causada por un
miembro de serogrupo B de Neisseria meningitidis y también contra serogrupos,
particularmente serogrupos A, C, Y y W-135.

La frase "se une especificamente a un anticuerpo” o
“especificamente inmunoreactivo con”, cuando se refiere a un antigeno tal como
un polisacéarido, fosfollpido, proteina o péptido, se refiere a una reaccion de
unién que se basa en y/o es prueba de la presencia del antigeno en una
muestra que también puede incluir una poblacién heterogénea de otras
moléculas. De esta manera, bajo condiciones de inmunoanalisis designadas, el
anticuerpo especifico o anticuerpos se une(n) a un antigeno particular o
antigenos en una muestra y no se unen en una cantidad significativa a otras
moléculas presentes en la muestra. La unién especlifica a un anticuerpo bajo
tales condiciones puede requerir un anticuerpo o antisuero que se selecciona
por su especificldad para un antigeno o antigenos particulares.

La frase "en una cantidad suficilente para producir una respuesta
inmune a epltopos presentes en dicha preparacién® significa que existe una
diferencia detectable entre un indicador de respuesta inmune medido antes y
después de la administracién de una preparacidén de antlgeno particular. Los
indicadores de respuesta inmune incluyen pero no se limitan a: especificidad o
concentracién de anticuerpo, como se detecta por un andlisis tal como un
inmunoandlisis enlazado a enzima (ELISA), andlisis bactericida, citometria de
flujo, inmunoprecipitacién, inmunodifusién Outcher-Lowny; analisis de deteccién
de unién de, por ejemplo, mancha, Western blot o conjuntos de antigenos;
analisis de citotoxicidad, etc.

Un "antigeno de superficie® es un antlgeno que esta presente en

una estructura de superficie de Neisseria meningitidis (por ejemplo, la
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membrana exterior, membrana interior, espacio peripldsmico, cépsula, pelos,
etc.).

La frase "genéticamente diversa" como se utiliza en el contexto de
cepas genéticamente diversas de Neisseria meningitidis, se refiere a cepas que
difieren entre si en la secuencia de aminoacidos de al menos uno, y usualmente
al menos dos, mas usuaimente al menos tres polipéptidos, particularmente
polipéptidos antigénicos. La diversidad genética de cepas puede realizarse al
seleccionar cepas que difieren en al menos uno o mas, preferentemente al
menos dos o mas, de serogrupo, serotipo, o serosubtipo (por ejemplo, dos
cepas que difieren en al menos una de las protelnas seleccionadas de
membrana exterior, protelnas PorA y PorB, a decir son genéticamente diversas
una respecto a la otra). La diversidad genética también puede definirse por,
por ejemplo, tipificacién de secuencia de mduitiples lugares y/o tipificacidon de
enzima de multiples lugares (ver, por ejemplo, Maiden et al., 1998, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95:3140; Pizza et al., 2000 Science 287:1818), electroforesis de
enzima de multiples lugares, y otros métodos conocidos en |la materia.

“Serogrupo” como se utiliza en la presente se refiere a la
clasificaciébn de Neisseria meningitidis en virtud de variaciones
inmunolégicamente detectables en el polisacadrido capsular. Aproximadamente
12 serogrupos son conocidos: A, B, C, X, Y, Z, 29-E, W-135, H, |, K y L.
Cualquier serogrupo puede comprender miltiples serotipos y mdltiples
serosubtipos.

“Serotipo® como se utiliza en la presente se refiere a Ila
clasificacion de cepas de Neisseria meningitidis en base a las diferencias
antigénicae definidas por e! anticuerpo monoclenal en fa protelna de membrana
exterior Porin B. Un serotipo unico puede encontrarse en multiples serogrupos

y mltiples serosubtipos.
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"Serosubtipo® como se utiliza en la presente se refiere a la
clasificacién de cepas de Neisseria meningitidis en base a las variaciones
antigénicas definidas por el anticuerpo en una proteina de membrana exterior
llamada Porin A, o en tipificacidn VR de secuencias de aminodcidos deducidas
de secuenciacion de ADN (Sacchi et al.,, 2000, J. Infect. Dis. 182:1169, ver
también el sitio web Multi Locus Sequence Typing). Maés variabilidad entre
proteinas PorA ocurre en dos (ondas | y IV) de ocho ondas expuestas a
superficie, putativas. Las ondas variables | y IV se han designado VR1 y VR2,
respectivamente. Un serosubtipo dnico puede encontrarse en multiples
serogrupos y muitiples serotipos.

"Enriquecido” significa que un antigeno en una composicién de
antigeno se manipula por un experimentador o un médico de manera que esta
presente en al menos una concentracién tres veces mayor por peso total,
preferentemente al menos una concentracién 10 veces mayor, mads
preferentemente al menos una concentracién 100 veces mayor, y mas
preferentemente al menos una concentraciébn 1,000 veces mayor que Ila
concentracién de que el antigeno en la cepa de la cual la composicién de
antigeno se obtiene. De esta manera, si la concentraciébn de un antigeno
particular es 1 microgramo por gramo de preparacién bacterial total (o de
protelna bacterial total), una preparacién enriquecida contendria al menos 3
microgramos por gramo de preparacién bacteriana total (o de proteina
bacteriana total).

Eil término "inmunolégicamente inocente con respecto a Neisseria
meningitidis" denota un individuo (por ejemplo, un mamlifero tal como un
paciente humano® que nunca se ha expuesto (a travées de infeccién o
administracidén" a Neisseria meningitidis o a una composicién de antigeno

derivada de Neisseria meningitidis en cantidades suficientes para producir
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inmunidad protectora, o si se expone, falla en montar una respuesta inmune
protectora. (Un ejemplo de lo Gltimo serla un individuo expuesto a una edad
demasiado joven cuando las respuestas inmune protectoras no pueden ocurrir.
Molages et al., 1994, Infect. Immun. 62:4419-4424). Ademads es deseable (pero
no necesario) que el individuo no se ha expuesto a una especie de Neisseria
diferente a Neisseria meningitidis (0 una composicion de antigeno preparada de
una especie Nel/sserial), particularmente no a una cepa de reaccion transversal
de especies Neisserial (o al separar las células bacterianas del medio de
cultivo (por ejemplo, por filtracién o por una centrifugacién de baja velocidad
que forma en bolitas las células, o lo similar), lisar las células (por ejemplo, por
la adicién de detergente, ataque osmético, sonicacién, cavitacién, o lo similar) y
separar una fraccibn de membrana exterior de moléculas citopldsmicas (por
ejemplo, por filtracién; o por precipitacién diferencial o agregaciéon de
membranas exteriores y/o vesiculas de membrana exterior, o por métodos de
separacién de afinidad utilizando ligandos que reconocen especificamente
moléculas de membrana exterior; o por una centrifugacién de velocidad elevada
que forma en bolitas las membranas exteriores y/o vesiculas de membrana
exterior, o lo similar); fracciones de membrana exterior pueden utilizarse para
producir OMVs.

En la producciéon de MVs u OMVs, puede ser preferible para utilizar
cepas que son productores relativamente bajos de endotoxina (lipopolisacarido,
LPS) para reducir Ia necesidad de remover endotoxina de la preparacién final
antes de utillzarse en humanos. Por ejemplo, OMV y/o MV puede prepararse de
mutantes de estas cepas de Neisseria en las cuales el lipooligosacarido u otros
antigenos que pueden ser indeseables en vacuna (por ejemplo, Rmp) se reduce
o elimina.

Cuando se desee (por ejemplo, en donde las cepas utilizadas para

IR
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producir MVs u OMVs se asocian con exotoxina o niveles elevados particulares
de endotoxina), las MVs u OMVs se tratan opcionalmente para reducir
endotoxina, por ejemplo, para reducir toxicidad después de la administracién.
La reduccidén de endotoxina puede realizarse por la extraccidn con un
detergente adecuado (por ejemplo, BRIJ-968, deoxicolato de sodio,
lauoilsarcosinato de sodio, Empigen BB, Triton X-100, TWEEN 20 (polioxistileno
de monolaurato de sorbitan), TWEEN 80, a una concentracién de 0.1-10%,
preferentemente 0.5-2%). Cuando se utiliza extraccién de detergente, es
preferible utilizar un detergente diferente a deoxicolato. La extraccién de
preparaciones de OMV y MV con deoxicolato resulté en el retiro de algunos
antigenos de protelna no capsular (ver Figura 2). Vacunacién de animales con
preparaciones de OMV o MV sujetas a extraccién de deoxicolato produjo una
respuesta inmune que se asocia con concentraciones inferiores de anticuerpos
bactericidas en comparacién con la vacunacién con material extraldo &in
deoxicolato.

Ademas de MVs u OMVs, los antigenos aislados o combinaciones
particulares de antigenos pueden utilizarse para inducir una respuesta inmune
protectora. La identidad de los antigenos aislados o combinaciones de
antigenos se describen abajo.

Las composiciones inmunogénicas utilizadas como vacunas
comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz de antigeno, asl{ como
también cualquier otro componente compatible, segin sea necesario. Por
"cantidad inmunolégicamente eficaz® se entiende que la administracion de esa
cantidad a un individuo, ya sea en una dosis Unica o como parte de una serie,
es eficaz para el tratamiento o prevencién. Esta cantidad varia dependiendo de
la salud y condicién flsica del individuo a tratarse, edad, el grupo taxonémico o

Individuo a tratarse (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la
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capacldad del sistema Inmune del individuo para sintetlzar anticuerpos, el grado
de proteccién deseado, la formulacién de la vacuna, la valoracién del médico
tratante de la situacién médica y otros factores relevantes. Se espera que la
cantidad caerd en un rango relativamente amplio que puede determinarse a
través de pruebas de rutina. EIl tratamiento de dosis puede ser un programa de
dosis dnica o un programa de multiples dosis (por ejemplo, incluyendo dosis de
inyeccién de refuerzo). La vacuna puede administrarse junto con otros agentes
inmunoreguladores.

Las composiciones de antigeno o antigenos individuales a
administrarse se proporcionan en una soluciéon farmacéuticamente aceptable tal
como una solucién acuosa, con frecuencla una solucién salina, o que puede
proporcionarse en forma de polvo. Las composiciones también pueden incluir
un adyuvante. Ejemplos de adyuvantes adecuados conocidos que pueden
utilizarse en humanos incluyen, pero no necesariamente se limitan a, alum,
fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, MF58 (4.3% p/v de escualeno, 0.5%
p/v de Tween 80, 0.5% p/v de Span 85), 4cido nucleico que contiene CpG (en
donde la citosina no se metila), QS21, MPL, 3DMPL, extractos de Aquilla,
ISCOMS, mutantes LT/CT, microparticulas poli(D,L-lactido-co-glucolido) (PLG),
Quil A, interleuquinas, y lo similar. Para animales experimentales, uno puede
utilizar Freund's, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-
nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11637, referida como nor-MDQO), N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, referida como MTP-PE), y RIBI, que
contiene tres componentes extraldos de bacterias, lipido A de monofosforilo,
dimicolato de trehalosa y estructura de la pared celular (MPL+TDM+CWS) en
una emulsién de 2% de escualeno/Tween 80. La efectividad de un adyuvante

puede determinarse al medir la cantidad de anticuerpos dirigidos contra el
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antigeno inmunogénico.

Ademias, los adyuvantes ejemplificativos para aumentar Ila
efectividad de la composicién incluyen, pero no se limitan a: (1) formulaciones
de emulsién de aceite en agua (con o sin otros agentes inmunoestimuladores
especlificos tales como péptidos de muramilo (ver abajo) o componentes de la
pared celular bacteriana), tales como por ejemplo (a) MF50™ (WO 90/14837;
Capltulo 10 en Vaccine design: the subunit and adjuvant approach, eds. Powell
& Newman, Plenum Press 1885), que contiene 5% de Escualeno, 0.5% de
Tween 80 y 0.5% de Span 85 (opcionalmente conteniendo MTP-PE) formulada
en particulas de submicron utilizando un microfluidizador, (b) SAF, que contiene
10% de Escuaieno, 0.4% de Tween 80, 5% de polimero bloqueado plurdnico
L121, y thr-MDP ya sea microfiuidizado en una emulsién de submicron o en
vOrtice para generar una emulsion de tamafio de particula mas larga, y (c)
sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamiiton, MT) que
contiene 2% de Escualeno, 0.2% de Tween 80, y uno 0 mas componentes de |la
pared celular bacteriana tal como monofosfolipido A (MPL), dimicolato de
tfrehalosa (TDM), y la estructura de la pared ceiular (CWS), preferentemente
MPL + CWS (Detox™); (2) adyuvantes de saponina, tales como QS21 o
Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA) puede utilizarse o particulas
generadas del mismo tales como ISCOMs (complejos imunoestimuladores),
tales ISCOMS pueden estar exentos de detergente adicional, por ejemplo, WO
00/07621; (3) Adyuvante de Freund Completo (CFA) y Adyuvante de Freund
Incompleto (IFA); (4) citoquinas, tales como interleuquinas (por ejemplo, IL-1,
IL-2-, IL-4, IL-5, IL-8, IL-7, IL-12 (WO 99/44838), elc.), interferones (por
ejemplo, interferbn gamma), factor que estimula la colonia de macréfago (M-
CSF), factor de necrosis de tumor (TNF), etec.; (5) lipidko A de monofosforilo

(MPL) o MPL de 3-O-deacilado (3dMPL), por ejemplo, GB-2220221, EP-A-
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0689454, opcionalmente en la ausencia substancial de alum cuando se utiliza
con sacdridos neumococales, por ejemplo, WO 00/58358; (6) combinaciones de
3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua, por ejemplo,
EP-A-0835318, EP-A-0735888, EP-A-0761231;, (7) oligonucledtidos que
comprenden motivos CpG [Krieg Vaccine 2000, 19, 618-822; Krieg Curr opin
Mol Ther 2001 3:15-24; Roman et al., Nat. Med., 1997, 3, 849-854; Weiner et
al., PNAS USA, 1997, 84, 10833-10837; Davis et al., J. Immunol, 1998, 160,
870-8768; Chu et al., J. Exp. Med, 1997, 188, 1623-1631; Lipford et al., Ear. J.
immunol., 1997, 27, 2340-2344; Moldoveami et al., Vaccine, 1988, 168, 1216-
1224; Krieg et al., Nature, 1995, 374, 546-549; Klinman et al.,, PNAS USA,
1906, 93, 2879-2883; Ballas et al., J. Immunol, 1998, 157, 1840-1845; Cowdery
et al., J. Immunol, 1908, 156, 4570-4575; Halpern et al., Cell Immunol, 1888,
167, 72-78; Yamamoto et al., Jpn. J. Cancer Res., 1988, 79, 866-873; Stacey et
al.,, J. Immunol., 19968, 157, 2116-2122; Messina et al., J. Immunol, 1991, 147,
1750-1764; Yi et al., J. Immunol, 1996, 157, 4918-4925; Yi et al., J. Immunol,
19968, 157, 5394-5402; Yi ot al., J. Immunol, 1998, 180, 4755-4761; y Yi et al,,
J. Immunol, 1898, 160, 5888-5808; solicitudes de patente internacional WO
96/02555, WO 88/16247, WO ©8/18810, WO 98/40100, WO 98/55495, WO
98/37919 y WO 08/52581] es decir, que contiene al menos un dinucleétido CG,
en donde la citosina no se metila; (8) un éter de polioxietileno o un éster de
polioxietileno, por ejemplo, WO 89/52549; (8) un surfactante de éster de
sorbitan de polioxietileno en combinacién con un octoxinol (WO 01/21207) o un
surfactante de éster o éter de alquilo de polioxietileno en combinacién con al
menos un surfactante no idnico adicional tal como octoxinol (WO 01/21152),
(10) una saponina y un oligonucleétido inmunoestimulador (por ejemplo, un
oligonucleétido CpG) (WO 00/62800); (11) un inmunoestimulador y una particula

de sal metalica, por ejemplo, WO 00/23105; (12) una saponina y una emulsién
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de aceite en agua, por ejemplo, WO 88/11241; (13) una saponina {por ejemplo,
QS21) + 3Dmp! + IM2 (opcionalmente + un esterol), por ejemplo, WO 98/57659;
(14) otras substancias que actian como agentes inmunoestimuladores para
aumentar la eficacia de la composicion. Los péptidos de muramilo incluyendo
N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-25 acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamuina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutarninil-L-
alanina-2-(1’-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilarnina MTP-PE),
etc.

Los antlgenos pueden combinarse con excipientes convencionales,
tales como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa, glucosa, sucrosa, magnesio,
carbonato y lo similar. Las composiciones pueden contener substancias
auxiliares farmaceéuticamente aceptables como se requiere para aproximar
condiciones fisioldégicas talee como agentes reguladores y ajustadores de pH,
agentes ajustadores de toxicidad y lo similar, por ejemplo, acetato de sodio,
cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio y lo
similar. La concentracién de antigeno en estas formulaciones puede variar
ampliamente, y se seleccionara principalmente en base a volimenes de fluido,
viscosidades, peso corporal y lo similar de acuerdo con el modo particular de
administracién seleccionado y Ilas necesidades del paciente. Las
composiciones resultantes pueden encontrarse en la forma de una soluciodn,
suspensién, tableta, plldora, capsula, polvo, gel, crema, locién, pomada,
aerosol y lo similar.

La concentracién de antigenos inmunogénicos de la invencién en
las formulaciones farmacéuticas puede variar ampliamente, es decir, de menos
de aproximadamente 0.1%, usualmente en o al menos aproximadamente 2% a

tanto como 20% a 50% o méas en peso, y se seleccionara principalmente por
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volimenes de fluido, viscosidades, etc., de acuerdo con el modo particular de
administracién seleccionado.

2. Inmunizacién

Las MVs, OMVs, antigenos aislados, o combinaciones de antigenos
de la presente invencién se administran oralmente, nasalmente,
nasofaringealmente, parenteralmente, entéricamente, gastricamente,
tépicamente, transdérmicamente, subcutaneamente, intramuscularmente, en
forma de tableta, sélida, en polvo, liquida, aerosol, localmente o
sistdmicamente, con o sin excipientes agregados. Los métodos actuales para
preparar composiciones parenteralmente administrables se conoceran o seran
aparentes para aquellos expertos en la materia y se describen en mas detalle
en tales publicaciones como Remington's Pharmaceutical Science, 15th ed.,
Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania (1980). La administracién de
las MVs, OMVs, antigenos aislados, o combinaciones de antigenos puede
realizarse serialmente o como una mezcla, como se describe en méae detalle
abajo.

Se reconoce que los polipéptidos y compuestos relacionados
descritos arriba, cuando se administran oralmente, deben protegerse de
digestién. Esto se realiza tipicamente ya sea formar un compuesto con la
protelna y la composicién para volverlo resistente a hidrélisis enzimatica o
acida o al empacar la protelna en un vehlculo apropiadamente resistente tal
como una liposoma. Medios para proteger proteinas de digestién son
conocidos en la materia.

Con objeto de aumentar la vida media del suero, las preparaciones
antigénicas que se inyectan pueden también encapsulares, introducirse en el
lumen de liposomas, prepararse como un coloide, u otras técnicas

convencionales pueden emplearse que proporcionan una vida de suero
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extendida de los péptidos. Una variedad de métodos se encuentran disponibles
para preparar liposomas, como se describe en, por ejemplo, Szoka et al., Ann.
Rev. Biophys. Bioeng. 9:467 (1980), Patentes de E.U. Nos. 4,235,871,
4,501,728 y 4,837,028. Las preparaciones también pueden proporcionarse en
formas de liberacion lenta o liberacién controlada para la liberacién y
administracién de las preparaciones de antigeno como una mezcla o modo
sarial.

Las composiciones se administran a un animal que se encuentra en
riesgo de adquirir una enfermedad Neisserial para prevenir 0 al menos detener
parcialmente el desarrollo de enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad
adecuada para realizar esto se define como una “dosis terapéuticamente
eficaz". Las cantidades eficaces para uso terapéutico dependeran, por ejemplo,
de la composicién del antigeno, la manera de administracién, el peso y el
estado general de salud del paciente, y el juicio del médico que prescribe. Las
dosis Unicas o miltiples de las composiciones de antigeno pueden
administrarse dependiendo de la dosis y frecuencia requerida y tolerada por el
paciente, y via de administracién.

En modalidades particulares, las composiciones de antigeno
descritas en la presente se administran serialmente. Primero, una dosis
terapéuticamente aficaz de una primer composicién de antigeno (por ejemplo,
MV, OMV, antigeno aislado, o combinaciones de antigenos, con o sin
excipientes) preparada de una primer cepa Neisserial se administra a un
individuo. La primer composicién antigénica se administra generalmente en una
cantidad eficaz para producir una respuesta inmune (por ejemplo, activacién de
células T y/o B). Las cantidades para la inmunizacién inicial generaimente
varian desde aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente 1.0 mg por 70

kilogramos del paciente, més cominmente desde aproximadamente 0.001 mg a
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aproximadamente 0.2 mg por 70 kilogramos del paciente. Las dosis de 0.001
hasta aproximadamente 10 mg por paciente por dia deben utilizarse,
particularmente cuando el antigeno se administra a un sitio apartado y no en la
corriente sanguineo, tal como en una cavidad corporal o en un lumen de un
érgano. Substancialmente, dosis méas elevadas (por ejemplo, 10 a 100 mg o
mas) son posibles en administracién oral, nasal o tépica.

Después de l|a administracién de la primer composicién de
antigeno, una dosis terapéuticamente eficaz de una segunda composicién de
antigeno (por ejamplo, MV, OMV, antigeno asilado, o combinaciones de
antigenos, con o sin excipientes) preparada de una segunda cepa Neisserial se
administra a un individuo después de que el individuo se ha preparado
inmunolégicamente por exposicion a la primer composicién de antigeno. La
inyeccion de refuerzo puede administrarse dias, semanas o meses después de
la inmunizacién inicial, dependiendo de la condicién y respuesta del paciente.
La existencia de una respuesta inmune a la primer composicién de antigeno
puede determinarse por métodos conocidos (por ejemplo, al obtener suero del
individuo antes y después de la inmunizacion inicial, y demostrando un cambio
en el estado inmune del Iindividuo, por ejemplo, un andlisis de
inmunoprecipitacién, o una ELISA, o un andlisis bactericida, o una Western
blot, o anilisis citoméirico de flujo, o lo similar) y/o demostrando que la
magnitud de la respuesta inmune a la segunda inyeccién es més elevada que
aquella de los animales de control inmunizados para el primer momento con la
composicion de materia utilizada para la segunda inyeccién (por ejemplo,
preparacién inmunoldgica). La preparacién inmunolégica y/o la existencia de
una respuesta inmune la primer composicién de antigeno también puede
asumirse al esperar un periodo de tiempo después de la primer inmunizacion

que, en base a experiencia previa, es un tiempo suficiente para que una
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respuesta inmune y/o preparacién tenga lugar, por ejemplo, 2, 4, 6, 10 6 14
semanas. Las dosis de inyeccién de refuerzo de la segunda composicién de
antigeno son tipicamente desde aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente
1.0 mg de antigeno, dependiendo de la naturaleza del inmunogen y via de
inmunizacién.

En ciertas modalidades preferidas, una dosis terapéuticamente
eficaz de una tercer composicién de antigeno de una tercer cepa Neisserial se
administra a un individuo después de que el individuo se ha preparado y/o
montado una respuesta inmune a |la segunda composicién de antigeno. La
tercer inyeccidén de refuerzo puede administrarse dias, semanas o meses
después de la segunda inmunizacién, dependiendo de la condicién y respuesta
del paciente. La existencia de preparacién y/o una respuesta inmune a la
segunda composicién de antigeno puede determinarse por los mismos métodos
utilizados para detectar una respuesta inmune a la segunda composicién de
antigeno. La existencia de preparacion y/o una repuesta inmune a la segunda
composicién de antigeno puede también asumirse al esperar por un periodo de
tiempo después de la segunda inmunizacién que, en base a la experiencia
previa, es un tiempo suficiente para que una respuesta inmune y/o preparacion
tenga lugar, por ejemplo, 2, 4, 6, 10 6 14 semanas. Las dosis de inyeccién de
refuerzo de la segunda composicibn de antigeno son tlpicamente desde
aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente 1.0 mg de antigeno,
dependiendo de la naturaleza del inmunogen y via de inmunizacién. La
presente invencién contempla ademas el uso de una cuarta, quinta, sexta o mas
inmunizacién de inyecciéon de refuerzo, utilizando ya sea una cuarta, quinta o
sexta cepa de Neisseria meningitidis o cualquiera de las primeras, segunda, o
tercer cepa, u otra cepa que es genéticamente diversa con respecto a al menos

una primer, segunda y tercer cepa.
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Cuando la administracién de composiciones antigénicas preparadas
de la primer, segunda y (opcionalmente, pero preferentemente) tercer cepa es
serial, el orden de administracién de la composicién puede variarse. Por
ejemplo, el orden de administracién de OMV y/o MV dentro de estas etapas de
administracién serial puede variargse. Por ejemplo, los siguientes ordenes de
administracién se encuentran dentro del alcance de ia invencidn (de izquierda a
derecha, con la tercer administraciédn siendo opcional): OMV-OMV-OMV; OMV-
OMV-MV; OMV-MV-MV; MV-MV-MV; MV-MV-OMV; MV-OMV-OMV; OMV-MV-
OMV; y MV-OMV-MV. Preferentemente, el orden de administracién es MV-MV-
OMV.

En otras modalidades, la primer, segunda y (opcionalmente) tercer
composicion de antigeno se administran como una mezcla. En modalidades
relacionadas, la primer y segunda composicion de antigeno se administran
como una mezcla, y la tercer composicién de antlgeno se administra
subsecuentemente.

Las mezclas se administran en una cantidad eficaz para producir
una respuesta inmune, particularmente una respuesta inmune humoral, en el
huésped. Las cantidades para la inmunizacién de la mezcia generaimente
varian desde aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente 1.0 mg por 70
kilogramos del paciente, mas cominmente desde aproximadamente 0.001 mg a
aproximadamente 0.2 mg por 70 kilogramos del paciente. Las dosis de 0.001
hasta aproximadamente 10 mg por paciente por dla pueden utilizarse, por
ejemplo, cuando el antigeno se administra a un sitio apartado y no en la
corriente sangulinea, tal como en una cavidad corporal o en un lumen de un
érgano. Las dosis substancialmente méas eleva.das (por ejemplo, 10 a 100 mg o
més) son posibles en administracién oral, nasal o tépica. La administracién

inicial de la mezcla puede seguirse por inmunizacién de inyeccion de refuerzo
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de la misma o diferente mezcla, con al menos una inyeccién de refuerzo, méas
usualmente dos inyecciones de refuerzo, prefiridndose.

En ciertas modalidades preferidas, ia primer y segunda cepa
Neisserial, son genéticamente diveraas entre sl, por ejemplo, las cepas
pertenecen a diferentes serotipoe PorB y/o serosubtipos PorA; y también
pueden pertenecer opcionalmente a diferentes serogrupos capsulares.
Ademas, la segunda y tercer cepa Neisserial son genéticamente diversas antre
8f, por ejemplo, las cepas pertenecen a diferentes serotipos y/o serosubtipo;
también pueden pertenecer opcionalmente a diferentes serogrupos. La tercer
cepa Nel/sserial preferentemente es genéticamente diversa con respecto a la
primer y segunda cepa, pero puede, en algunas modalidades, no ser
genéticamente diversa con respecto a la primer cepa. Por ejemplo, el serotipo
y/o serosubtipo de la tercer cepa Neisserlal debe ser preferentemente diferente
de la primer y segunda cepa pero puede ser la misma que la primer cepa. La
presente invencién también contempla especificamente que las composiciones
de antigeno de otros miembros del género Neisseria pueden administrarse
como se describe en la presente para generar inmunidad protectora contra
Neisseria meningitidis. Por ejemplo, Nelsseria Iactamica, un mlembro comensal
no encapsulado no patogénico del género Neisseria que se encuentra
comunmente en |la nasofaringe humana, comprende cepas que tienen muchos
antigenos presentes en N. meningitidis y, por lo tanto, también puede utilizarse
para preparar uno de los inmunogenes comprendidos en esta invenciéon. De
esta manera, MVs u OMVs de la Neisseria lactamica no patogénica puede
utilizarse para preparar o producir una respuesta inmune protectora contra
Neisseria meningitidis (o contra otra Nelsseria patogénlca. tal como Neisseria
gonorrhea). Esto puede realizarse al administrar inicialmente una composicién

de antigeno {por ejemplo, MV u OMV) de Neisseria lactamica, seguida al
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administrar una segunda y opcionalmente una tercer composicién de antigeno
de Neisseria meningitidis (0 Neisseria gonorrhea). La invencién contempla
especificamente también que las composiciones de antigeno de cepas de
Neisseria lactamica se utilicen para la administracién inicial, segunda y
cualquier subsecuente, en donde cada cepa de /actamica tiene un serotipo y/o
serosubtipo diferente que los otros.

La invencion también contempla que las composiciones de antigeno
utilizadas en cualquier etapa en el procedimiento de inmunizaclén pueden
obtenerse de una o mas cepas de bacterias (especialmente Neisseria lactamica
o Neisseria meningitidis) que se forman genéticamente por métodos conocidos
(ver, por ejemplo, Pat. de E.U. No. 6,013,267) para expresar uno 0 mas acidos
nucleicos que codifican una o mas moléculas de interés, particularmente
moléculas que producen o mejora una respuesta inmune protectora. Los acidos
nucleicos puede, por ejemplo, codificar Porin A, Porin B, NspA, pilin u otras
protelnas Neisserial. Otros acidos nucleicos ejemplificativos incluyen aquelios
que codifican proteinas Neisserial inmunoprecipitadas con anti-sueros
producidos después de la vacunacién con la vacuna CHORI, particularmente
aqueilas protelnas que tienen masas moleculares aparentes de
aproximadamente 80 kDa, aproximadamente 58.5 kDa, aproximadamente 40.7
kDa, aproximadamente 39.8 kDa, aproximadamente 33 kDa, aproximadamente
27.9 kDa, y 14.5 kDa, o fragmentos antigénicos de los mismos. Los acidos
nucleicos ejemplificativos, adicionales incluyen aquelios que codifican las
protelnas Neisserial detectadas por Western blot con anti-sueros productos
después de la vacunacién con la vacuna CHORI, particularmente aquellas
protelnas que tienen masas moleculares aparentes de aproximadamente 53
kDa-57 kDa; aproximadamente 46-47 kDa, aproximadamente 33 kDa,

aproximadamente 20 kDa a 21 kDa; y aproximadamente 18 kDa. Los &cidos
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nucleicos pueden codificar cualquiera de las protelnas anteriores que se trunca,
o altera para incluir o eliminar un sitio de glucosilacién, o para incluir o eliminar
cualquier epltopo, o para incrementar la expresién de cualquiera de las
protelnas anteriores. De particular interés son los fragmentos antigénicos de
tales protelnas. Ademas, las composiciones de antigeno de la invencién
pueden comprender antigenos adicionales de N. meningitidis tales como
aquellos ejemplificados en las publicaciones de PCT Nos. WO 99/24578, WO
99/36544; WO 99/57280, WO 00/22430 y WO 00/66791, asl como también
fragmentos antigénicos de tales protelnas.

Un aspecto importante de la presente invencidon es que las
composiciones de antigeno utilizadas para preparar e cargar una inmunidad
protectora amplia contra Neisseria meningitidis se preparan de cepas de
Neisseria que poseen antigenos inmunodominantes variantes (loe antigenos
principales que se detectan rutinariamente por antisueros de diferentes
animales huésped que se han infectado con Neisseria; ejemplos representativos
incluyen Porin A, Porin B, pilin, NspA etc.). En los ejemplos descritos en la
seccién de Ejemplos de abajo, las cepas pueden variar con respecto a ya sea
PorA o PorB, como se evidencia por su serotipo o serosubtipo. Las cepas
también pueden variar con respecto a la molécula de capsula, como se refleja
por su serogrupo.

La clasificacién de serosubtipo y serotipo se determina actualmente
al detectar cual de un panel de monoclonales conocidos, que se conocen por
reconocer moléculas de Porin especificas, 88 une a una cepa desconocida
(Sacchi et al., 1808, Clin. Diag. Lab. Immunol. 5:348, ver Tablas 8 y 9 para
listas parciales de monoclonales). Es probable que otros monoclonales se
identifiquen. El uso de cualquier serotipo o serosubtipo que puede definirse por

cualquier monoclonal nuevo se contempla especlificamente por la invencién.
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Ademés, los serotipos y serosubtipos pueden definirse, no solamente por la
interaccion con anticuerpos monoclionales, sino que también estructuralmente
por la ausencia y/o presencia de residuos de péptido definidos y epltopos de
péptido (Sacchi et al.,, 2000, J. Infect. Dis. 182:1169). Los esquemas de
clagificacién se serosubtipo y serotipo que se basan en caracteristicas
estructurales de las Porinas (conocidas o0 que pueden descubrirse en una fecha
posterior) se comprenden especificamente por la invencién.

Un propdsito y efecto de administraciéon serial de composiciones de
antigeno de diferentes cepas es potenciar una respuesta inmune a antigenos y
epitopos que son tipicamente no inmunodominantes, particularmente epitopos
no inmunodominantes que muestran menos varlabilidad genética que los
eplitopos inmunodominantes conocidos. La invencién comprende
especificamente la administraciéon serial de composiciones de antigeno de
cepas Neisserial que difieren con respecto a los antigenos inmunodominantes
diferantes a Porinas (por ejemplo, fosfollpidos, polisacaridos, lipopolisacéridos,
pilinas, OmpA, Opa, Opc, etc.).

Las composicionas de antigeno se administran tipicamente a un
mamifero que es inmunolégicamente inocente con respecto a Neisseria
meningitidis. En una modalidad particular, el mamifero es un nilo humano
aproximadamente de cinco afios o méas joven, y preferentemente de
aproximadamente dos afios o mas joven, y las composiciones de antigeno se
administran en cualquiera o0 mas de los siguientes tiempos: dos semanas, un
mes, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10 u 11 meses, o un aflo o 15, 18 6 21 meses
después del nacimiento, o alos 2, 3, 4 6 5 aflos de edad.

En general, la administracion a cualquier mamlifero se inicia
preferentemente antes de la primer sefial de sintomas de enfermedad, o en la

primer sefial de exposicién actual o posible a Neisseria.
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Cuando los péptidos inmunogénicos particulares que dan origen a
inmunidad protectora se identifican como se describe arriba y abajo, estos
antigenos pueden administrarse directamente en lugar de MVs u OMVs.
Cuando los antigenos identificados son péptidos, el ADN que codifica uno o
mas de los péptidos de la invencién también pueden administrarse al paciente.
Este planteamiento se describe, por ejemplo, en Wolff et al., Science 247.1465-
1468 (1990), asl como también las Patentes de E.U. Nos. 5,580,859 y
5,589,466.

3. Detecclén de antigenos inmunogénicos

Las fracciones subcelfulares tales como MVe y OMVs contienen
muchos antigenos que pueden dar origen a una respuesta inmune (ver, por
ejemplo, Figura 2 que representa un gel electroforético de varias tales
fracciones). Sin embargo, no cada antigeno en una preparacién puede producir
ya sea una respuesta humoral o inmunidad protectora contra una enfermedad
causada por una Neisserie meningitidis spp. De esta manera, |la presente
invenciéon también se refiere a antigenos individuales y/o combinaciones de
antigenos que inducen inmunidad protectora. Otro objetivo es utilizar los
antigenos identificados para formular las composiciones de antigeno que
pueden utilizarse para producir inmunidad protectora contra una enfermedad
por Neisseria.

Los antisueros o mAbs se obtienen o producen de mamiferos que
ge Inducen por los métodos de la presente invencién para exhibir inmunidad
protectora contra una enfermedad causada por una Neisseria meningitidis spp.
Los antisueros o mAbs se utilizan para detectar sus antigenos Neisseria
correspondientes, y estos antigenos identificados y alslados en base a sus
propiedades fisicoquimicas (clase de molécula: péptido, acido nucleico, etc.;

masa molecular, carga, composicién quimica, etc) o secuencia de aminoacidos.
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Los antigenos aisiados (o porciones inmunolégicamente eficaces de los
mismos) pueden administrarse entonces a mamiferos, solos y/o en
combinacién) para valorar el grade al cual inducen inmunidad protectora. La
presente invencidn contempla especificamente administrar serialmente
antigenos aislados de una cepa o diferentes cepas de Neisseria, o administrar
tales antigenos en una mezcla que comprende uno o més, usualmente dos o
més, méas usualmente res o més, alin méas usualmente cuatro a seis o mas
antigenos.

Los antigenos Neisserial ejemplificativos adecuados para su
administracion como se describe pueden incluir, pero no necesariamente
limitarse a aquellas proteinas inmunoprecipitadas con anti-sueros producidos
después de la vacunacién con la vacuna CHORI, particularmente aquellas
protelnas que tienen masas moleculares aparentes de aproximadamente 80
kDa, aproximadamente 58.5 kDa, aproximadamente 40.7 kDa, aproximadamente
39.6 kDa, aproximadamente 33 kDa, aproximadamente 27.9 kDa, y 14.5 kDa, o
fragmentos antigénicos de los mismos. Los antilgenos administrados pueden
incluir al menos uno de estos antigenos, o pueden incluir una combinacién de
estos antigenos (por ejemplo, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, o
maés).

Antigenos Neisserial ejemplificativos, adicionales adecuados para
su administracién como se describe pueden incluir, pero no necesariamente
limitarse a aquellas proteinas detectadas por Western blot con anti-sueros
producidos después de la vacunacién con la vacuna CHORI, particularmente
aquellas protelnas que tienen masas moleculares aparenies de
aproximadamente 53 kDa-57 kDa; aproximadamente 46-47 kDa,
aproximadamente 33 kDa, aproximadamente 20 kDa a 21 KkDa; y

aproximadamente 18 kDa, o fragmentos antigénicos de los mismos. Los
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antigenos administrados pueden incluir al menos uno de estos antigenos, o
pueden incluir una combinacién de estos antigenos (por ejemplo, al menos dos,
al menos tres, al menos cuatro, o mas).

Debe observarse que las referencias hechas a masas moleculares
de proteinas se refieren a masa moiecular aparente como se determina por
SDS-PAGE bajo las condiciones descritas. Debe ser facilmente aparen.te para
el experto en la materia en la consideracién de la presente especificacién que
estas masas moleculares aparentes pueden variar para la misma protelna entre
dos diferentes experimentos (por ejemplo, utilizando diferentes geles o
diferentes preparaciones, cuando se aislan de dos cepas diferentes (por
ejemplo, debido a polimorfismos entre cepas debido a substituciones de
aminoacidos, eliminaciones ylo inserciones, modificaciones post-
translacionales, y lo similar)) y ademds que diferentes protelnas pueden
parecer tener la misma masa molecular aparente.

Los antigenos que producen inmunidad protectora se detectan por
métodos conocidos: por ejemplo, inmunoanadlisis, Iinmunoprecipitacién,
cromatografia de afinidad, Western blots, etc. Ejemplos de tales métodos se
describen abajo.

(a) Detecclén de Antigenos por Inmunoanillsis

Una variedad de formatos de inmunoanalisis se utilizan para
caracterizar antisueros y anticuerpoe especificamente inmunoreactivos con un
antigeno particular o composicién antigénica, y también para medir la
intensidad de una respuesta inmune a un antigeno particular o composicién
antigénica. La primer etapa es producir generaimente antisuero o una
preparacion de anticuerpo que se une al antigeno o composicién antigénica.

(1) Produccién de Antisueros Inmunes y Anticuerpos

Monocionales o Policlonales Especlificos
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Los métodos para producir anticuerpos monoclonales y policlonales
utilizados en estos andlisis se conocen por aquellos de experiencia en la
materia. Ver, por ejemplo, Coligan (1991), CURRENT PROTOCOLS IN
IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY; y Harlow and Lane (1989), ANTIBODIES: A
LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Press, NY; Stites et al., (eds.)
1997 MEDICAL IMMUNOLOGY 9th ed. McGraw-Hill Professional Publishing,
Nueva York, NY, y referencias citadas en la presente; Goding (1888),
MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (2d ed.) Academic
Press, Nueva York, NY; y Kohler and Milstein (1875), Nature, 256: 485-497.
Por ejemplo, con objeto de producir antisueros para utllizarse en un
inmunoandlisis, una composicién que contiene antigenos de Ne/sseria
meningitidis spp, se da sola o mezclada con un adyuvante y se inyecta en un
animal de eleccldon (por ejemplo, un ratédn, rata, conejo, puerco, cabra, vaca,
caballo, pollo, etc.) de acuerdo a cualquier procedimiento descrito en la
presente.

La respuesta inmune del animal a |la preparacién de inmunogen se
monitorea al tomar sangrados prueba y determinar la concentraciéon de
reactividad de allcuotas serialmente diluidas de suero a allcuotas serialmente
diluidas de la composicién antigénica. Los antisueros policlonales con una
concentracién de 10* o mayor se seleccionan y prueba para su reactividad
transversal contra controles no inmunogénicos, utilizando un inmunoanalisis de
unién competitivo. Los anticuerpos policlonales o monoclolanes y antisueros
usualmente se unirdn con una constante de disoclacién (Kp) de al menos
aproximadamente 0.1 mM, mas usualmente al menos aproximadamente 1 uM,
preferentemente al menos aproximadamente 0.1 pM o© mejor, y mas
preferentemente, .01 uM 0 mejor.

{2) Anticuerpos monocionales
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En algunos casos, es deseable preparar anticuerpos monoclonales
de varios huéspedes mamiferos, tales como ratones, roedores, primates,
humanos, etc. La descripcién de técnicas para preparar tales anticuerpos
monoclonales se encuentra en, por ejemplo, Stites et al., Supra, y las
referencias citadas en la presente; Harlow and Lane, Supra; Goding Supra., y
Kohler and Milstein. Supra. Resumido brevemente, este método procede al
inyectar a un animal con una preparacién inmunogénica. El animal se sacrifica
entonces y las células se toman de su bazo, que se fusiona con céiulas de
mieloma. EIl resultado es una célula hibrida o "hibridoma®" que es capaz de
reproducirse in vitro. La poblacién de hibridomas se selecciona entonces para
aislar los clones individuales, cada uno de los cuales secreta una especie de
anticuerpo Unica al inmunogen. De esta manera, las especies de anticuerpo
individuales son los productos de células B -t'micas clonadas e inmortalizadas
de! animal inmune generados en respuesta a un sitio especlfico reconocido en
la substancia inmunogénica.

Los métodos alternativos de inmortalizacién incluyen Ia
transformacién con Virus Eipstein Barr, oncégenos, o retrovirus, u otros
meétodos conocidos en la materia. Las colonias que se originan de células
inmortalizadas Gnicas se seleccionan para la produccién de anticuerpos de la
afinidad y especificidad deseada para el antigeno, y produccién de los
anticuerpos monoclonales producidos por tales células se aumenta por varias
técnicas, incluyendo inyeccién en la cavidad peritoneal de un huésped
vertebrado (preferentemente mamifero).

Otras técnicas adecuadas incluyen la seleccidon de bibliotacas de
anticuerpos recombinantes en fago o vectores similares (ver, por ejemplo, Huse
et al., (1998) Science 246:1275-1281; Ward et al., (1988) Nature 341:544-546; y
Vaughan et al., (1996) Nature Biotechnology 14:309-314).
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(3) Inmunoandélisis

Una vez que un suero inmune o un anticuerpo monoclonal que
reconoce uno o mas antigenos Neisserial se obtiene, puede utilizarse para
realizar inmunoanalisis. Para un resumen de procedimientoe de inmunoanélisis
e inmunolégicos en general, ver D. Stites and A. Terr, (eds.), Supra. Ademas,
los inmunoanalisis de |la presente invencidn pueden realizarse de cualquiera de
las varias configuraciones, que se revisan extensivamente en ENZYME
IMMUNOASSAY, E.T. Maggio, ed., CRC Press, Boca Ratén, Florida (1980);
*Practice and Theory of Enzyme Immunoassays,” P. Tijssen, en LABORATORY
TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, Elseiver
Science Publishers B.V. Amsterdam (19885); y Harlow and Lane, supra, cada
una de las cuales se incorpora en la presente para referencia.

Por ejemplo, los inmunoanalisis ELISA de fase sdlida se utilizan
rutinariamente para seleccionar anticuerpos monoclonales especialmente
inmunoreactives con un antigeno. Ver Harlow and Lane, Supra.

Los antisueros agrupados y/o imunoabsorbidos (o anticuerpos
monoclonales) también se utilizan en un inmunoandlisis de unién directo o
competitivo. El Gltimo compara la unién de una segunda composicidn de
antigeno (por ejemplo, MVs, OMVs, antigenos aislados o composiciones de
antigeno de una cepa Neisseria diferente conocida o desconocida) a aquella de
la composicién de antigeno de referencia utilizada para producir inmunidad
protectora. Con objeto de hacer esta comparaciéon en el andlisis competitivo,
las dos preparaciones de antigeno se analizan cada una en un amplio rango de
concentraciones y se determina la cantidad de cada molécula requerida para
inhibir 50% de la unién de los antisueros a la preparacion de antigeno de
referencia inmovilizada. Si la cantidad de la segunda proteina requerida es

menor a 10 veces la cantidad del péptido de referencia utilizada para hacer el
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anticuerpo, entonces la segunda proteina se une especificamente a un
anticuerpo generado para la preparacion de antigeno de referencia.

(b) Western Blots

El anilisis Western Blot generalmente comprende separar
productos por electroforesis de gel en la base de peso molecular, transferir las
protelnas separadas a un soporte s6lido (tal como un filtro de nitrocelulosa, un
filtro de nylén, o filtro de nylén derivado) e incubar la muestra con anticuerpos
de marcado que se unen especificamente a la proteina de analito. Los
anticuerpos de marcado se unen especificamente a analito en el soporte sélido.
Estos anticuerpos se marcan directamente, o alternativamente se detectan
subsecuentemente utilizando agentes de marcado tales como anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos de anti-ratén de oveja marcados en donde el anticuerpo
para un analito es un anticuerpo de murino) que se une especificamente al
anticuerpo de marcado.

(4) Purificacién de Antigenos inmunogénicos

Los antigenos pueden aisiarse (separarse de una o mas moléculas
con la cual el antigeno se asocia in vivo) y purificarse (un antigeno purificado,
por ejemplo, una proteina, preferentemente muestra esencialmente una banda
Gnica en un gel electroforético para cada subunidad disoclable del antigeno) y
utilizarse para producir inmunidad protectora.

Los antigenos individuales, especialmente protelnas y fragmentos
de péptidos de los mismos, pueden purificarse por cualquiera de una variedad
de técnicas conocidas, incluyendo, por ejemplo, cromatografia liquida de
desempefio elevado de fase inversa (HPLC), intercambio de i6én o cromatografia
de inmunoafinidad, separacién por tamafio, o electroforesis (ver generalmente,
Scopes, R. Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y. (1982)). Por sjemplo, los

antigenos de Neisseria meningitidis spp. se obtienen al utilizar antisueros de
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espectro amplio para generar preparaciones ricas en antigeno. Los antigenos
aislados también pueden prepararse al inmunoprecipitar una fraccién obtenida
de Neisseria meningitidis spp. Los antigenos también pueden aislarse al
conjugar antisueros inmunes o anticuerpos monoclonales una columna y
desempefiar cromatografia de afinidad. La fuente de los antigenos pueden ser
un lisato de céiula total obtenido por métodos conocidos, por ejemplo, por
sonicacién, o alternativamente por exposicidn a un detergente iénico o no
idbnico, o la fuente puede ser MVs u OMVs de una cepa Neisserial.

5. Antigenos de Péptido

Ademas, una vez que la identidad de los antigenos de proteina y/o
epltopos de péptido especlificos se establece, las preparaciones de antigeno de
Neisseria meningitidis spp, adecuadas para inducir inmunidad protectora en la
presente invencién pueden generare al sintetizar péptidos mediante técnicas
convencionales, e inyectar preparaciones de péptido sintéticas en un mamifero.
Las técnicas para sintesis de péptido se conocen bien en la materia. Ver, por
ejemplo, Stewart and Young, Solid Phase Peptide Synthesis (Rockford, Ill.,
Pierce), 2d Ed. (1984) and Kent, 1988, Annu. Rev. Biochem. 57:957.

Alternativamente, las secuencias de #acidos nucleicos codifican el
polilpéptido particular pueden clonarse y expresarse para proporcionar el
péptido. Las técnicas estandar pueden utilizare para obtener y seleccionar
bibliotecas de acidos nucleicos para identificar secuencias que codifican las
secuencias deseadas (ver Sambrook et al., Molecular Cloning — A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1988),
o édcidog nucleicos que codifican péptidos deseados pueden sintetizarse por
métodos conocidos. Las protelnas de fusiéon (aquellas que consisten de todas o
parte de las secuencias de aminoacidos de dos o mas protelnas9 pueden

producirse recombinantemente. Ademaés, utilizando técnicas de mutagenesis in
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vivo, las proteinas sin relacionar pueden mutarse para comprender las
secuencias apropiadas.

Se entendera que los antigenos inmunogénicos de la presente
invencién pueden modificarse para proporcionar una variedad de atributos
deseados, por ejemplo, caracteristicas farmacoldgicas mejoradas, mientras se
incrementa o al menos retiene substancialmente toda la actividad biolégica del
péptido sin modificar. Por ejemplo, los péptidos pueden modificarse al
extender, reducir la secuencia de aminoacidos del péptido. Las substituciones
con diferentes aminoacidos o imitaciones de aminodcidos también pueden
hacerse.

Los péptidos empleados en la invencién sujeto no necesitan ser
idénticos a aquellos descritos en la seccién de Ejemplos abajo (por ejemplo,

con respecto a peso molecular), siempre que los péptidos sujetos sean capaces

de inducir una respuesta inmune contra la molécuia de antigeno deseada. De -

esta manera, un experto reconocera que un nGmero de substituciones
conservadoras (descritas en més detalle abajo) puede hacerse sin afectar
substancialmente la actividad del péptido.

Las substituciones del aminoacido dnico, eliminaciones o
inserciones pueden utilizarse para determinar que residuos son relativamente
insensibles a modificacién. Las substituciones se hacen preferentemente con
porciones relativamente neutrales, pequefias tales como Ala, Gly, Pro o
residuos similares. EI efecto de substituciones de aminoécido tinico también
puede probarse utilizando D-aminoacidos. Los nimeros y tipos de residuos que
80 substituyen o agregan dependen del espacio necesario entre los puntos de
contacto esenciales y ciertos atributos funcionales que se ensefian (por
ejemplo, hidrofobicidad contra hidrofilicidad). La inmunogenicidad

incrementada también puede lograrse por tales substitucilones, en comparacién
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con el péptido de origen. En cualquier caso, tales substituciones podrian
emplear residuos de aminodacidos u otros fragmentos molecuiares elegidos para
evitar, por ejemplo, interferencia de carga y estérica que puede interrumpir la
union.

La substitucién de aminoacidos, sin embargo, no necesita limitarse
a aquellos que ocurren naturalmente en las protelnas, tales como L-a-
aminoacidos, o sus D-isébmeros. Los péptidos pueden substituirse con una
variedad de porciones tales como imitaciones de aminoacido bien conocidas por
aquellos de experiencia en la materia. (Ver, por ejemplo, Pat. de E.U. No.
6,030,819).

Los residuos individuales de los polipéptidos antigénicos
inmunogénicos pueden incorporarse en el péptido por una unién de péptido o
imitacién de unién de péptido. Una imitacién de unién de péptido de la
invencién incluye modificaciones de la estructura de péptido bien conocidas por
aquellos expertos en |la materia. Tales modificaciones incluyen modificaciones
del nitrégeno de amida, el a-carbono, carbonilo de amida, reemplazo completo
de la uniébn de amida, extensiones, eliminaciones o degradaciones de la
estructura. Ver, generailmente, Spatola, Chemistry and Bjochemistry of Amino
Acids, Peptides and Proteins, Vol. VIl (Weinstein ed., 1983). Varias
modificaciones de !{a estructura del péptido se conocen. Estas incluyen
w[CH2S], w[CH2NH], y[CSNH2], y[NHCO], w[COCH,] y w[(E) 0 (Z) CH=CH]. La
nomenclatura utilizada arriba sigue aquella sugerida por Spatola, arriba. En
este contexto, y indica la ausencia de una unién de amida. La estructura que
reemplaza el grupo amida se especifica dentro de los corchetes.

Las imitaciones de aminoacido también pueden incorporarse en los
péptidos. Una "imitacién de aminodcido® como se utiliza aqul es una porcién

diferente a un aminoacido que ocurre naturalmente que sirve conformacional
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como funcionalmente como un substituto para un aminodcido en un polipéptido
de la presente invencién. Tal porcién sirve como un substituto para un residuo
de aminodcido si no interfiere con la habilidad del péptido para producir una
respuesta inmune contra el antigeno apropiado. Las imitaciones de aminodcido
pueden incluir aminoacidos sin protelna, tales como p-y-8-aminoacidos, p-y-5-
iminoacidos (tal como 4acido piperidina-4-carboxilico), asl como también muchos
derivados de L-a-aminoacidos. Un nudmero de imitaciones de aminodcido
adecuadas se conocen por los expertos; incluyen ciclohexilalanina, acido 3-
ciclohexilpropidénico, alanina L-adamantilo, acido adamantilacético y lo similar.
Las imitaciones de péptido adecuadas para los péptidos de la presente
invenciéon se tratan por Morgan and Gainor, (1988) Ann. Repts. Med. Chem.
24:243-2526.

Como se observa arriba, los péptidos empleados en la invencién
sujeto no necesitan ser idénticos, pero puede ser substancialmente idénticos, a
la secuencia correspondiente del antigeno objetivo. Por lo tanto, los péptidos
pueden estar sujetos a varios cambios, tales como inserciones, eliminaciones, y
substituciones, ya sea conservadoras o no conservadoras, en donde tales
cambios pueden proporcionar ciertas ventajas en su uso. Los polipéptidos de
la invencién pueden modificarse en un ndmero de maneras siempre que
comprendan una secuencia substancialmente idéntica (como se define abajo) a
una secuencia en la regién objetivo del antigeno.

La alineacién y comparacién de las secuencias de aminodcidos
relativamente cortas (menores a aproximadamente 30 residuos) es tipicamente
recta. La comparacién de secuencias més largas puede requerir mias métodos
sofisticados para lograr una alineacién Oéptima de dos secuencias. La
alineacién 6ptima de secuencias para alinear una ventana de comparacion

puede conducirse por el algoritmo de homologla local de Smith and Waterman
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(1981) Adv. Appl. Math. 2:482, por el algoritmo de alineacién de homologla de
Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, por la blsqueda para el
método de similitud de Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
85:2444, por implementaciones computarizadas de estos algortimos (GAP,
BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package
Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o por
inspeccién, y se selecciona la mejor alineaciéon (es decir, que resulta en el
porcentaje mas elevado de similitud de secuencia sobre la ventana de
comparacién) generada por los diversos métodos.

Los términos "idéntico” o por ciento de “identidad®, en el contexto
de dos o0 més secuencias de polipéptidos o aminoacidos, se refieren a dos o
mdés secuencias o subsecuencias que son las mismas o tienen un porcentaje
especifico de residuos de aminoacidos o nucledtidos que son los mismos,
cuando se compara y alinea para maxima correspondencia, como se mide
utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacién de secuencia o
inspeccién visual. Preferentemente, !a identidad substancial existe sobre una
region de las secuencias que es al menos aproximadamente 50 residuos en
longitud, mas preferentemente sobre una regién de al menos aproximadamente
100 residuos, y mas preferentemente las secuencias son substanciaimente
idénticas sobre al menos aproximadamente 150 residuos. En una modalidad
més preferida, las secuencias son substancialmente idénticas sobre la longitud
completa de las regiones de codificacidn.

Para comparacién de secuencia, tipicamente una secuencia actaa
como una secuencia de referencia, con la cual las secuencias de prueba se
comparan. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencia, las
secuencias de referencia y prueba, se introducen en una computadora, se

disefian las coordenadas de la subsecuencia, si 88 necesario, y se disefian los
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parametros del programa de algoritmo de secuencia. El algoritmo de
comparaciéon de secuencia calcula entonces el porcentaje de identidad de
secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba relativo a la secuencia de
referencia, en base a los pardmetros del programa disefiados.

La alineacién éptima de secuencias para su comparacién puede
conducirse, por ejemplo, por el algoritmo de homologla local de Smith &
Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineacién de
homologla de Needleman and Wunsch 48:443 (1970), por la busqueda para el
método de similitud de Pearson and Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
85.2444 (1988), por implementaciones computarizadas de estos algortimos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package
Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o por
ingpeccion visual (ver generalmente, Current Protocols in Molecular Biology,
F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, una ventura de articulacién entre
Green Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (Complemento
19985) (Ausubel).

Ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el
porcentaje de identidad de secuencia y similitud de secuencia son los
algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., (1990) J.
Mol. Biol. 215:403-410 y Altachuel et al., (1977) Nucleic Acids Res. 25:3389-
3402, respectivamente. El| Software para realizar analisis BLAST se encuentra
publicamente disponible a través deil National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo incluye identificar
primero pares de secuencia con puntuacién elevada (HSPs) al identificar
palabras cortas de longitud W en la secuencia interrogante, que ya sea se
ajJusta o satisface alguna puntuacién T de umbral de valor positivo cuando se

alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de bases de
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datos. T se refiere al umbral de puntuacién de la palabra en proximidad
(Altschul et al., supra).

Estos aciertos de |la palabra en proximidad inicial actdan como
simientes para iniciar las bdsquedas para encontrar HSPs mdas largos que la
contienen. Los aciertos de la palabra se extienden entonces en ambas
direcciones a lo largo de cada secuencia tan lejos como la puntuacién de
alineacién acumulativa pueda incrementarse. Las puntuaciones acumulativas
se calculan utilizando, para secuencias de nucleétidos, los pardmetros M
{(puntuacién de recompensa para un par de residuos de acoplamiento; siempre >
0) y N {(puntuacién de penalidad para residuos sin acoplamiento; siempre < 0).
Para secuencias de aminodcidos, se utiliza una matriz de puntuaciéon para
calcular la puntuacién acumulativa. La extensién de los aciertos de la palabra
en cada direccion se detiene cuando: la puntuacién de alineacién acumulativa
cae por la cantidad X desde su valor méximo logrado; la puntuacidn
acumulativa va a cero o por debajo de cero, debido a la acumulacién de una o
més alineaciones de residuo de puntuacién negativa; o se alcanza el final de
cualquier secuencia. Los pardmetros de algoritmo BLAST W, T y X determinan
la sensibilidad y velocidad de la alineacién. E| programa BLAST (para
secuencias de nucledtidos) utiliza como fallas una longitud de palabra (W) de
11, una expectacidén (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacién de ambos
filamentos. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza como
fallas una longitud de palabra (W) de 3, una expectaciéon (E) de 10, y la matriz
de puntuacién BLOSUMGE2 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
89:10815 (1989)).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el
algoritmo BLAST también realiza un anélisis estadistico de la similitud entre

dos secuencias (ver, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA
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90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la probabilidad de suma méas pequefia (P(N)), que proporciona una
indicacién de la probabilidad mediante la cual un acoplamiento entre dos
secuencias de aminoacidoe o nucleétidos podria ocurrir por suerte. Por
ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia
si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparacién del dcido nucleico
de prueba con el acido nucleico de referencia es menor que aproximadamente
0.1, més preferentemente menor que aproximadamente 0.01 y més
preferentemente menor que aproximadamente 0.001.

Una indicaciéon adicional de que dos secuencias de A&cidos
nucleicos o polipéptidos son substancialmente idénticas es que el polipéptido
codificado por el primer acido nucleico es inmunolégicamente reactive con el
polipéptido codificado por el segundo acido nucleico, como se describe abajo.
De esta manera, un polipéptido tipicamente es substancialmente idéntico a un
segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solamente
por substituciones conservadoras. Otra indicacién de que dos secuencias de
acidos nucleicos son substancialmente idénticas es que las dos moléculas se
hibridizan entre sl bajo condiclones severas, como se describe abajo.

Preferentemente, las posiciones de residuo que no son idénticas
difieren por substituciones de aminoacidos conservadoras. Las substituciones
de aminoacidos conservadoras 8e refieren al intercambio de residuos que
tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que
tienen cadenas Iaterales alifdticas es glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo
alifaticas es erina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
lateralee que contienen amida es aparagina y glutamina; un grupo de

aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticos es fenilalanina, tirosina, y
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triptofan; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es
lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminodcidos que tienen cadenas
laterales que contienen azufre es cistelna y metionina. Los grupos de
substitucién de aminodcidos conservadores preferidos son: valina-leucina-
isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y asparagina-
glutamina.

Los polipéptidos comprendidos por la invencién tlpicamente
comprenden al menos aproximadamente 10 residuos y mas preferentemente al
menos aproximadamente 15 residuos, preferentemente de un dominio del
antigeno que se expone al sistema inmune. En ciertas modalidades, los
péptidos no excederdn aproximadamente 50 residuos y tipicamente no
excederdan aproximadamente 30 residuos.

Los péptidos imunogénicos se limitan conformacionalmente. Los
medios para lograr esto se conocen bien en la material (ver, por ejemplo, Hruby
and Bonner en Methods in Molecular Biology, Volumen 35 Peptide Synthesis
Protocols, Pennington and Dunn eds (Humana Pres, Totowa, NJ 1984). Un
medio preferido para preparar péptidos conformacionalmente limitados se a
través de ciclizacién. Cualquier método cominmente utilizado para producir
oligopéptidos ciclizados puede utilizarse para producir los péptidos de la
invencién. Por ejemplo, en ciertas modalidades los péptidos incluirdn residuos
de cistefna en ambos términos, que permiten la produccidén de péptidos clclicos
a través de enlaces de disulfuro. EIl tratamiento de tal péptido con un agente
oxidante tal como oxigeno, yodo o agente similar producird un péptido clclico
que puede purificarse ademas utilizando método cromatografico u otros de
purificacion quimica. La construcciéon de péptidos ciclicos también puede
realizarse a través de enlaces de tioéter. Por ejemplo, los péptidos N-

bromoacetil-derivados pueden reaccionarse con residuos que contienen
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sulfhidrilo, tales como cisteina. La ciclizacién ocurre por la reaccién del
sulfohidrilo libre de cistelna en el péptido con el grupo bromoacstilo para formar
un enlace de tioéter (Robey et al., Anal. Biochem 177:373-7 (1989) y Patente
de E.U. No. 5,086,718).

Otros métodos para construir péptidos ciclicos se conocen por
aquellos expertos en la materia. Estos Incluyen ciclizaciones de cadena lateral-
cadena lateral, cadena lateral-cadena principal y cadena principal-cadena
principal. Ademas, los enlazadores pueden utilizarse para unir los términos,
amino y carboxilo, de un péptido. En enlazador es capaz de formar uniones
covalentes tanto al término amino como carboxilo. Los enlazadores adecuados
se conocen bien por aquellos expertos en la materia e incluyen, pero no se
limitan a, enlazadores de carbono de cadena recta o ramificada, enlazadores de
carbono heterociclicos, o enlazadores de péptido. Los enlazadores pueden
unirse a los aminodcidos de termino amino y carboxilo a travéds de sus grupos
laterales (por ejemplo, a través de un enlace de disulfuro a cisteina) o a través
de grupos carboxilo y amino de carbono alfa de los aminoacidos terminales.

Para una discusiéon general de métodos adecuados para ciclizacion,
ver Hruby and Bonner in Methods in Molecular Biology, Volumen 35 Peptide
Synthesis Protocols, Pennington and Dunn eds (Humana Pres, Totowa, NJ
1994). Por ejemplo, las ciclizaciones pueden incluir la formacién de andlogos
carba y tioeteres (Lebl et al., in Peptides 1986 Proceedings of the 19th
European Peptide Symposium pp. 341-344; Robey et al., Anal. Biochem.
177:373-7 (1989) y la Patente de E.U. No. 5,066,716), bis-tioéteres (Mosberg et
al., JACS 107:2988-2987 (1985)), azopéptidos (Siemion et al., Mol Cell.
Biochem. 34:(1991)), y otras estructuras ciclicas, tales como estructuras de
puente (Charpentier, M., et al, J. Med. Chem. 32(8):1184-1190 (1989),
Thaisrivongs, S., et al., J. Med. Chem. 34(4):127(1991) y Ozeki, E., et al., Int.
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J. Peptide Protein Res. 34:111 (1988)). La ciclizacién de posiciones estructura
a estructura también puede utilizarse.

El puente es un tipo especial de ciclizacién en el cual los sitios
distantes en un péptido se unen utilizando fragmentos o moléculas de puente
separadoe. Las moléculas de puente pueden incluir, por ejemplo, moléculas de
anhldrido succlnico (Charpentier, B., et al., supra) y fragmentos de
carboximetileno (Thaisrivongs, S., of al., supra). El puente por metales también
puede utilizarse (Ozeki, E., et al., supra).

En algunas modalidades, los péptidos incluyen dos o méas residuos
de cistelna. Las cisteinas pueden substituirse o agregarse dentro del péptido o
en cualquier término. La posicién de las cistefnas no es critica siempre que los
enlaces de disulfuro puedan formarse entre ellas lo que permite la produccién
de péptidos ciclicos. Por ejemplo, el tratamiento de tal péptido con un agente
oxidante tal como oxigeno, yodo o agente similar producird un péptido ciclico
que puede purificarse ademés utilizando método cromatografico u otros
métodos de purificacién quimica.

Las modalidades adicionales incluyen péptidos que contienen
secuencias antigénicas de secuencias de protelna que se han incorporado
independientemente en péptidos de doblez (Regan & DeGrado, 1888, Science
241:976; Mutter, 1988, TIBS 13:260; Kamtekar et al., 1893, Science 2682:1680;
Sieber & Moe, 1908, Biochemistry 35:181; Butcher & Moe, 1998, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93:1135, FitzGerald et al., 1998 Biochemistry 273:9951). Los
péptidos independientemente de doblez pueden ocurrir naturalmente o ser de
disefio nuevo.

Los péptidos capaces de producir inmunidad protectora similar
aquella de la vacuna CHORI pueden también obtenerse al utilizar anticuerpos

monoclonales producidos por inmunizacién con antigeno CHORI o lo similar
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para seleccionar imitaciones moleculares de bibliotecas de péptido de
despliegue de fago u otras bibliotecas de combinacién tales como moléculas
pequefias o dcidos nucleicos.

Ademas de utilizar loe péptidos, los anticuerpos originados contra
péptidos de la invencién pueden utilizarse para inhibir respuestas inflamatorias.
Los anticuerpos pueden originarse para los péptidos de la presente invencién
utilizando técnicas bien conocidas por aquellos expertos en la materia. Los
anticuerpos anti-idiotlpicos también pueden generarse. La siguiente
descripcidon se presenta como un resumen general de las técnicas disponibles,
sin embargo, un experto en la materia reconocera que muchas variaciones en
los siguientes métodos se conocen.

Frecuentemente, los péptidos y anticuerpos de la invencién se
marcaran mediante unién, ya sea covalente o no covalentemente, una
substancia que proporciona una sefial detectable. Una amplia variedad de
marcas y técnicas de conjugacién se conocen y se reportan extensivamente
tanto en literatura cientifica como de patente. Las marcas adecuadas incluyen
radionucleétidos, enzimas, substratos, cofactores, inhibidores, porciones
fluorescentes, porciones quimioluminescentes, particulas magnéticas y lo
similar. Las patentes que ensefian el uso de tales marcas incluyen Patentes de
E.U. Nos. 3,817,837, 3,850,752, 3,939,950, 3,966,345, 4,277,437, 4,275,140 y
4,366,241. También, las inmunoglobulinas recombinantes pueden producirse.
Ver Cabilly, Patente de E.U. No. 4,816,567; y Queen et al., (1989) Proc Nat'l
Acad. Sci. USA 86:10029-10033.

6. Inmunidad Pasiva

Los anticuerpos inmunoprotectores que reconocen epitopos de
Nelsseria también pueden administrarse a un organismo (por ejemplo, un

paciente humano) para inducir inmunidad pasiva contra una enfermedad
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Neisserial, ya sea para prevenir que la infeccidn o enfermedad ocurra, o como
una terapia para mejorar el resultado clinico en pacientes con enfermedad
establecida (por ejemplo, tasa de complicacién reducida tal como ataque, tasa
de mortalidad reducida, o morbididad reducida, tal como sordera).

Los anticuerpos administrados a un organismo diferente a las
especies en las cuales se origina con frecuencia son inmunogénicos. De esta
manera, por ejemplo, los anticuerpos de porcino o murino administrados a un
humano con frecuencia inducen una respuesta inmunolégica contra el
anticuerpo. Las propiedades inmunogénicas del anticuerpo se reducen al
alterar las porciones, o todo, el anticuerpo en secuencias caracteristicamente
humanas produciendo asi anticuerpos quiméricos o humanos, respectivamente.

Los anticuerpos quiméricos son moléculas de inmunoglobulina que
comprenden una porcién humana y no humana. Mas especlficamente, la regién
de combinacién del antigeno (o regidon variable) de un anticuerpo quimérico
humanizado se deriva de una fuente no humana (por ejemplo, murino), y la
regién constante del anticuerpo’ quimérico (que confiere funcién de efecto
biolégico a la inmunoglobulina) se deriva de una fuente humana. E| anticuerpo
quimérico debe tener la especificidad de unidn de antigeno de la molécula de
anticuerpo no humano y la funcién de efecto conferida por la molécula de
anticuerpo humano. Un numero grande de métodos para generar anticuerpos
quiméricos se conocen bien por aquellos expertos en la materia (ver, por
ejemplo, Patentes de E.U. Nos. 5,502,167, 5,500,362, 5,491,088, 5,482,858,
5,472,693, 5,354,847, 5,292,867, 5,231,026, 5,204,244, 5,202,238, 5,160,030,
5,081,235, 5,075,431 y 4,875,389). Un planteamiento alternativo es la
generacién de anticuerpos humanizados al enlazar las regiones CDR de
anticuerpos no humanos a regiones constantes humanas mediante técnicas de

ADN recombinante. Ver Queen et al., (1088) Proc Naill Acad. Sci. USA
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86:10029-10033 (1988) y WO 00/07861.

En una modalidad preferida, el vector de ADN recombinante se
utilizar para transfectar una estirpe que produce un anticusrpo contra un
péptido de la invencién. El nuevo vector de ADN recombinante contiene un
"gen de reemplazo® para reemplazar todo o una porcién del gel que codifica la
regidn constante de inmunoglobulina en la estirpe (por ejemplo, un gen de
reemplazo puede codificar toda o una porcién de una regién constate de una
inmunoglobulina humana, una clase de inmunoglobulina especifica), y una
‘secuencia objetivo®" que permite la recombinacién homdloga objetivo con
secuencias de inmunoglobulina dentro de la célula que produce el anticuerpo.

En otra modalidad, un vector de ADN recombinante se utiliza para
transfectar una estirpe que produce un anticuerpo que tiene una funcién de
efecto deseado (por ejemplo, una regién constante de una inmunoglobulina
humana), en tal caso, el gen de reemplazo contenido en el vector recombinante
puede codificar toda o una porcibn de una region de un anticuerpo y la
secuencia objetivo contenida en el vector recombinante permite la
recombinacién homéloga y la modificacién del gen objetivo dentro de la célula
que produce el anticuerpo. En cualquier modalidad, cuando solamente una
porcién de la regién constante o variable se reemplaza, el anticuerpo quimérico
resultante puede definir el mismo antigeno y/o tener la misma funcién de efecto
aun sin alterar o mejorar de manera que el anticuerpo quimérico puede
demostrar una mayor especificidad de antigeno, mayor constante de unién de
afinidad, funcién de efecto aumentada, o secrecién aumentada y produccién por
la estirpe que produce el anticuerpo transfectado, etc.

En otra modalidad, l|a invencién proporciona anticuerpos
completamente humanos. Los anticuerpos humanos consisten completamente

de secuencias de polipéptido caracteristicamente humanas. Los anticuerpos
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humanos de esta invencién pueden producirse por una amplia variedad de
métodos (ver, por ejemplo, Larrick et al., Patente de E.U. No. 5,001,085). En
una modalidad, los anticuerpos humanos de la presente invencién se producen
inicialmente en células trioma (deecendientes de tres células, dos humanas y
una de ratén). Los genes que codifican los anticuerpos se clonan entonces y
expresan en otras células, particularmente céluias mamiferas no humanas. EI
planteamiento general para producir anticuerpos humanos por tecnologia de
trioma se ha descrito por Ostberg et al.,, (1983), Hybridoma 2: 361-367,
Ostberg, Patente de E.U. No. 4,634,864 y Engelman e! al., Patente de E.U. No.
4,634,666. Se ha encontrado que las triomas producen anticuerpo mas
establemente que los hibridomas ordinarios hechos de células humanas.

Los métodos para producir y formular anticuerpos adecuados para
su administracién a un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano) se conocen bien
en |la materia. Por ejemplo, los anticuerpos pueden proporcionarse en una
composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo
y un excipiente farmacéutico (por ejemplo, salina). La composicidn
farmacéutica puede incluir opcionalmente otros aditivos (por ejemplo,
reguladores, estabilizadores, conservadores y lo similar). Una cantidad eficaz
de anticuerpo es generalmente una cantidad eficaz para proporcionar
proteccién contra sintomas o enfermedad Neisserial por un periodo deseado,
por ejemplo, un periodo de al menos aproximadamente 2 dias a 10 dias o 1 mes
a 2 meses).

7. Andlisis de Diagnéstico

Los antigenos o anticuerpos de la invencién también puedean
utilizarse para propésitos de diagndstico. Por ejemplo, los péptidos pueden
utilizarse para seleccionar sueros inmunes y pre-inmunes para asegurar que la

vacunacién ha sido eficaz. Los anticuerpos también pueden utilizarse en
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inmunoanalisis para detectar la presencia de moléculas de antigeno

particulares asociadas con enfermedad Neisserial.

EJEMPLOS

Debe entenderse que los ejemplos y modalidades descritas en la
presente son para propdsitos ilustrativos solamente y que las diversas
modificaciones o0 cambios en vista de los mismos se sugerirdn a personas
expertas en la materia y se incluirdn dentro del espiritu y resumen de esta
solicitud y alcance de las reivindicaciones anexas. Todas las publicaciones,
patentes y solicitudes de patente citadas aqul se incorporan en la presente para
referencia en su totalidad para todos los propdsitos.

A. Preparaciones de Membrana

Las cepas para la preparacion de OMVs y MVs se seleccionan en la
base de serogrupo, serotipo y serosubtipo. Las cepas a utilizarse en [a
preparacién de MVs se seleccionan para niveles relativamente elevados de
burbujeo y expresién de NspA (ver Moe ef al., (1999 Infect. Immun. 87:5664).
Las cepas ejemplificativas utilizadas en la preparacién de OMVe y MVs se han
depositado con la American Type Culture Collection (ATCC, ver abajo). Las
cepas que producen niveles elevados de burbujas, tales cepas son
particularmente atiles en la produccion de MV, pueden seleccionarse o se
conocen en la materia (ver, por ejemplo, WO 01/34642).

La cepa meningococal congelada a -80°C en -2% de leche
descremada acuosa (p/v) se subcutliva en una placa de agar de chocolate
comercial (Remel, Laztakas, KS). Después de crecimiento durante la noche a
37°C en 4% de CO,, varias colonias se seleccionan para inocular ~7 ml de
caldo Mueller-Hinton estéril a un ODg20nm de 0.1. EI cultivo se incuba a 37°C,

4% de CO; con sacudida hasta que el ODg2onm alicance 0.8-0.8 (dos a tres
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horas). Dos a tres cuitivos iniciales de 7 ml se utilizan entonces para inocular
500 ml de caldo Mueller-Hinton. EIl cultivo mds grande se desarrollé a un
ODs20nm do 0.9-1.0 a 37°C con agitacién vigorosa. Se agrega fenol al cultivo a
una concentracién final de 0.5% (p/v) y la mezcla se deja a 4°C durante la
noche para inactivar las bacterias. Las células se forman en bolitas mediante
centrifugacién (11,000 x g) por 30 min. a 4°C. Las bolitas celulares se
congelan a —20°C hasta que se utilizan para la preparacién de vesliculas de
membrana de protelna de membrana exterior (OMV).

Las microvesiculas (MV) se recolectan del sobrenadante de cultivo
celular tratado con fenol al agregar sulfato de amonio sélido (390 g/l de
concentracién final) lentamente con agitacién. Después de que sulfato de
amonio se agrega y disuelve completamente, la mezcla se deja a 4°C durante la
noche. MVs precipitadas se recolectan entonces mediante centrifugacién a
11,000 x g por 30 min. La bolita de MV precipitada se resuspende en 0.04
volumen de PBS y se centrifuga de nuevo a 16,000 x g por 15 min a 4°C. La
bolita se descarta y las MVe, que permanecen en el sobrenadante, se
recolectan por centrifugacién a 100,000 x g por 2 hrs a 4°C. La bolita final se
resuspende en 0.01 volumen (es decir, 5 ml por 500 mi de cultivo) de agua
(preparacién de vacuna "MV"). Alternativamente, ia bolita se resuspende en 0.1
M de TriseHCI, pH 8.6, que contiene 10 mM de EDTA y 0.5% (p/v) de

deoxicolato de sodio (~ 3mi/500 ml de cultivo celular). Después de agitar (30

min), la mezcla se centrifuga (125,000 x g, 2 hrs, 4°C). EIl sobrenadante se
descarta y la bolita resuspende en 1 ml de 3% de sucrosa (preparacién de
vacuna "DOC MV"). La concentracién de proteina de las preparaciones MV y
DOC MV se determina por andlisis BCA (Pierce Chemical Co., Rockford, IL).
Las suspensiones MV y DOC MV se congelan entonces en hielo seco y

almacenan a —20°C hasta que se utilizan para inmunizacién.
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Vesiculas de membrana exteriores (OMV) se preparan por el
metodo de Zollinger et al., (1979 J. Clin. Invest. 83:836-848). La bolita celular

congelada se resuspende en 10 ml de 0.05 M de regulador TriseHCI, pH 7.4 que

contiene 0.15 M de NaCl y 0.01 M de EDTA, se calienta entonces a 56°C por 30
min, seguido por enfriamiento en hielo. La suspensién celular se sonica
entonces en hielo con varias explosiones de 15 segundos utilizando sonificador
de microsonda (Branson, Danbury, CT). Los residuos celulares se remueven
mediante centrifugacién a 16,000 x g por 15 min, y las vesiculas de membrana
exteriores (OMVs) en el sobrenadante se obtienen mediante ultracentrifugacion
a 100,000 x g por 2 hrs a 4°C. La bolita OMV se resuspende en 2 ml de agua
(preparacién de vacuna "OMV"). Alternativamente, la bolita de célula congelada
se resuspende en 0.1M TriseHCI, pH 8.6, que contiene 10 mM de EDTA y 0.5%
(p/v) de deoxicolato de sodio. Después de agitar por 30 min, a temperatura
ambiente, la mezcla se centrifuga (20,000 x g, 30 min, 4°C). EIl sobrenadante
se retiene y la bolita se reextrae y centrifuga de nuevo con un tercer volumen
del mismo regulador. Los sobrenadantes de ambas extracciones se combinan y
centrifugan (125,000 x g, 2 hrs, 4°C). El sobrenadante y la bolita se
resuspende en 5 ml de 3% de sucrosa (preparacion de vacuna "DOC OMV").
Las preparaciones de vacuna OMV y DOC OMV se congelan en hielo seco, y
almacenan a -20°C hasta que se utillzan para inmunizacién. La concentraciéon
de protelna de las preparaciones OMV y DOC OMV se determina por BCA
(Pierce Chemical Co., Rockford, IL).

8. Programa de Inmunizacién

Las preparaciones MV u OMV se diluyen en PBS y ya sea se
mezclan con un volumen igual de adyuvante de Freund completo (CFA; Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO) o hidréxido de aluminio (Alhydrogel 1.3% de

Superfos Biosector, Frederikssund, Dinamarca), o fosfato de aluminio
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(Alhydroghel que se ha incubado con regulador PBS por al menos 3 hrs). En
algunas preparaciones de vacuna, los nucledtidos CpG (5°'-
TCCATGACGTTCCTGACGTT-3'(SEQ ID NO:1) Chiron Corp., Emeryville, CA) se
agregan a la mezcla de fosfato de aluminio/dntigeno a una concentracién final
de 100 pg/ml como un segundo adyuvante. Los ratones se inmunizan por via IP
(CFA) o SC (fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio) con 100 ul que
contienen entre 5 a 25 microgramos de proteina total de ia MV preparada de la
cepa meningococal RM1090. En intervalos de 3 a 4 semanas dos dosis de
inyeccién de refuerzo subsecuentes (5-25 microgramos/ratén) se dan con ya
sea adyuvante de Freund incompleto (IFA), o hidréxido de aluminio, o fosfato de
aluminio (preparado como se describe arriba) por las vias IP o SC,
respectivamente, o primeras MVs preparadas de cepa meningococal BZ198 y
después OMVs preparadas de cepa meningococal Z1092. La inmunizacién
sacuencial con tres diferentes cepas meningococales, que son genéticamente
diferentes con respecto a su serogrupo, serotipo, y serosubtipo y otros
antigenos, constituye lo que de aqul en adelante se designara "vacuna CHORI".
En un segundo experimento, otro grupo de ratones se inmunizan con vacuna
CHORI como se describe arria excepto que oligonucleétidos CpG no se utilizan
como un segundo adyuvante y el experimento incluyé ratones a los que se les
da la vacuna CHORI combinada con adyuvante de hidréxido de aluminio y
ratones a los que se les dan tres inyecciones de una mezcla de MV/OMV
descrita arriba junto con fosfato de aluminio. En un tercer experimento, a los
grupos de conejillos de Indias se les dan ya sea inmunizaciones secuenclales
con antigenos de vacuna CHORI o tres inyecciones de una mezcla de antigenos
de vacuna CHORI combinados con fosfato de aluminio.
C. SDS-PAGE y Western blots

Las preparaciones de protelna se analizan utilizando 15% SDS-
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PAGE como se describe por Laemmli (1970 Nature 227.680-685) que empiean

un aparato de electroforesis Mini-Protean 1l (BioRad, Richmond, CA). Las

‘muestras se suspenden en regulador de muestra SDS (0.06 M TrisesHCI, pH 6.8,

10% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS, 5% (v/v) 2-mercaptoetanol, 10 microgramos/ml
bromofenol azul) y opcionalmente se calientan a 100°C por 1 min, antes de
cargarse directamente en el gel.

La figura 2 muestra un gel de 15% SDS-PAHE coloreado con
Coomassie de las proteinas presentes en la MV de cepa 21092 (via 2) o
preparaciones OMV de cepa Z1092 (via 4), o las preparaciones respectivas
después de haber extraldo con 0.5% (p/v) de deoxicolato de sodio (es decir
DOC MV [via 3] y DOC OMV [via 5]) como se describe por Fredricksen et al.,
(1991, NIPH Ann. 14:67-79). Las cuatro preparaciones correspondientes
hechas de cepas meningococales BZ198 y RM1090 (se muestras en las vias 6 a
13, respectivamente). Cinco proteinas, PorA, PorB, Rmp, Opa, y Opc, se
conocen por constituir las protelnas de membrana exterior Neisseria
meningitidis. Todas l|as preparaciones parecen contener las proteinas de
membrana exterior principales PorA y PorB (~39-42 kDa) y las proteinas de
opacidad, Opa y Opc (~28-31 kDa), aunque la masa aparente de las protelnas
particulares y cantidades relativas fueron diferentes en cada preparacién. La
protelna menos distinta que contiene una masa aparente de ~31-34 kDa en las
preparaciones DOC OMV puede ser la protelna modificable de reduccién (Rmp).
Ademéds de las proteinas de membrana exterior principales, cada preparacion
MV y OMV contiene varias otras protelnas en cantidades menores. En general,
las protelnas menores son mas variables entre las cepas y entre MV en
comparacién con las preparaciones OMV.

D. Unién de anticuerpo a la superficle celular

La unién de anticuerpos a la superficie de bacteria viva se
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determina por citometrla de flujo de fluorescencia indirecta (Granoff et al.,
1998, J. Immunol. 160:5028-5036). Las células bacterianas crecen fase mid-log
en caldo Mueller-Hinton, recolectan por centrifugacién, y resuspenden en
regulador de bloqueo (PBS que contiene 1% (p/v) de albumina de suero de

bovino (BSA) y 0.4% (p/v) de azida de sodio) a una densidad de ~10° células

por ml. Las diluciones de prueba o antisuero de control (t[picamente 1:20,
1:200, 1:2000) se agregan entonces y dejan unir a las células, que se
mantienen en hielo por 2 hrs. Después de dos enjuagues con regulador de
bloqueo, las células se incuban con IgG de anti-ratén de cabra (H+L) de
fragmento conjugado F(ab’)2 con FITC (Jackson Immune Research, West
Grove, PA) por 1 hr. Las células se enjuagan dos veces con regulador de
bloque después se reaccionan con 0.25% de formaldehido en regulador PBS
antes de analizar las células bacterianas por citometria de flujo.

Los anticuerpos de control positivo incluyeron anticuerpos
monocionales de serosubtipificacibn o serotipificacidn especlifica de
meningococal (MN2C3B, MN16C13F4, Rijksinstituut Voor Volksgezondeid en
Mileu, Biltoven, Palses Bajos)y SEAM 12, un anticuerpo monoclonal anti-
polisacarido que es especifico para cepas de serogrupo B encapsuladas
(Granoff ot al., 1998, J. Immunol. 160:5028). EIl control negativo consistido de
un anticuerpo monocional IgG de ratén (VIG10) de especificldad relevante y
sueros policlonales de ratones inmunizados con protelnas de membrana de E.
coli. Los anticuerpos utilizados para definir el serogrupo, serotipo y
serosubtipo se proporcionan en las Figuras 20 y 21.

La figura 3 muestra los resultados de un experimento tipico que
examina la unién del anticuerpo a dos cepas de prueba: MC58 y §34468. Ambas
cepas expresan protelna PorA y PorB que son heterélogas con la proteina & de

porina respectiva de las tres cepas utilizadas para preparar la vacuna CHORI.
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Los antisueros de ratones inmunizados con antigeno CHORI muestran un
incremento en intensidad de fluorescencia con ambas cepas cuando los
antisueros se prueban en diluciones de 1:20 a 1:200. En contraste, los
antisueros policlonales preparados para protelnas precipitadas de sobrenadante
de cultivo de E. col/i muestran solamente fluorescencia antecedente de baja
intensidad (1:20 dilucién), y se consideran negativos. Los antisueros de
conejillos de Indias inmunizados con la vacuna Noruega, preparada de OMV de
cepa 4HH/768 (P1.7,16), fueron positivos contra la cepa MC58 con un
serosubtipo PorA homélogo (P1.7,18) pero fueron negativos cuando se probo en
1:20 dilucién contra cepa S3446 con un serosubtipo heterdlogo (P1.22,14).

Como se resume en la Figura 4, de las 12 cepas de serogrupo B de
N. meningitidis probadas por citometria de flujo, 11 {(82%), incluyendo 6 cepas
con serosubtipos PorA heterélogos, y 3 cepas teniendo tanto serosubtipos como
serotipos heterdélogos, fueron positivas para toda la unién de superficie celular
por antisuero de antigeno anti-CHORI|. Una cepa negativa no expresa PorA,
que sugiere que algunos de los anticuerpos de vacuna anti-CHORI se une a
PorA o a protelnas cuya expresién puede regularse junto con expresién PorA.
Ademds de las 11 cepas meningococales B, los antisueros de vacuna anti-
CHORI fueron positivos también en este analisis cuando se prueba con cepas
meningococales de serogrupo A (Z21073) y C (60E) (Figura 5).

E. Actividad del anticuerpo bactericida dependiente de
complemento

El andlisis bactericida se adapta del método previamente

descrito por Mandrell ef al., (1895 J. Infect. Dis. 172:12798-1289). Descubriendo
que una vacuna produce anticuerpos bactericidas contra Neisseria meningitidis
se acepta en el campo como prediccién del efecto protector de la vacuna en

humanos Goldschneider et al., 1969, J. Exp. Med. 129:1307; Borrow et al., 2001
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Infect iImmun. 69:1568). Después del crecimiento durante la noche en &gar de
chocolate, varias colonias se inoculan en caldo Mueller-Hinton (Aszonm inicial de
~0.1) y ol organismo de prueba se desarrolla por aproximadamente 2 hrs a un
As20nm de ~0.68. Después de enjuagar la bacteria dos veces en regulador de Gey
que contiene 1% BSA (p/v), aproximadamente 300 a 400 unidades que forman
la colonia (CFUs) se agregan a la mezcla de reaccién. La mezcla de reaccién
final de 80 microlitros contuvo 20% (v/v) de complemento, y diluclones de 2
veces serlales de suero total o anticuerpos monoclonales de control en
regulador de Grey. La fuente de complemento fue suero humano de un adulto
saludable sin anticuerpo anticupsular detectable a polisacdrido de grupo B
cuando se prueba por ELISA (Granoff et al., 1998, J. Immunol. 160:5028-50386),
y no actividad bactericida Intrinseca detectable contra la cepa de prueba a una
concentraciéon final de 20 o 40%. En experimentos preliminares con un pane!
de suero de prueba, esta fuente de complemento da concentraciones
bactericidas comparables como aquellas obtenidas con suero
agamaglobulinémicc como la fuente complemento. Las concentraciones
bactericidas de suero se definen como la dilucién de suero (0o concentracién de
anticuerpo) que resuita en un 50% de reduccién en CFUs por ml después de 60
min, incubacibn de bacterias en la mezcla de reacclén, en comparaclén con
CFU de control por ml en tilempo 0. Tipicamente, las bacterias incubadas con el
anticuerpo de control negativo y complemento mostraron un incremento de 150
a 200% en CFU/mL durante los 60 min de incubacién. La Figura 8 muestra
datos de un experimento tipico con cepa meningococal B 2896 probada con un
mAb capsular anti-meningococal B (SEAM 12, Granoff et al., 1998, J. Immunol.
160:5028-5036), antisueros de control de conejillo de Indias y ratén, NspA anti-
recombinante de ratén y antisueros de antigeno anti-CHORI, y antisueros de

vacuna anti-Noruega de conejillo de Indias.
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La Figura 7 resume los resultados de medicién de actividad
bactericida mediada por complemento de los antisueros de antigeno anti-CHORI
a cada cepa meningococal B probada. Todas las 12 cepas se mueren por
complemento junto con concentraciones similares de un mAb anti-capsular de
control positivo (SEAM 12; subtipo 1gG2a (Granoff et al., 1998, J. Immunol.
160:5028-5038). De manera similar, todas las 11 cepas fueron positivas para
antisueros anti-CHORI que se unen por el andlisis de flujo fueron susceptibles a
bacteriolisis mediada por complemento inducida por el anticuerpo (a una 1:10
dilucién o méas elevada, cada una mostré6 méas de 50% de muerte, en
comparacién con CFU/ml presente en el tiempo 0). También, las cepas Ay C
meningococales heterélogas que fueron positivas cuando se prueban en el
andlisis de flujo también fueron positivas en el analisis bactericida (Figura 5).
De nuevo, solamente la cepa M136, que no expresa PorA, y fue negativa para
unién de anticuerpo en el analisis de flujo, fue resistente a la muerte en el
andlisis bactericida. En contraste, los anticuerpos producidos por ya sea la
vacuna Noruega o rNspA, ambos de los cuales son candidatos de vacuna
meningococal B que actualmente se prueban en humanos, fueron capaces de
activar la bacteriolisis mediada por complemento con solamente un numero
limitado del conjunto genéticamente diverso de cepas. Como con el anilisis de
flujo, los antisueros de vacuna anti-NspA y los antisueros de vacuna anti-
Noruega son bactericidas contra solamente un nimero limitado de las cepas.

La Figura 8 resume los resultadoe de probar la actividad
bactericida mediada por complemento de antisueros anti-CHORI| preparados en
un segundo experimento en ratones. Los datos se muestran para antisueros
preparados con vacuna CHORI dada con CFA o fosfato de aluminio (sin CpG).
Los resultados se muestran para las 14 cepas meningococales B probadas en

este experimento (8 con serosubtipos heterélogos a aquellos de las cepas de
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vacuna). Los resultados se muestran para una cepa MenB adicional en la cual

el gen que codifica NspA se ha inactivado (BZ198ANspA). Todas las 15 cepas

se matan por antisueros anti-CHORI (14/15 con vacuna CHORI dada con CFA; y
13/15 con vacuna CHORI dada con fosfato de aluminio; para las cepas
heterdlogas, 6/7 y 5/7, respectivamente). En contraste, solamente 1 de 15
caepas se matan por antisueros de animales de control dan 3 inyecciones de MV
de E. coli. Estos resultados de un segundo experimento en ratones confirman
los resultados anteriores obtenidos con la vacuna CHORI en el experimento 1.
Ademas, los datos indican que el segundo adyuvante, oligonucleétidos CpG,
que no se utiliza en el segundo experimento, no se necesita por la vacuna
CHORI para producir ampliamente anticuerpo reactivo.

Un grupo de ratones en el segundo experimento recibié tres
inyecciones, cada uno consistiendo de una mezcla de la misma MV, MV y OMV
utilizadas en la inmunizacién secuencial. Los antisueros resultantes son
bactericidas contra 12 de las 15 cepas (4 de 7 de las cepas heterblogas). La
inmunizacién con la mezcla de antigenos produjo actividad bactericida mas
amplia que la esperada pero las concentraciones medidas contra algunas cepas
tienden a ser mucho més baja que aquellas obtenidas en animales a los que se
les da la inmunizacién de vacuna CHORI secuencial (por ejemplo, CU385 y
1000, concentraciones de 1:128 y 1:128 después de la vacuna CHORI/fosfato
de aluminio vs. concentraciones de <1:4 y 1:6 en antisueros preparados contra
tres Inyecciones de los antigenos mezclados/fosfato de aluminio)..

En un tercer experimento, los grupos de conejillos de Indias se
inmunizan con vacuna CHORI dada con fosfato de aluminio (sin CpG), o
hidréxido de aluminio (sin CpG). Los resultados se muestran en la Figura 9
para § cepas meningococales B probadas (5 con serosubtipos heterdlogos a

aquellos de las cepas de vacuna), y para una cepa MenB adicional en la cual el
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gen que codifica NspA se ha inactivado (BZ198ANspA). 9 de las 10 cepas se
matan por antisueros anti-CHORI vs. 0 de 10 cepas muertas por antisueros de
animales de control a los que se les dan 3 inyecciones de MV de E. coll. De
esta manera, la vacuna CHORI produce respuestas de anticuerpo bactericida en
base a amplio en conejillos de Indias, un segundo modelo animal que puede ser
méas predecible de respuestas de anticuerpo protector en humanos que en
ratones.

F. Protecclén pasiva del animal

Un criticismo de andlisis bactericidas es que prueba la actividad de
anticuerpos contra bacterias crecidas en caldo, y que las bacterias crecidas in
vivo pueden tener propiedades diferentes. Por lo tanto, la habilidad del
antisuero anti-CHORI de ratén para conferir proteccidn pasiva contra
bacteremia grupo B N. meningitidis se prueba en ratas infantes probados con
IP, utilizando un moldeo aceptado y método adaptado de Saukkonen et al., (J.
Infect. Dis., 1988, 158:209-212), que se considera en el campo como siendo
predecible de resultados en humanos. La cepa 8047 meningococal B, que fue
positiva por el analisis citométrica de flujo para epltopoes accesibles de
superficie de antigeno CHORI y susceptibles a actividad bactericida del
antigeno anti-CHORI, se selecciona para este estudio. Los cachorros infantes
(6 a 7 dlas de edad) de seis camadas de ratas Wistar multiplicadas por raza
{Charles River, Hollister, CA) se redistribuyen aleatoriamente a las madres en
crianza. Los grupos de cinco a seis animales se preparan con [P con 100 pl de
aproximadamente 5 x 10° CFU de la cepa 8047 de grupo B. La cepa utilizada
se ha pasado tres veces en ratas infantes. La bacteria aislada de cultivos
sanguineos después del tercer paso se desarrolld tres veces agar de chocolate
durante la noche y se almacend congelada a -70°C en frascos que contienen

leche descremada estéril. El dia del experimento, las bacterias se
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desarrollaron, lavaron y resuspendieron en regulador PBS que contiene 1% BSA
como se describe arriba para el andlisis bactericida.

A los animales se les da antisueros o anticuerpos diluidos en PBS
que contiene 1% BSA por inyeccién IP 2 hrs. antes de la preparacién
bacteriana. Dieciocho horas después de l|a preparacién bacteriana, los
especimenes sangufneos se obtienen al perforar el corazén con una jeringa y
aguja que contiene una a dos gotas de 25 Unidades/ml de heparina sin
conservador (Fujisawa USA, Deerfield, IL). Alicuotas de 1, 10 y 100 microlitros
de sangre se colocan en agar de chocolate. CFU por ml de sangre se
determina después de incubacidn durante la noche de las placas a 37°C en 5%
de CO,.

La Figura 10 resume Ios resultados de cultivos bacterianos
cuantitativos realizados en especimenes sangufneos obtenidos 18 hrs después
de preparaciéon. Una dosis de 10 microgramos por rata del anticuerpo
anticapsular de control positivo, SEAM 3, es completamente protector contra la
cepa como lo fue los antisueros anti-CHORI de ratén en una dilucién de 1:20).
En contraste, los antisueros de vacuna anti-Noruega de conejillo de Indias
(1:20) y los dos sueros de control (antisueros de ratén preparados a proteinas
E. coli o antisueros de conejillo de Indias de animales inmunizados con alum
sola) no fueron capaces de proteger contra bacteremia causada por cepa 8047.

En un segundo experimento de proteccién pasiva utilizando el
procedimiento arriba descrito, los antisueros de vacuna anti-CHORI preparados
en conejillos de India también muestran proteger ratas infantes de bacteremia
meningococal B después de preparacion IP (Figura 11). La proteccién se
observa en animales tratados con antisueros preparados para vacuna
administrada con fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio, y fue superior a la

proteccién observada en animales de control tratados con 20 pg de un
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anticuerpo monoclonal anticapsular de murino (SEAM 3).

G. Inmunoprecipitacién de antigenos de superficle
reconocidos por anticuerpos de antigeno anti-CHORI

El método utilizado para inmunoprecipitacion de antigenos
accesibles de superficie se basa en aquellos descritos por Hansen ot al., (1981
Infect. Immun. 33: 950-953) y Gulig et al., (1982 Infect. Immun. 37:82-88). En
nuestros estudios, 8! método se utiliza con ya sea células sin marcar, o con
céiulas en las cuales las protelnas de superficie se han radioyodinado. Las
células se desarrollan en caldo Mueller-Hinton (~7 ml) a un OD de 0.6 ¥y
recolectaron mediante centrifugacion a 5000 x g a 4°C. La bolita celular se
lava dos veces en PBS frio que contiene 1% BSA o, para el andlisis de
radioinmunoprecipitacién, PBS solo.

Las células a yodinarse se transfieren a un tubo de vidrio. Un
nanomole de Kl y 1 mCi de Na'?®l (Amersham) se agregan a la suspensién
celular. La radioyonizacién se inicia por la adicion de 0.03% de H.O, (50 ul) y
lactoperoxidasa (Sigma, St. Louis, MO) en agua (50 ul de una solucién de 1
mg/ml). Las mismas cantidades de H,O; y lactoperoxidasa se agregan en
intervalos de 4 min. por 12 min. La reaccién se termina después de 16 min al
agregar la mezcla de reaccién a PBI frio (20 ml) (es decir Nal substituido para
NaCl en PBS). Las células se recolectan por centrifugaciéon (5,000 x g, 10 min,
4°C), lavaron 2 veces con PBS, después se utilizaron inmediatamente.

Las células se resuspenden en PBS (2 ml) que contiene 1% BSA.
Los antisueros se agregan a allcuotas de 0.5 m| de suspensiéon celular. La
mezcla se incuba con sacudida por 80 min. a 4°C. Lae células se recolectan
entonces por centrifugacién (1 min. de giro en microfuga), lavan dos veces con
PBS/1% BSA y resuspenden en 1 m! de regulador de solubilizacién (50 mM de
regulador Tris, pH 7.8, que contiene 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de
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Triton X-100, 0.2% de deoxicolato de sodio, y 0.1% de sulfato de dodecilo de
sodio. Después de la incubacién por 60 min. a 37°C, el material Insoluble se
remueve por centrifugacién (45,000 x g por 60 min. a 20°C). Los
sobrenadantes se transfieren entonces a tubos que contienen 3-4 miligramos de
perlas de Sepharose de proteina A (Sigma) pre-equilibradas con 50 ul de PBS.
Las muestras se incuban durante |la noche a 4°C con sacudida. Las perlas ge
lavan cinco veces con regulador de solubilizacién. Las protelnas unidas se

liberan de las perlas al agregar 75 pl de regulador muestra de SDS y calienta a

100°C por 1 min. Después de remover el sobrenadante, 1 pl de 2-mercapto -

etanol se agrega a cada muestra y después se calienta de nuevo a 100°C por 1
min. Las muestras se pasan entonces en un gel de 15% SDS-PAGE y se
colorearon utilizando color plata (Pierce Chemical Co., Rockford, IL).

Para Western blots, el gel se equilibra con regulador (48 mM
TriseHCI, 38 mM glicina, pH 9.0, 20% (v/v) metanol) y las proteinas se
transfileren a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) utllizando una célula de
transferencia electroforética Trans-Blot™ (Bio-Rad) semi-seco. Las membranas
de nitrocelulosa se bloquean con 2% (p/v) leche descremada en PBS que
contiene 0.2% (p/v) azida de sodio. Los antisueros se diluyen en el mismo
regulador de bloqueo que contiene 0.1% Tween-20. EI| anticuerpo unido se
detecta utilizando 1gG anti-ratpon de conejo, anticuerpo policional de conjugado
A ,M-alcalina (Zymed, South San Francisco, CA) diluido en PBS que contiene
1% (p/v) BSA, 1% (p/v) Tween-20 y 0.2% (p/v) azida de sodio y substrato Sigma
Fast™ BCIP/NBT (Sigma).

La Figura 12 es un gel SDS coloreado con plata que demuestra las
protelnas de superficie celular precipitadas con los antisueros anti-CHORI (Via
2) de M7, un mutante no encapsulado de cepa de serogrupo B, NMB (Stephens

et al., 1991, Infect. Immun. 59. 4097-4107), seis proteinas teniendo masas
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aparentes de 59.5, 40.7, 39.6, 33, 27.9 y 14.5 kDa se precipitan por los
antisueros preparados para el antigeno CHORI (Via 2) pero no por antisueros
de protelna anti-E. coli de control (Via 3). Los mismos resultados se obtienen
cuando los antisueros de antigeno anti-CHORI se utilizan para precipitar
proteinas de superficle de la cepa origen encapsulada, NMB (datos no
mostrados). Excepto para 59.5 y 27.8 kDa de proteinas Ig de cadena ligera y
pesada (ver abajo), las mismas proteinas de superficie detectadas por
coloracion de plata se observan también en células marcadas con '2%| (datos no
mostrados).

De observarse, no hubo lipooligosacarido (LOS), que se detectaria
por coloracién de plata, que se precipita por los antisueros de antigeno anti-
CHORI. Los experimentos adicionales, descritos abajo, se disefian para
determinar si la unién de superficie observada y actividad biolégica protectora
de antisueros de vacuna anti-CHORI se debe a anticuerpos anti-LOS.

La Figura 13 muestra una Western blot de las mismas muestras
como se resuelve en el gel SDS en la Figura 12. Las muestras en las vias 1 a 3
se detectan por antisueros de vacuna anti-CHORI. Las muestras en las vias 4
a 6 se detectan por mAb especifica de anti-PorA P1.2. Las protelnas que
tienen masas aparentes de 58.5 y 27.9 kDa en la Figura 13, (Vias 2, 3, 5 y 6)
corresponden a cadenas, pesada y ligera, de anticuerpo, respectivamente, a
medida que se detectan con anticuerpo secundario de conjugado de fosfatasa
alcalina Ig anti-ratén de conejo. La proteina de 40.7 kDa precipitada por los
antisueros de antigeno anti-CHORI (Figura 12, Via 2) fue reactiva con el
anticuerpo especlifico anti-PorA P1.2 en la Western (Figura 13, Via 5) y , por lo
tanto, es PorA P1.2. Como se espera, PorA P1.2 también se detecta en la
proteina total de M7 (Figura 13, Via 4). Los antisueros de vacuna anti-CHORI

detectaron solamente la protelna de 33 kDa (Via 2) y no PorA. De esta manera,
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los antisueros preparados al antigeno CHORI reaccionan tanto con protelna de
33 kDa desnaturalizada y nativa pero solamente las formas nativas de las
proteinas de 40.7, 38.6 y 14.5 kDa presentes en la superficie celular de la cepa
M7 (Figura 12, via 2).

Los experimentos de inmunoprecipitacién similares se realizan en
las preparaciones de MV y OMV utilizadas para inmunizacidn y siete cepas de
serogrupo B encapsuladas, genéticamente diversas. Los resultados se
resumen en la Figura 14. Cuando los resultados se comparan, es aparente que
la inmunizacién secuencial con vesiculas de membrana de tres cepas
meningococales genéticamente diversas produce anticuerpos que reconocen
una variedad de antigenos. Algunos de los antigenos que se reconocen son los
mismos en todas las cepas; otras son cepas especificas o comunes a
subconjuntos de cepas. Por ejemplo, las protelnas que tienen masas aparentes
de 37-41 kDa se precipitan de las cepas BZ198 y NMV pero no de cualquiera de
otras cepas. De manera similar, las proteinas que tienen una masa aparente de
25.7 kDa se precipitan de cepas NG3/88 y S3448 pero de cualquier otra cepa.
Sin embargo, existe una proteina de superficie que tiene una masa aparente de
32 a 33 kDa que se reconoce por antisueros de antigeno anti-CHORI en todos
los ejemplos excepto para la cepa M136, que fue negativa tanto en andlisis
bactericida como flujo. La proteina de 32 a 33 kDa puede ser un antigeno
conservado.

Los experimentos adicionales se realizan en cepas de serogrupo B
encapsuladas. CU385, BZ198 y 1000 utilizan células en las cuales las
protelnas de superficie se han radioyodinado (Figura 14A) y precipitado con
antisueros inmunes de diferentes grupos de ratones dando la vacuna CHORI.
Ademas de las proteinas arriba descritas, en este segundo conjunto de

experimentos, las proteinas con masas moleculares aparentes entre 10 y 14.5
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kDa, y 80 kDa se precipitan de cepas CU385 y BZ188. Tres proteinas con kDa
aparente de 26, 41 y 45 se precipitan de la cepa 1000.

Es importante observar que no todos los antlgenos reconocidos por
los antisueros de ratones inmunizados c¢on antigeno CHORI se
inmunoprecipitan de las células bacterlanas. También existen anticuerpos en
los antisueros para algunos antigenos (por ejemplo, la proteina NspA) que se
muestra que estin presentes por una ELISA o Western blot, pero no se
inmunoprecipitan en este experimento. La falla para detectar estos otros
antigenos puede resultar del hecho de que el complejo de anticuerpo/antigeno
debe ser estable en la presencia de detergentes (Triton X-100, deoxicolato, y
sulfato de laurilo) a detectarse.

H. Detecclén de proteinas reactivas en preparaciones de MV
y OMV de vacuna CHORI con anticuerpos de vacuna antl-CHORI producidos
en ratones y congjllios de Indlas.

La Figura 15 muestra una Wastern blot de MVs de cepas RM1090
{C:2a:P1.5,2:83,7), vy BZ198 (B:NT:P1.4) y OMV de cepa Z1092 (A:4:P1.10).
Los antisueros de ratones inmunizados con vacuna CHORI| combinados con
CFA, o a los que se les da adyuvante de fosfato de aluminio, o de conejillos de
Indias inmunizados con vacuna CHORI junto con adyuvante de fosfato de
aluminio, se utilizan como el anticuerpo de deteccién primario. La blot muestra
que la vacuna CHORI produce anticuerpos que son reactivos con varias
proteinas que tiene masa molecular aparente similar en cada una de las
preparaciones deé OMV o MV independientes de las especies animales o
adyuvante utilizado en la vacuna. Las masas moleculares aparentes de todas
las proteinas en las preparaciones de MV u OMV que son reactivas con
anticuerpos producidos por inmunizacién con vacuna CHORI se resumen en la

Figura 16.
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l. Deteccidén de actividad del anticuerpo antl-LOS

Uno de los determinantes antigénicos en la superficie del
meningococci que se ha observado que produce anticuerpos bactericidas es
lipooligosacérido (LOS). Con objeto de determinar si los anticuerpos anti-LOS
se producen por la vacuna CHORI, una columna de afinidad LOS se prepara y
utiliza para absorber los anticuerpos anti-LOS en los antisueros de vacuna anti-
CHORI utilizando los métodos descritos por Shenep et al., (1982, J. Infect. Dis.
145:181-190) con las siguientes modificaciones. LOS se prepara de cada cepa
de vacuna por el método de Appicella et al., (Bacterial Pathogenesis (1897)
V.L. Clark and P. M. Bavoil eds. Academic Press, San Diego, CA), vy se conjuga
con BSA como sigue. LOS (1 mg) se combina con BSA (2 mg) en 100 mM
regulador MES, pH 5.0. EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida HCI;
100 ul de una solucién de 10 mg/ml en agua) se agrega con agitacién seguida
por la incubacién a temperatura ambiente por 2 hrs. Una mezcla igual de los
tres conjugados LOS-BSA (conjugado de 1 mg de LOS-BSA por ml de gel
hidratado) se acopla a perlas de agarosa activadas por CNBr (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) en regulador de carbonato de sodio (0.1 M, pH 8.0) durante
la noche a temperatura ambiente.

Después del retiro de anticuerpos anti-LOS al pasar la vacuna anti-
CHORI y antisueros de antigeno mezclados anti-CHORI a través de la columna
de afinidad LOS, los antisueros se concentran a su volumen original por
ultrafiltracién y prueba por la presencia de anticuerpo anti-LOS por ELISA y
actividad bactericida mediada por complemento contra dos cepas MenB (BZ198
y S$3032). Como se resume en la Figura 17, la presencia de anticuerpo anti-
LOS se reduce grandemente o elimina por absorcién con la columna de afinidad
del conjugado LOS-BSA. Como se muestra en la Figura 18, hubo poca o nada

de diferencia en las concentraciones bactericidas entre los sueros absorbidos y
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no absorbidos de ratones o conejillos de Indias inmunizados con vacuna CHORI
que indica que el anticuerpo anti-LOS no contribuye significativamente a la
actividad bactericida contra ya sea una cepa de vacuna (BZ198) o cepa S3032,
que tiene PorA y PorB que son heter6logas a las cepas utilizadas para preparar
la vacuna. Existe un mayor efecto en las concentraciones bactericidas de
antisuero preparadas de ratones y conajillos de Indias inmunizados con vacuna
CHORI mezclada que indica una contribucién més significativa de anticuerpos
anti-LOS a la concentracién bactericida en estos antisueros.

J. Preparaclén de anticuerpos monoclionales

Los ratones CD1 hembra (Charles River, Hollister, Calif) se
vacunan secuencialmente con MV preparada de cepa meningococal RM1080
(C:2a:P1.5,2), BZ198 (B:NT:7,4) y OMV de cepa 21092 (A:4,21:P1.10). A los
ratones se les dan tres inyecciones de 100 microlitros, cada una separada por
tres semanas, que contienen 5 microgramos de protelna. Las primeras dos
dosis se dan subcutdneamente junto con fosfato de aluminio (0.5% pes/vol) y la
dosis final se da subcutdneamente sin adyuvante y administra
intraperitonealmente (i.p.). Tres dias después, los animales se sacrifican y sus
células de bazo se fusionan con células de mieloma (P3X683-AG8.653) en una
proporcién de 1 célula de bazo a 1.74 célula de mieloma. Después de dos
semanas de incubacién en medio HAT selectivo, los sobrenadantes de
hibridoma se selecciona para actividad de unién de anticuerpo por ELISA de
célula completa utilizando cepas MenB ecanpsuladas 1000 y CU3885 como el
antigeno objetivo. El método descrito por Abdillahi and Pooiman, (Microb
Pathog, 1988 4:27-32) se utiliza para el analisis ELISA de célula completa. Los
hibridomas que secretan el anticuerpo que fue reactivo con tanto cepas 1000
como CU385 y en una ELISA de ceélula completa y fue positivo para su unién

por citometria de flujo se clona al limitar la dilucién y después se expande y
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congela para uso subsecuente en cultivo de tejido.

Los anticuerpos de ocho estirpes se caracterizan en detalle. Las
subclases de los anticuerpos monoclonales se determinan utilizando una ELISA
de captura de anticuerpo y anticuerpo policlonal conjugado de fosfatasa
alcalina especifico para cada una de las subclases de IgG de ratén, IgM, IgA,

cadenas ligeras x y A (Southern Biotechnology Associates, Inc. Birmingham,

Ala.). Los anticuerpos monoclionales producidos por los clones de hibridoma se
recolectan de medio de cultivo de tejido por precipitacion de sulfato de amonio
(55% p/vol). La concentracién de mAb purificada se detearmina por ELISA de
captura utilizando estdndares 1g como se recomienda por el fabricante
(Southern Biotechnology Associates, Inc. Birmingham, Ala.).

K. Reactlvidad de mAbs de antigeno anti-CHORI con cepas
MenB diversas.

La habilidad de mAbs preparadas de ratones inmunizados con
antigeno anti-CHORI (administrado con CFA o fosfato de aluminio) para unirse
a cepas MenB diversas se determina por ELISA de célula completa (Abdillahi
and Poolman, Microb Pathog, 1988 4:27-32). Los resultados se resumen en la
Figura 19. Ninguno de los anticuerpos policlonales reacciona con LOS
preparados de las cepas de inmunizacién. Los mAbs 1D® y 14C7 son reactivos
con antigenos en todas o casi todas las cepas meningococales probados pero
no con ninguna cepa no neisserial. MAb 14C7 es especlfico para la proteina
NspA de superficie Neisserial altamente conservada ya que es reactiva con
rNspA expresada en E. coli. Este mAb también es reactivo con cepas 8047 y
BZ1088 pero no es reactivo con las cepas correspondientes en las cuales el gen
NspA se ha inactivado. En contraste a los anticuerpos ampliamente reactivos,
los antigenos reconocidos por loe mAbs 4B11 y 9B6 se limitan a ciertas cepas.

Observe que MAb 4B11 es reactivo con [a cepa 8047 pero no con el mutante
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8047 correspondiente en el cual el gen NspA se ha inactivado. Sin embargo,
mAb 4B11 no se une a rNepA expresado en vesiculas E. coli, y también no se
une a cepa BZ198, que se conoce que sobreexpresa naturaimente (ver Moe ef
al., 1999 Infect. Immun. 67:5664; Moe et al., Infect immun. 2001 69:3762). Por
lo tanto, mAb 4B11 puede reconocer un epitopo NspA que es especlifico para la
cepa 8047, o un epitopo u otra protelna de membrana que no esta presente en
la cepa BZ198 pero esta presente y asociada con la expresién NepA en la cepa
8047. Tomados juntos, los resultados con los diferentes mAbs muestran que la
vacuna de antigeno anti-CHORI produce anticuerpos contra tanto protelnas
altamente conservadas como nho conservadas.

L. Actividad bactericida de mAbs de antigeno antil-CHORI
con cepas MenB diversas

La actividad bactericida mediada por complemento de mAbs
preparados de ratones inmunizados con antigeno anti-CHORI, y probados
contra cepas MenV se resume en la Figura 20. EIl anticuerpo monoclonal 1D8,
que reacciona por ELISA con todas las cepas de N. meningitidis probadas, no
fue bactericida. EIl anticuerpo 14C7 monoclonal, que parece reconocer NspA,
fue bactericida o bacterioestdtico contra todas las cepas probadas excepto
BZ198ANspA (un derivado de NspA). La actividad del anticuerpo monoclonal
14C7 fue superior a aquella del anticuerpo monoclonal de control AL12
(producido en ratones inmunizados con NspA racombinante (ver Moe et al.,
infect. Immun. 2001 69:3762). Esta observacién sugiere que la inmunizacién
con la vacuna CHORI proporciona un medio superior para producir anticuerpos
anti-NspA en comparacién con la inmunizacién con una vacuna en base a
NspA recombinante.

El anticuerpo monoclonal 4B11 (un anticuerpo IgM) fue bactericida

contra cepas 1000 y CU385. Observe que el anticuerpo monoclonal 4B11 no
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reacciona con estas mismas cepas por ELISA de célula completa a la
concentraclén mas elevada probada (ver Figura 19). EI| anélisis bactericida
mide la actividad del anticuerpo funcional utilizando bacterias vivas mientras
que la ELISA de célula bacterial mide el anticuerpo que se une a bacterias
muertas por calor, que en estas cepas pueden tener desnaturalizado el objetivo
antigénico de mAb 4B11.
DEPOSITOS

Un depésito de cultivos biolégicamente puros de los materiales en
la tabla de abajo se hace con la American Type Culture Collection, 10801
University Blvd. Manasas, VA 20110-2208, bajo las provisiones del Tratado de
Budapest, en o antes de la fecha de presentacién de la presente solicitud. EI
nimero de acceso indicado se asigna después de ia prueba de viabilidad
exitosa, y los honorarios de requisito se pagan. El acceso a dichos cultivos
soerda disponible durante la suspensién de la solicitud de patente a una
determina por el Comisionado a nombrarse bajo 37 C.F.R. §1.14 y 35 U.S8.C.
§122. Toda la restriccién en la disponibilidad de dichos cultivoes al piblico se
removera irrevocablemente en la garantia de una patente en base a la solicitud.
Ademas, los depésitos designados se mantendrén por un periodo de treinta (30)
afios desde la fecha de depdsito, o por cinco (5) afios después de la ualtima
solicitud de depdésito; o por la vida exigible de la Patente de E.U. cualquiera
que sea su duracién. Si un cultivo se vuelve no viable o se destruye de manera
inadvertida, o, en el caso de cepas que contienen plasmido, se pierde su
plasmido, se reemplazara con un cultivo viable de la misma descripcién
taxonémica.

Estos depdsitos se proporcionan meramente como una
conveniencia para aquellos de experiencia en la materia, y no son una admisién

que requiere un depdsito. Puede requerires licencia para hacer, utilizar o
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vender los materiales depositados, y tal licencia no se garantiza en la presentes.

El depésito de abajo se recibe por ATCC en o antes de la fecha de presentacién

de la presente solicitud.

Descripcién No. de Acceso ATCC |

Hibridoma 1D9 XX1
Hibridoma 4B 11 xXX2
Hibridoma 988 XX3
Hibridoma 14C7 XX4

Cepa MenC RM1080 XX5

Cepa MenB BZ198 XX6
| Cepa MenA Z1082 XX7
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REIVINDICACIONES
@ Un método para producir inmunidad protectora de espectro

amplio contra Neisseria meningitidis, dicho método comprendiendo las etapas
de:

administrar a un mamlifero una primer preparaciéon de
microvesiculas (MVs) de una primer especie de Neisseria meningitidis que es
un miembro de un primer serotipo y de un primer serosubtipo, en una cantidad
suficiente para producir una respuesta inmune a epltopos presentes en dicha
primer preparacién; y

administrar a dicho mamlifero una segunda preparacién de MVs de
una segunda especie de Neisseria meningitidis que es un miembro de un
segundo serotipo y de un segundo serosubtipo, en una cantidad suficiente para
producir una respuesta inmune a epltopos presentes en dicha segunda
preparacion;

en donde el serotipo o serosubtipo de cada una de la primer,
segunda y tercer especie de Neisseria meningitidis es diferente, y en donde la
administracién de la primer, segunda y tercer preparacién es suficiente para
producir una respuesta inmune en dicho mamifero, en donde dicha respuesta
inmune confiere inmunidad protectora contra una enfermedad causada por mas
de una cepa de especies de Neisseria meningitidis.

2. El método segin la reivindicacion 1, el método
comprendiendo ademas:

administrar a dicho mamifero una tercer preparacién de vesiculas
de membrana exterior (OMV), MVs, o ambas, OMVs y MVs, de una tercer
especie de Neisseria meningitidis que es un miembro de un tercer serotipo y un
tercer serosubtipo, en una cantidad suficiente para producir una respuesta

inmune a epitopos presentes en dicha tercer preparacion.
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3. El método seguin la reivindicacién 2, caracterizado porque la
primer, segunda y tercer preparacién se administran serialmente.

4. El método segtin la reivindicacién 3, caracterizado porque las
preparaciones se administran de manera que la primer preparacién se
administra primero, la segunda preparacidén se administra después, y la tercer
administracién se administra al altimo.

5. El método segiln la reivindicacién 1, caracterizado porque la
primer, segunda y tercer preparacion se administran .como una mezcla.

6. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la
tercer preparacién comprende MVs.

7. El método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la
inmunidad protectora conferida es contra una enfermedad en al menos cuatro
cepas de espacie de Neisseria meningitidis.

8. El método segln la reivindicacién 7, caracterizado porque la
inmunidad protectora conferida es contra una enfermedad causada por més de
una cepa de especie de Neisserie meningitidis de serogrupo B.

9. Un método para producir inmunidad protectora de espectro
amplio contra una enfermedad causada por un miembro de serogrupo B de
Neisseria moningitidis, dicho método comprendiendo |las etapas de:

administrar a un mamifero una primer preparacién de
microvesiculas (MVs) de una primer especie de Neisseria meningitidis que es
un miembro de un primer serosubtipo, en una cantidad suficiente para producir
una respuesta inmune a epftopos presentes en dicha primer preparacién;

administrar a dicho mamlifero una segunda preparacién de MVs de
una segunda especie de Neisseria meningitidis que es un miembro de un
segundo serosubtipo, en una cantidad suficiente para producir una respuesta

inmune a epltopos presentes en dicha segunda preparacion;
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en donde el serosubtipo de cada una de la primer y segunda
especie de Neisseria meningitidis es diferente, y en donde la administracién de
la primer y segunda preparacion es suficiente para producir una respuesta
inmune en dicho mamifero, en donde dicha respuesta inmune confiere
inmunidad protectora contra una enfermedad causada por al menos cuatro
cepas de especies de Neisseria meningitidis.

10. EIl método segun la reivindicacién 9, caracterizado porque el
método comprende ademés administrar a dicho mamifero una tercer
preparacién de una tercer especie de Neisseria meningitidis que s un miembro
de un tercer serosubtipo, la tercer preparacién comprendiendo vesiculas de
membrana exterior (OMV), MVs, o ambas, OMVs y MVS, dicha administracién
siendo una.cantidad suficiente para producir una respuesta inmune a epltopos
presentes en dicha tercer preparacién, en donde el serosubtipo de la primer y
tercer especie es diferente.

11. El método segun la reivindicaciéon 10, caracterizado porque el
serosubtipo de la primer, segunda y tercer especie es diferente.

12. El método segun la reivindicacién 9, caracterizado porque la
primer y segunda preparacién se administran como una mezcia.

13. El método segun la reivindicacién 9, caracterizado porque la
primer y segunda preparacion se administran serialmente.

14, Un método para producir inmunidad protectora de espectro
amplio contra una enfermedad causada por una especie de Neisseria
meningitidis, dicho método comprendiendo las etapas de:

administrar a un mamifero una primer preparacién de una primer
especie de Neisseria meningitidis, la primer preparacién comprendiendo las
vesiculas de membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o ambas, OMV y

MV, dicha administracién de la primer preparacién siendo en una cantidad
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suficiente para producir una respuesta inmune a epitopos presentes en dicha
primer preparacién;

administrar a un mamlifero una segunda preparacién de una
segunda especie de Neisseria meningitidis que es genéticamente diversa a la
primer especie de Neisseria meningitidis, la segunda preparacién
comprendiendo l|as vesiculas de membrana exterior (OMV), microvesiculas
(MV), o ambas, OMV y MV, dicha administracién de la segunda preparacién
siendo en una cantidad suficiente para producir una respuesta inmune a
epitopos presentes en dicha segunda preparacion;

en donde la administraciéon de la primer y segunda preparacién
produce una respuesia inmune en dicho mamifero, en donde dicha respuesta
inmune confiere inmunidad protectora contra una enfermedad causada por mas
de una cepa de especie de Neisseria meningitidis.

15. EIl meétodo segln la reivindicacion 14, caracterizado porque
comprende la etapa adicional de administrar a dicho mamlifero una tercer
preparacién de vesiculas de membrana exterior de una tercer especie de
Neisseria meningitidis, tal tercer especie que es genéticamente diversa a al
menos la primer especie de Neisseria meningitidis, dicha administracién siendo
en una cantidad suficlente para producir una respuesta inmune a epltopos
presentes en dicha tercer preparacion.

16. Un meétodo para producir inmunidad protectora de espectro
amplio contra una enfermedad causada por una especie de Nel/sseria
meningitidis, dicho método comprendiendo las etapas de:

administrar a un mamifero una primer preparacién de antigeno de
una primer especie de Neisseria meningitidis, dicha administraciéon de la primer
preparacién siendo en una cantidad suficiente para producir una respuesta

inmune a epltopos presentes en dicha primer preparacion;
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administrar al mamlifero una segunda preparacién de antigeno de
una segunda especie de Neisseria meningitidis que es genéticamente diversa a
la primer especie de Neisseria meningitidis, dicha administracién de la segunda
preparacion siendo en una cantidad suficiente para producir una respuesta
inmune a epltopos presentes en dicha segunda preparacion;

en donde la administracién de la primer y segunda preparacidn
produce una respuesta inmune en dicho mamifero, en donde dicha respuesta
inmune confiere inmunidad protectora contra una enfermedad causada por mas
de una cepa de especie de Neisseria meningitidis.

17. El método segun la reivindicacién 16, caracterizado porque el
método comprende ademéas administrar al mamifero una tercer preparacién de
antigeno de una tercer especie de Neisseria meningitidis que es genéticamente
diversa a al menos la primer especie de Neisseria meningitidis, dicha
administracidn de la tercer preparaciéon siendo en una cantidad suficlente para
producir una respuesta inmune a epltopos presentes en dicha segunda
preparacién.

18. El método seglin la relvindicacidon 18, caracterizado porque la
primer y segunda preparacién de antigeno se administran serialmente.

19. EIl método segun la reivindicacién 18, caracterizado porque la
primer y segunda preparacién de antigeno se administran como una mezcia.

20. El método segin las reivindicaciones 1, 9, 14 &6 186,
caracterizado porque las preparaciones de OMV y MV se administran junto con
excipientes farmacéuticamente aceptables.

21. E|l método segin las reivindicaciones 1, 8, 14 & 186,
caracterizado porque los excipientes comprenden un adyuvante.

22. El método segtin las reivindicaciones 1, 9, 14 6 16,

caracterizado porque el adyuvante se selecciona del grupo que consiste de
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fosfato de aluminio, hidréxido de alumll:llo. alum o MF58.

23. ElI método segln las reivindicaciones 1, 9, 14 6 186,
caracterizado porque la administracién es por inyeccion.

24. E|I meétodo segin las reivindicaciones 1, 9, 14 &6 18,
caracterizado porque la administracidon es por administraciéon oral o por aerosol.

25. ElI método segun las relvindicaciones 1, 9, 14 6 16,
caracterizado porque el mamifero es un humano.

26. El método seguin la reivindicacion 25, caracterizado porque el
humano es inmunolégicamente inocente con respecto a Neisseria meningitidis.

27. El método segun la reivindicacién 25, caracterizado porque sl
humano es un nifio humano de menos de cinco afios de edad.

Un método para identificar un epltopo antigénico que produce
inmunidad protectora de espectro amplio contra una enfermedad causada por
especie de Neisseria meningitidis, dicho método comprendiendo las etapas de:

§\ dministrar a un mamlifero una primer preparacién de vesiculas de
membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o ambas, OMV y MV de una
primer especie de Neisseria meningitidis. Dicha administracién siendo en una

cantidad suficiente para producir una respuesta inmune a epltopos presentes en

dicha primer preparacion;
administrar a dicho mamifero al menos una segunda preparaciéon dq
vesiculas de membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o ambas, OMV y3

MV de una segunda especie de Nelsseria meningitidis, en una cantidad

suficiente para producir una respuesta inmune a epltopos presentes en dicha
segunda preparacién, en donde la segunda Neisseria meningitidis spp es
genéticamente diversa a la primer Neisseria meningitidis spp, y en donde dicha
administracion de la primer y segunda preparacién es suficiente para producir

una respuesta inmune a al menos un epltopo presente en dicha primer y

182



10

15

20

25

183

-93-

segunda preparacién, y en donde dicha respuesta confiere inmunidad protectora
contra una enfermedad causada por especie de Neisserla meningitidis; e

identificar al menos un epltopo que produce inmunidad protectora
de espectiro amplio contra una enfermedad causada por especie de Neisseria
meningitidis.

}D/Una composicién que comprende:

una primer preparacién seleccionada del grupo que consiste de
veslcula de membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o ambas, OMV y
MV de una primera de una primer especie dé Neisseria meningitidis; y

una segunda preparacidon seleccionada del grupo que consiste de
vesicula de membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o ambas, OMV y
MV de una segunda especie de Neisseria meningitidis, en donde la segunda

Neisseria meningitidis spp es genéticamente diversa a la primer especie de

Neisseria meningitidis; y

un vehlculo farmacéuticamente aceptable.

/30./ La composicién segian la reivindicacién 29, que comprende
ademas:

una tercer preparacion seleccionada del grupo que consiste de 3
vesicula de membrana exterior (OMV), microvesiculas (MV), o ambas, OMV y i‘ é)
MV de una tercer especie de Neisseria meningitidis, en donde la tercer especie
de Neisseria meningitidis es genéticamente diversa la primer especie de J
Neisseria meningitidis.

3‘1./ La composicién segin la reivindicacién 30, caracterizada
porque:

la primer preparacién comprende MV;

la segunda preparaciéon comprende MV; y

la tercer preparacién comprende OMV.
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% composicién seglin la reivindicacion 28, caracterizada

porque la primer y segunda especie de Neisseria meningitidis son

genéticamente diversas en que difieren en al menos unc de serotipo o

serosubtipo. Coottz
M./ La composicidn segin la reivindicacién 31, caracterizada

porque la primer y tercer especie de Neisseria meningitidis son genéticamente

diversas en que difieren en al menos uno de serotipo o serosubtipo. cuwt
;4./ Una composicién que comprende:

@:@n antigeno de Neisseria meningitidis aislado, el antigeno
aislado estando -preaenta en la composicidn en una cantidad eficaz para
producir una respuesta inmune en un huésped mamlifero, y caracterizdndose
como una protelna inmunoprecipitada con anti-sueros producidos después de la
vacunacién de un mamifero con la composicién de la reivindicacién 31, y
teniendo una masa molecular aparente seleccionada del grupo que consiste de
aproximadamente 80 kDa, aproximadamente 59.5 kDa, aproximadamente 40.7
kDa, aproximadamente 39.8 kDa, aproximadamente 33 kDa, aproximadamente
27.9 kDa y 14.5 kDa; y

un excipiente farmacéuticamente aceptable.

25. Una composicién que comprende:

Eman-g}}l antigeno de Neisseria meningitidis aislado, el antigeno
aislado estando ;resente en la composicibn en una cantidad eficaz para
producir una respuesta inmune en un huésped mamlfero, y caracterizada como
una protelna detectada por Western blot con anti-sueros producidos después de
la vacunacién de un mamifero con la composiciéon de la reivindicacién 31, y que
tiene una masa molecular aparente seleccionada del grupo que consiste de
aproximadamente 53 kDa a 57 kDa; aproximadamente 46-47 kDa,

aproximadamente 33 kDa, aproximadamente 20 kDa a 21 kDa, Yy

18y
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aproximadamente 18 kDa; y

un excipiente farmacéuticamente aceptable.

36. Una composiciéon que comprende:

al menos un antigeno de Neisseria meningitidis aislado, el antigenco
aislado estando presente en la composicibn en una cantidad eficaz para
producir una respuesta inmune en un huésped mamifero, en donde el antigeno
es de una protelna que se une especlificamente a un anticuerpo monoclional
seleccionado del grupo que consiste de 1D9 (No. deSAccaso ATC xx), 4B11
(No. de Acceso ATCC xx), 9B8 (No. de Acceso ATCCixx)y 14C7 (No. de

Acceso ATCC xx), v

n excipiente farmacéuticamente aceptable.

.'y./ La composicion egeglin la reivindicacién 34, 35 & 36,
caracterizada porque la composicidn comprende al menos dos antigenos de
Neisseria meningitidis aislados.

,ﬁ. Una composicién que comprende antigenos de Neisseria
meningitidls alslados, caracterizada porque dichos antigenos se identifican por
el método de la reivindicacién 28.

@ Un método para producir inmunidad protectora de espectro
amplio contra una enfermedad causada por una especie de Neisserla
meningitidis, dicho método comprendiendo administrar a un mamlifero la

composicién de la reivindicacién 34, 35, 36 6 38.
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RESUMEN
La presente invenciéon proporciona generaimente métodos Yy
vacunas para la prevencién de enfermedades causadas por |la bacteria

Neisseria meningitidis, particularmente cepas del serogrupo B.
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FIG 1 Resumen de pruebas de eficacia de la vacuna de vesicula de membrana exterlor meningococal*

Afios de estudio Cepa de vacuna Ublcacién Edad Eficacia estimada (%)
(poblacién vacunada) (afios)

1987-89 B4P115 Cuba 11a16 83
C PS/alum (100 000 nifios de escusela)

1889-90 B4P115 Sao Paolo Brasil 284 47

C PSb/alum (300 000 nifics) 41a7 74

1900-01 B4P115 Rlo de Janeiro Brasil 3/12a7 58

C PS/alum (2 4 millones de nifios) 4a7 71

1988-90 B4P13 Iquique Chile 1a39 -23

C PS/alum (40 000 nifios) 4a21 70

1080-91 B15P17 18 Noruega 14 a 18 57
alum (171 800 nifios de escuela)

*Adaptada de Frasch (1895 en MENINGOCOCCAL DISEASE K Cartwright (ed ) Wiley Nueva York NY p 268) En Noruega dos dosls de vacuna se dan por separado
por 8 semanas La eficacia fue de 87% en el primer afio y después se declina durante los 18 meses subsiguientes de manera que la eficacia total fue del 57% C PS =
vacuna de polisacdrido de Serogrupo C que se mezcla con las vesiculas Las preparaciones de alum fueron AlI(OH)s
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FIG 4 Unién de la superficle celular bacterlana de antisueros determinados p r cit metria de flujo de
fluorescencia directa

Cepa PorA Reactlvidad de superficle por citometria de flujo de fiuor la indirecta
(serosubtipo) heterélogo a cepas de (1/concentracién)+
vacuna CHORI+++
Anti CHORI++ Antl Noruega++ Antl-NspA++
1000(5) - >200 >200 20
2086(5 2) - 2000 <20 20
8047 (5 2) - >200 <20 >20
BZ198(4) - 2000 200 >20
Cu385(19 15) + >200 <20 >20
IH5341(7 18) + >200 >200 <20
M136(P-) _* <20 <20 <20
M886(5 2) - 2000 <20 <20
MC58(7 18) + 200 >200 <20
NG3/88(1) + 200 200 <20
NMB( 5 2) 2000 ND >20
§3446(23 14) + 200 <20 <20
+ La concentraclion se define como la dilucién requerida para dar 50% de fluor cia (Altura FL1) de 10 o més durante la
fluorescencia anterior de células en la pr la de sueros de control

++ Antisueros anti CHORI! preparados en ratones por inmunizacién secuenclal con MV de cepa RM1080 (C 2a P1 5 2) entonces
MV de cepa BZ188 (B NT P1 4) seguida por OMV de cepa Z1092 (A 4 21 P1 10) (ver texto) Anti-noruego se reflere al
antlsuero de conejillos de Indlas a los que se les dan dos Inyecclones de vacuna OMV preparadas de cepa H44/78
(B 15 P1 7 18) por el National Institute of Public Health ( MenB-Folkehelsa ) Oslo Noruega Anti-NepA se reflere a antisueros
preparados en ratones CD1 a los que se les dan tres inyecclén de NspA recombinante como ee describe por Moe ef a/ (1989
Infect Immun 67 5664)

+++Serosubtipo (PorA) diflere de aquellos de las tres cepas utllizadas para preparar la vacuna (ver Figura 21 y 22)

\90
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FIG 5 Reactividad de antisueros CHORI contra cepas de serogrup Ay C de N meningitidis

Cepa Actividad bactericida
(serogrupo serosubtipo) (1/concentracién)*

Unién de superficie por citometria de
flujo de fluorescencia indirecta
(1/concentracién)+

ueros de control Anti-CHORI Sueros de control Anti CHoiﬂ_‘
negativo negativo
BOE(CPITT) <10 >250 <20 ~2000
Z1073 (A P13 6) <10 >250 ND >>100

* Dllucién de suero que produce 50% de reduccién en unidades formadoras de colonia (CFU) por ml después de 80 minutos de

incubacién de bacterias en la pr

Figura 6 abajo)

+ Ver pies de pagina para la Figura 4 y texto

de compl to humano en comparacién con CFU/ml en tlempo cero de controles (ver



FIG 68 Resultados de un andlisls bactericilda que prueba el antigeno antl-CHORI, antl-rNspA, y
antlsueros de vacuna anti-Noruega contra cepa meningococal B 2996

Complemento Fuente animal | Anticuerpo/entisuero + “Concentracion CFU/20 pl | CFU/20 pl % de
de lu:ll',oa ] final/dllucién 0 80 Supervivencla
m
Ninguno - Ninguno 0 188 250 132
Ninguno - Tnguno 0 171 250 146
Activo - Ninguno 0 175 250 143
Inactivo - Ninguno 0 180 250 139
Activo - Complemento 15 190 250 132
Activo Ratén mAb antl-capsular 200pg/mi 1 1
Activo Ratén mAb anti-capsular 100pg/ml 43 24
Activo Ratén mADb anti-capsular 50ug/ml 225 124
Inactivo Ratén mADb antl-capsular 200pg/mi 230 127
Actlvo Ratén Antl-rNspA 110 250 138
Actlvo Ratén Anti-rNspA 150 250 138
Activo Ratén Antl-rNspA 1 250 250 138
Activo Ratén Antigeno anti-CHOR 110 [«
Activo Ratén Antigeno anti-CHOR 150
Actlvo Ratén Antigeno antl-CHOR 1 260 5 30
Activo Ratén Control anti-E coll 110 >250 138
Activo Conejillo de Vacuna antl-noruega 15 220 122
Activo Conelillo de v antl-noruega 125 245 135
Indias
Actlvo Conellllo de Vacuna anti-noruega 1125 250 138
Indias
Activo Conejlllo de Control anti-alum 18 250 138
Indlas

+ Ver ples de pdgina para ia Figura 4 y texto

192



(B

FIG 7 Actlvidad bactericida mediada por complemento d antisueros y anticuerp s

Cepa PorA Actividad bactericida (1/concentracién)+
(serosubtipo) heterélogo a cepas de
vacuna CHORI
Anti-CHORI Antl-Noruega Anti-NspA
1000(5) - 130 >125 <10
2906(5 2) - »>250 <5 <10
8047 (5 2) - >250 <5 <10
BZ198(4) - >250 [ 110
Cu385(18 15) + >250 <25 <10
IH5341(7,18) + >250 [l <10
M136(P-) + <10 <5 <10
M888(5 2) - >250 <5 <10
MC58(7 186) + >250 >125 <10
NG3/88(1) + 13 [] <10
NMB(5 2) >100 <5 16
$3446(23 14) + 10 <5 <10

+Ver pies de pégina para las Figuras 4 y 5 y texto Concentracidon > se reflere a la dilucion mas elevada probada
concentraclén < se refiere a la diluclén més baja probada
++| no se determina deblido a la presencla de actividad bactericida en los antisueros de control negativo contra esta cepa



FIG 8 Actlvidad bactericida mediada por complemento de antisueros de ratones inmunizados con las

vacunas indicadas

Cepa (serosubtipo)

PorA
heterélogo a
cepas de vacuna

Actividad bactericida (1/concentracién)+++

CHORI+++
CHORI CFA+ CHORI/AI2(OPO4)s” CHORI E COLI MV/

{N=7) N=7) MIXIAIL(OPO4)3’(N=10) Al2(OPO4)3(N=10)
1000(5, - 20 128 <4
8047 (5 2) - 125 300 125 <25
BZ198(4) - 850 220 100 <
BZ188 NepA(4) - 317 31 235 <4
BZ83(10 - 275 08 205 <2
CU385(19 15)++ + >128 28 <4 <5
H44/786 (7 18) + >128 >128 21 6
M138(P-) + 100 <4 <4
M0O88(5 2) - 193 101 133 <4
Mﬁﬂ(] 18)++ + 47 <4
NG3/88(7 1) + <4 4 <4 <4
NGP185 (5 2) - 82 120 80 <4
MB(5 2 - 183 441 141 <4
$3032(12 16) + 126 400 230 <25
S3446(25 14) + 18 <4 <4 <4

+CHORI/CFA Inmunizacldn secuencial con una dosis de 5upg de cepa RM1090 (C 2a P1 5,2) MV con CFA cepa BZ1988

(B NT P1 4)MV con IFA y cepa Z1080 OMV (A 4 21 P1 10) sin adyuvante CHORI/Al2(OPO4)s Igual que CHORI/CFA excepto
utilizando fosfato de aluminio como un adyuvante CHORI MIX/AI2(OPO4)s 1gual que CHORI/AI2(OPO4)s excepto que cada dosis
de 5 ug contuvo una mezcia Igual de las tres preparaciones MV/OMV E COLI MV/AI2(OPO4)s MV preparada de la cepa E coll

BL21 (DE3)

++ w/glu cultlvo celular crecido en la presencia de 0 3% de glucosa +++ Ver ples de pégina y texto de la Figura 4

|%



FIG 9 Actividad bactericida de antisueros de conejlilos de Indlas Inmunizados con las vacunas

Indicadas+

Cepa (serosubtipo)++

PorA
heterdélogo a cepas de

vacuna CHORI+++

Actividad bactericida (1/concentracion)+++

CHORI/AI2(OPO4)s CHORI/AI2(OH)3 E COLI MV/

{N=8) (N=3) Al2(OP04)3(N=86)
MT36(P-) <4 <3 <4
$3446(22 14) [] 4 <4
cu3ss5(10 15) 12 5 <4
1000(5) - 64 18 <4
H44/76(7 16) + 64 16 <4
BZ83(10) = 24 12 7
8047(5 2) - <128 100 <4
BZ108(4) - 28 [] <4
BZ198ANspA(4) - 19 5 <4
NG3/88(7 1)++ + [] 5 <4

T TA

+CHORI/AI2(OPQy4)a |

(B NT P1 4)MV y cepa Z1080 OMV

| con una dosis de 5 microgramos de cepa RM1080 (C 2a,P1 5 2) MV cepa BZ188

(A 421 P110) fosfato de aluminio como adyuvente, CHORI/Alz(OH)s Igual que

CHORU/AI2(OPO4)s excepto utilizando hidréxido de aluminic como un adyuvante E COLI MV/AlI2(OPO4)s MV preparada de la

cepa E coll BL21 (DE3)

++ Todas las cepas se desarrollaron en la presencia de 0 3% de glucosa
+++ Ver pies de pagina y texto de la Figura 4

|45



FIG 10 Proteccidén pasiva en ratas Infantes contra bacteremla de cepa mening ¢ cal B 8047 por
antisueros y anticuerpos +

Cultivo celul

Tt

rr}

a las 18 hrs

~ Tratamiento++

Dosls/rata o dliucién de suero
(100 microlitros)

No positivo/no total

Geo Promedio, 10° CFU/mI

mAb antl capsular 10 microgramos 0/5 <1
Control PBS - 515 >200

Control anti-E coli 120 5/5 >200
Anti-CHORI 120 0/5 <1
Anti-Noruega 120 5/5 83
Control alum 120 5/5 178

+Anlmales se pretrataran en el ttempo 0 con anticuerpos de prueba o control y probaron 2 horas después con 5 x 10° unidades

que forman la colonla de cepa N meningltidis fase log dada IP
++ Ver ples de pdgina para la Figura 4 y texto

(9



FIG 11 Proteccién pasiva en ratas infantes contra bacteremia de cepa meningococal B 8047 p r
antisueros de conejilios de indlas
Cultivo celular obtenido a las 18 hrs

Tratamiento™

Dosis/rata o dilucién de suero
(100 microlitros)

No positivo/no total

Geo Promedio, 10° CFU/mI

Pre-inmunizacién 110 6/6 218
Anti-CHORI/Al2(OPOy4)3 110 0/6 <0 001
Anti-CHORI7AT2(OPOu4)s 1100 476 13
Anti-CHORI/AI2(OPO4)s 11000 6/8 103

Anti-CHORI/AI(OH)s 110 0/8 <0 001
Anti-CHORI/AI(OH)a 1100 6/6 47 4
Anti-CHORI/AI(OH)s 11000 8/8 320
Antl-E coll MV 110 676 110
mADb anti-capsular de ratén 20 pg 3/3 14
(SEAM 3)

+Ver pies de paginas para las

iguras 8y 10 y texto
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FIG 14 Proteinas acceslbles a la superficle bacterlana precipitadas por antisueros agrupados de
ratones secuenclalmente iInmunizados con cepa MenC RM1090 MV, cepa MenB BZ198 MV, y cepa MenA

21092 OMV
Cepsa/Muestra Serotipo subtipo+ Proteinas precipitadaes (por masa aparente en kDa)

RM1080MV 2aP152137 37-41 31-33 <30
BZ1098 MV NT NST 407 396 32
21082 OMV 421P110 371 351 32 30
~ BZ198 NT NST 407 301 386 376 331 325 315

Cu3ss 47P119 15 325 145

MC58 15P1718 324

NG3788 8P11 329 257

NMB 2bP152 407 398 33 145

— 53446 10 14 P1 23 14 320 257

+Ver texto y ples de pdginas de las Tablas 21 y 22 (abajo)




d)

FIG 14A Proteinas acceslbles de superficle bacteriana precipitadas por antisuer s agrupados de
ratones secuencialmente inmunizados con cepa MenC RM1090 MV, cepa MenB BZ198 MV y cepa MenA

Z1092 OMV
Proteinas precipitadas (por mesa aparente en kDa)
Cepa Serotipo subtipo >45 38-45 25-35 <25
Expt 1 Expt 2 Expt 1 Expt 2 Expt 1 Expt 2 Expt 1 Expt 2
BZ188 NT NST 80 36 39 43 37 40 28 30 28 145 12
cuaes 47P119 15 80 38 42 42 30 34 10 11
1000 NT P15 ND 41,45 ND 20 ND ND

+ Ver texto y ples de pagina de las Figuras 21 y 22 (abajo) Expts 1 y 2 se refleren a los experimentos reallzados con grupos
de suero inmunes de diferentes grupos de ratones Inmunizados con diferentes preparaciones de vacuna CCHORI ND = sin
hacer (cepa 1000 probada con suero inmune de un grupo de ratones inmunizados)
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FIG 16 Proteinas reactivas con antisuer s de antigeno anti-CHORI por Western bl t de preparaciones

de MV y OMV
Antisueros anti-CHORI/CFA de ratén™ Anti-CHORI/AI2(OPO3); de Antisueros anti-CHORI/ Al2(OPO3)2  de
ratén Conejilio de Indlas
RM1080MV BZ198MV Z1092 OMV BZ188 MV 21082 OMV RM1080 MV BZ188 MV Z1092 OMV
118 118
108 107
101 101 101 [T
[[] a7 85 [
[E) 93 91 92 92
88
81 78
76 76
a7 67 69 87 (1] 68
64 82 64
53* [} i 56 51 53 55 59
50 50
467 47 aT 47 46 47 46 — 48
38 38 34
33+ 33 3s* 33 33 32 a3 33
27 24
20* 21* 20 21 20
19 19 19 19
18* 18* 18 18
+Ver ples de pagina y texto de la Figura 8

++Var ples de pagina y texto de la Figura 9
* Indica protelnas més reactivas con antisueros CHORI/CFA y comunes a al menos dos de las tras preparaciones de vacuna



FIG 17 Reactividad de antisuer s antl-CHORI con LOS por ELISA

Antisueros+ RM1080 LOS(1/concentracién)++ BZ198 LOS (1/concentracién)++ Z1082 LOS (1/concentracidn)++
~Sin absorber Absorbido++ Sin absorber Absorbido++++ Sin absorber Absorbido++++
Anti-CHORI de <100 <100 800 <100 150 <100
ratén
Antl-CHORI mix 900 100 200 <100 800 100
de ratén
Anti-CHORI de <100 <100 350 100 <100 <100
conejilio de
indias
Anti-CHORI <100 <100 300 100 <100 <100
mix*** de
conejilios de
Indias

+Ver pies de paginas y texto de la Figura 8y 8
++La concentracién se deflne como la dllucién de suero dando un OD 405 nm de 0 5 después de 1 hr de Incubacidn con

substrato

+++Igual como se utlliza para preparar antisueros mix antl-CHORI (ver Figura 8) excepto que la dosis total de 25 microgramos

de proteina ee da preferentemente que 5§ microgramos
++++Deaspuds de la | baclén con LOS-BSA acoplada a Sepharose (ver texto)




FIG 18 Actividad bactericida de antisueros antl-CHORI antes y después de la absorclén de

anticuerpos antl-LOS

Suero

Cepa BZ198 (1/concentraciéon)”

Cepa §3032 (1/concentracion)”

Sin absorber Absorbido++ Sin absorber Absorbido++

Anti-CHORI de ratdn 49 28 259 247

| Anfi-CHORI mix de 350 111 234 102
raton

Anti-CHORI de conejilio 125 83 13 5
de Indias

Mix de conejilic de 77 31 >5 14

indias

+Ver pies de paginas y texto para la Figura 5

++Despuds de la incubacién con LOS-BSA acoplado a Sepharose (ver texto)

+++Ver ples de paginas y texto para Figura 17




FIG 19 Reactividad de mAbs producida p r Inmunizacién con vacuna CHORI con cepas bacterianas,

LOS, y rNspA por ELISA

Cepa+ [mAb] (mg/ml) dando OD 405 nm = 0 5 después de 1 hr de Incubacién con ato
1D8 4B11 9B8 14C7 Antl-NspA mAb
(1gG2a) (1gM) (lgg3) (1gG3) AL&+++
(1gG2a)
Nm 100 500 >7207" >3070 73807 1000
Nm 433 500 >720 13 30 30
Nm 804 200 24 >3970 10 20
Nm 8047ANspA 600 >720 >3970 >7380 >5400
Nm BZ188 800 >720 16 2 20
Nm BZ198 ANspA 600 >720 16 >7380 >5400
Nm BZ83 600 >720 >307 273 80
Nm CU385 60 >720++ >397( >7380++ 180
Nm M138 800 >720 >307 38 400
Nm M39686 1000 >720 >397 05 50
Nm M986 800 >720 >397 5 400
Nm NG3/88 80 >397! 1 70
Nm NGE31 500 >720 >307 04 100
Nm NGF28 800 24 >397! 02 40
Nm S3448 500 >72 >387 >7380 40
Hin Minn A >8300 >720 >387 >738 ND
HI Eegan >8300 >72 >3097 >738 ND
| _Nm RM1080 LOS >8300 >72 >387 >7380 ND
Nm BZ198 LOS >8300 >720 >387 >7380 ND
Nm 21092 LOS >8300 >72 >397 >7380 ND
RNspA MV >8300 >720 >3070 28 []

+Nm Nelsseria meningitidis, Hi Haemophilus influenzae
++Aunque negativo por ELISA 14C7 es bacteridia para estas cepas (ver Figura 20)

+++Ver Moe et al, Infect Immun 2001 69 3762)




FIG 20 Actividad bactericlda de mAbs producida p r inmunizacién con vacuna CHORI

Cepa

(serosubtipo)

PorA
heterélogo a

vacuna CHORI+

mAb probado por actlvidad bactericida "

4B11

14C7

AL12™

1000

+

BZ188

estatico

BZ198ANspA

CuU38s

+

+

+

NG3/88

estético

+Ver texto y pies de paginas de la Figura 4

++ + se reflere a bactericida cuando se prueba al menos a o igual a 100 microgramos/ml, estético se refiere a un por ciento de

supervivencia de CFU/mi a 60 min es mayor que 50% pero menor que 100% (ver Figura 8)

+++Moe et al

Infect Immun 2001 89 3762




FIG 21 Serotlpo meningococal y serosubtipo que define anticuerpos monoclonales disponibles de

RIMV*
Reactivos de serotipificacién Reactivos de sarosubtipificacién

Monoclonal Tipo Ig Monoclonal Tipo g
MN3C6B 1 G2b MN14C23 P11 G2a
MN2D3F 2A G2a MN18C13F4 P12 G2a
MN2C3B 2B G2a MN20B9 34 P14 G2a
MN14G21 4D G2a MN22AS 19 P1 15 ~G2a
MN5C8C 14 ~ G2a MN19D6 13 P16 G3
MNT15A14H6 15 ~Gze MNT4C11 6 P17 G2e
MNSA10F P10 G2e

MNSA10F P19 G2a

MN20F4 17 P1 10 G2b

MN20A7 10 P112 G3

MN24H10 75 P113 G2a

MN21G3 17 P1 14 G3

MN3C5C . P115 G3
MN5C11G P1 18 G2b

“Rojksinstituut Voor Volkegezondheld en Mileu (RIMV) P O Box 457 3720 AL Bilthoven, Pafses Bajos (referencia FEMS
Microbiology Letter 48 (1987) 367-371)




FIG 22 Anticuerp s mon clonales qu deflnen el serogrupo, serotipo y serosubtip disponibles de

NIBSC*

Serogrupo No Cat Serotipo No Cat Serosubtipo No Cat
A 95/674 P2 2a 95/682 P11 95/694
B 85/750 P2 2b 95/684 P110 95/710
4] 85/878 P31 95/680 P1 12 95/712

P3 14 95/688 P113 951714
P3 15 95/690 P1 14 85/716
P3 21 95/882 P1 15 85/718
P34 95/688 P1 18 95/720
P12 95/606
P13 95/698
P14 95/700
P15 95/702
P16 85/704
P17 95/708
P19 95/708

*National Institute for Blological Standards and Control (NIBSC), Divisidn de Bacteriologla Blanche Lane, South MImms
Potrees Bbar Herts EN6 3QG Reino Unidos
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1. Date of sotual recsipt of DEMAND:

2. Adjusicd dats of mesipl of demand due
1o CORRECTIONS wnder Ruls 60.1(b):

. 15 Tha date of receipt of tho dommd is AFTER the epiration af 19 montha {~  Theaspplicant has bow informed
* " fram the priority dato snd item 4 or 5, bolow, deas net spply. aceardingly.
4 Fmdm-fm.fmm&mhﬂnfﬂmrmIhlpiﬂilydd.llmtyvithld

" Rule 80.5.

5, T Although ths date of reocipt of the demand s after the cxpiration of 19 menths froe the priority dats, the delsy in amival
’ is EXCUSHD pwwuant to Rule §2.

'D-nndrn:ivdﬁmIPEAu:

Farm PCT/IPRA/401 (last sheet) (March 2001)

For Interastisnal Buresn nso oaly

See Netes to the demand form
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FEE CALCULATION SHEET
Annex to the Demand

Interntional " For Inammations! Preliminary Examicing Arutharity e only
eppiioation No. PCTAJS01/23842
Applicant's or agent's
5ie refirence CHOR-0D1WO stac ot TPEA
Applicant

CHILDREN'S HOSPITAL & RESEARCH CENTER AT OAKLAND
CALCULATION OF FRESCRINED FEER

1. Proliminary examimtion feo L $490.00 P

r

2. Handling fee (Applicants from certain Shtex are

mum-mgnuth-ngﬁ-m:hwmnrw
d#hnw-nmmmmhmﬂuﬂblmqm H
hovaling fee) ......... wememreersnparans Lsusoo

3. Toml of pregeribed fiees

Add] the smounts coteyed ut P and H $636.00
snd anter tol] in the TOTAL bos [—

TOTAL

MODE OF PAYMENT
M sshorirstion & charge depoit r cosh

oxcoumt with the IFEA {sco buiow)
' cheque r FoVEsNG samipl
r posial money onder r [
F kot - otergpecipy

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT
(Thin sude af payewu say nct be avallobie s off IPEAx ) Us

W Authorixation to clurge the total fiees indicued sbove,

(70 chuck-Juz saqy be mmrind wnly of dhr el for

=4 shyowy acxents of she IPEA sp porguty Avthorinstion 1o
charge sy deficiency or credit any overpayment in the
tota] fees indicated shove.

Form PCT/PEAMD (Annex) (March 2001} See Noise fo ihe few celciiation shest



Attorney's Docket No. CHOR-001WO

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION AUTHORITY
IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

In re Patent Application of: Children’s Hospital & Research Center at Oakland
International Application No.: PCT/US01/23842

International Filing Date: 27 July 2001

For: Vaccines for Broad Spectrum Protection against

Diseases Caused by Neisseria Meningitidis

REQUEST TO RECORD CHANGE OF APPLICANT
UNDER RULE 92his IN THE INTERNATIONAL APPLICATION

Assistant Commissioner for Patents
Box PCT - Attn: IPEA/US

Washington, D.C. 20231
Sir:

Please correct the name of the applicant listed first on the above-cited
application to read:

CHILDREN'S HOSPITAL & RESEARCH CENTER AT OAKLAND

The Demand filed herewith reflects this change.

Also provided is a Power of Attorney to the undersigned executed by an
officer of Children’s Hospital & Research Center at Oakland

If any additional information is required, the RO/US is requested to contact
the undersigned.

Respectfully submitted,
éa, \.;Lé'-f'fz ke /

Carol L. Francis, Reg.No. 36,513

Date: 23 January 2002

Bozicevic, Field & Francis LLP
200 Middlefield Road, Suite 200
Menlo Park, CA 94025

Tel: (650) 327-3400

Fax: (650) 327-3231
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GENERAL POWER OF ATTORNEY
wmmmwgmrﬂﬁmwhm

The undsmigned person(s)
{Femily neme follnuwed by given reame; for a legal enity, full official designation. ‘The addvess russ Include prstel code and nam of counery.)

CHILDREN'S HOSPITAL & RESEARCH CENTER AT QAKLAND
5700 Martin Luther King Jr. Way

Oakland, California 94609

Us

heroby sppaint(s) the following person =: X sgent 0 coevmon representative

Name and addrem
{Family nams folicwsst by given neme; for a legal sntity, full offidal dexignation. Thw aaldrecs seust includs postal cods anel mewe of coxniry)

BOZICEVIC, Karl Bozicevic, Fleld & Francis LLP
FIELD, Bret E. 200 Middlefield Road, Suite 200
FRANCIS, Carol L. Menlo Park, California 94025
SHERWOOD, Pamela J. Us

BORDEN, Pauls A.
CANNON, Alan W.
LASALLE, Carol
HALL, Robert
HALL, Kathleen
BECKING, Frank
PHINNEY, David

80 repreaent the undenignad before X all the competent Intemational Autharities

0O the Interentionsl Searching Autharity only

0 the imermationsl Prelicinery Examining Authority only
in connection with any and ol Internstional apphcations filed by the undersigned with the Rilowing Office Unlted States as receiving Office and 1o
make or receive paymets on behalf of the undersigned.

Signatures of the Applieant(s) (whers zhars ave several qppicants, sech nf them sruxt Jgw: next 1 sach signorurs, Indicts the ninne of the
parzon signing and rhecapacity in which the perzon signs, |f such sxpadily is rot olnious from reading the
requet or this power)

Nank: A, B.ﬁ"lp
Title: President & C.E.O.

Date: }[}& [02

4
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Attorney’s Docket No. CHOR-001 WO

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION AUTHORITY
IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

In re Patent Application of: Children’s Hospital & Research Center at Oakland
International Application No.: PCT/US01/23842

International Filing Date: 27 July 2001

For: Vaccines for Broad Spectrum Protection against

Diseases Caused by Neisseria Meningitidis

AMENDMENT OF THE INTERNATIONAL APPLICATION
- UNDER ARTICLE 34

Box PCT
Assistant Commissioner for Patents ATTN: IPEA
Washington, D.C. 20231
Sir:

Applicant files herewith a Chapter I Demand requesting international preliminary
examination. Applicant requests that the following amendments to the specification and
claims be taken into account for purposes of international preliminary examination.

Amendments

Applicant amends the above-identified PCT patent application as follows:

In the Specification:
On page 57 of the specification, in the table on line 7, the ATCC Accession Nos. listed
as “XX17, “XX2", “XX3", etc. have been replaced with the numbers given by the ATCC

Patent Depository.

In the Claims:
Claim 36 has been amended by replacing the four “ATCC Accession No. xx” with the

numbers given by the ATCC Patent Depository.



Remarks
Substitute sheets for page 57 of the specification and for page 64 of the claims,

including the above amendments, are enclosed.

onclusion
Applicant respectfully requests that the amendments be taken into account during the
international preliminary examination. '
Respectt‘u!ly submitted,

u_zU‘—"T"l ) di ¢
513

- Carol L. Francis, Reg. No. 36,

Date: 23 January 2002

BOZICEVIC, FIELD & FRANCIS LLP
200 Middiefield Road, Suite 200
Menlo Park, California 94025
Telephone: (650) 327-3400

Fax: (650) 327-3231
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or be inadvertently destroyed, or, in the case of plasmid-containing strains, lose its plasmid,
it will be replaced with a viable culture(s) of the same taxonomic description.

These deposits are provided merely as a convenience to those of skill in the art, and
are not an admission that a deposit is required. A license may be required to make, use, or
sell the deposited materials, and no such license is hereby granted. The deposit below was
received by the ATCC on or before the filing date of the present application.

Description ATCC Accession No.
Hybridoma 1D9 PTA-3552
Hybridoma 4B11 PTA-3553
Hybridoma 9B8 PTA-3551
Hybridoma 14C7 PTA-3554
MenC strain RM1090 PTA-3557
MenB strain BZ198 PTA-3555
- MenA strain Z1092 PTA-3556

57
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20

25

30

2

molecular mass selected from the group conmst.mg of about B0 kDa, about 59.5 kDa, about
40.7 kDa. about 39.6 kDa, about 33 kDa, about 27.9 kDa, and 14.5 kDa; and
a pharmaceutically acceptable excipient.

35. A composition comprising:

at least one isolated Neisseria meningitidis antigen, the isolated antigen being present
in the composition in an amount effective to elicit an immune response in a8 mammalian host,
and being characterized as a protein detected by Western blot with anti-sera produced
following vaccination of 8 mammal with the composition of claim 31, and having an
apparent molecular mass selected from the group consisting of about 53 kDa to 57 kDa;
about 46-47 kDa, about 33 kDa, about 20 kDa to 21 kDa; and about 18 kDa; and

a pharmaceutically acceptable excipient.

36. A composition comprising:

at least one isolated Neisseria meningitidis antigen, the isolated antigen being present
in the composition in an amount effective to elicit an immune response in a mammalian host,
wherein the antigen is from a protein that specifically binds a monoclonal antibody selected
from the group consisting of 1D9 (ATCC Accession No. PTA-3552), 4B11 (ATCC
Accession No. PTA-3553), 9B8 (ATCC Accession No. PTA-3551), and 14C7 (ATCC
Accession No. PTA-3554); and

a pharmaceutically acceptable excipient.

37. The composition of claim 34, 35, or 36, wherein the composition comprises at

least two isolated Neisseria meningitidis antigens.

38. A composition comprising isolated Neisseria meningitidis antigens, wherein said
antigens are identified by the method of claim 28.

39. A method for eliciting broad spectrurn protective immunity against a disease
caused by a Neisseria meningitidis species, said method comprising administering to a
mammal the composition of claim 34, 35, 36, or 38.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

220 . 0224
Bogoté, D.C.,

Doctor: Oficlo N°

Margarita Castellanos Abondano 07240
Apoderado

Children’s Hospital & Ressarch Center at Oaldand

ASUNTO: Radicacién N° 03-4732
Solicitud intemacional PCTAUS2001/23842
Fecha iniclo fase nacional 27002/2003
Trémite o
Evento 37
Acluacion 430

Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el artfculo 38 de la Decision 488 de la Comision
de la Comunidad Andine, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materla de Patentes (PCT), regia 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Indusiria y Comercio, se le comunica que:

0 La soficitud no contiene el certificado de depdsito del material bioldgico. (Art. 26-) Decision 488). Adicionaiments
debe especificar los nimeros de acceso del material bicldgico.

0 La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesitn del derecho a la patente del inventor al
solicitarte o a su causants. (Art. 26-k) Decisidn 488).

0 La solictud no contiane el lugar de constitucién de la socledad solicitante (Art.27-¢) Decisidn 486).

0 La soliciiud no contiane el poder debidaments otorgado, con &l lieno de los requisitos exigidos por los articulos 63
y subsiguientes del Cédigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita
la existencia y representaciin legal de la sociedad solicitants, cuando ésta fuere persona juridica.

En cumpiimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 488, se le requiere para que dantro del término de
dos meses siguienies a la facha de nolificacién del presents oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumpimiento al presente requerimiento, la solicitud ee considerard abandonada y perdend su

Notifiquese e! presente oficic conforme a lo dispuesto en ef numeral 5.2, literal o), del capftulo quinto del tfilo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

5 SEL 20
El anterior requerimiento fue notificado por filacién en lista de fecha, .




