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VACCINE COMPOSITION

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to the field of neisserial vaccine compositions,
their marmufactore, and the use of such compositions in medicine. More particularly it
relates to the field of novel multivalent meningococeal outer-membrane vesicle {or
bleb) vaccines, and advantageous methods of rendecing such vaccines more effective.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Neisseria meningitidis (meningococcus) is a Gram-megative bacteriom
frequently isolated from the human upper respiratory tract It occasionslly canses
invasive bacterial diseases such as bacteremis and meningitis. The incidence of
meningococcal discase shows geographical seasonal and anmmal differences
(Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (Supplement),
S18-524, 1989). Most disease in temperate countries is due to strains of serogroup B
and varies in incidence from 1-10/100,000/year total populstion sometimes reaching
higher values (Kaczmarski, BB. (1997), Commum. Dis. Rep. Rev. 7: R55-9, 1995;
Scholien, R.J.P.M., Bijlmer, H A., Poolman, J.T. et al. Clin. Infect. Dis. 16: 237-246,
1993; Cruz, C., Pavez, G., Aguilar, B, et al. Epidemiol. Infect, 105: 119-126, 1990).
Age-specific incidences in the two high risk-groups, infants end teenagers, reach
higher levels.

Bpidemics dominated by serogroup A meningococei ocour, mostly in central
Africa, sometimes reaching lovels up to 1000/100,000/year (Schwartz, B., Moore,
P.S., Brooms, C.V. Clin. Microbiol. Rev. 2 (Supplement), S18-S24, 1989). Nearly all
cases of meningocoocal disease as a whole are cansed by serogroup A, B, C, W-135
and Y’ meningococei. A tetravalent A, C, W-135, Y capsular polysaccharide vaccine is
availsble (Armand, J., Arminjon, F., Mynard, M.C., Lafuix, C., J. Biol Stand. 10:
335-339, 1982).

The polysaccharide vaccines are currenfly being improved by way of
chemically conjugating them to carrier proteins (Licberman, JM., Chiu, 8.8., Wong,
VXK., et al. JAMA 275 : 1499-1503, 1996). A serogroup B vaccine is not available,
since the B capsular polyseccharide is non-immmunogenic, most likely because it shares
structural similerity to host components (Wyle, F.A., Artenstein, M.S,, Brandt, MLL. et
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al. J. Infect. Dis. 126: 514-522, 1972; Finne, J.M., Leinonen, M., Mikelli, P.M. Lancet
ii.: 355-357, 1983).

Therefore, for many years efforts have been focused onm developing
meningococcal outer membrane vesicle (or bleb) based vaccines (de Moraes, J.C.,
Perkins, B., Camargo, M.C. et al. Lancet 340: 1074-1078, 1992; Bjune, G., Hoiby,
B.A. Gronnesby, JK. et al. 338: 1093-1096, 1991). Such vaccines have the advantage
of including several integml outer-membrane proteins in a properly folded
conformation which can elicit a protective immmmological response when
administered to a host. In addition, Neisserial strains (including N. memingitidis
serogroup B - menB) excrete outer membrane blebs in sufficient quantities to allow
their mamufiscture on an industrial scale. Alternetively, bichs may be propared by
known methods comprising a detergent extraction of the bacterial cells (BP 11243),
which has the benefit of removing some endotoxin (lipo-polysaccharides — or LPS;
also called lipo-oligosaccharide — or LOS) from the vaccine,

Such multicomponent outer-membrane protein vaccines derived from wild-
fype menB strains have demonstrated efficacies from 57% - 85% in older children (>4
years) and adolescents and have becoms registered in Latin America Most of these
efficacy trials were performed with menB OMYVs (outer membrane vesicles) made via
a defergent extraction process,

such as PorA, PorB, Rmp, Opc, Opa, FrpB and the contribution of these compoueats
to the observed protection still needs further definition. Other bacterial outer
membrano components hsve boen defined (using soimal or nman antibodies) e
potentially being relevant to the induction of protective immmumity, such as ThpB,
NispA (Martin, D., Cadicux, N., Hamel, J., Brodeux, BR., J. Exp. Med. 185: 1173-
1183, 1997; Lissolo, L., Mattre-Wilmotts, C., Dumas, p. et aL, Inf Inmun. 63: 884-
890, 1995). The mechanism of protective immunity will nvolve antibody mediated
bactericidal activity and opsonophsgocytosia.

The frequency of Neisseria meningitidis infections hes risen in the past few
docades in meny European couniries. This hea been aitributed to increased
tranamission due to &n increase in social activities (for instance swimming pools,
thesires, otc.). R is no longer uncommon to isolate Neisreria meningitidis strains that
are less sensitive or resistant to some of the standard antibiotics.
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SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relsies to vaccine compositions for the effective
prevention or treatment of neisserial, preferably meningococcal, disease. The vaccines
of the invention comprise & multivalent meningococcal bleb composition comprising
at least one bleb with homologous bactericidal activity which is desived from a
meningococoal strain with a seroaubtype (PorA immmmotype) that is prevalent in a
conniry of use, and at least one bleb with heterologous bactericidal activity which is
tderived from a meningococcal strmin which noed not have a serosubtype that is
prevalent in the country of nse.

DESCRIPTION OF THE INVENTION

The subject matter of and informsation disclosed within the publications and
patents or patert epplications mentioned in this specification are incorporated by
reference herein. It should be understood that the word “comptising” used herein may
be substituted for the term “conaisting of” in all instances whilst still remgining within
the scope of the invention.

The presemt inventors have found a solution to the problem of currently
evailable meningococcal bleb vaccines only providing satisfactory Serum Bactericidal
Activity (SBA) against homologous strains (to the strain from which the blebs were
derived) and not satisfactory SHAs ageinst heterologous strains. Usnally the blebs in
the art are derived from strains prevalent in e particulsr country or region. Although
homologous protection is reasoneble, the risk of an unprotected heterologous strain
quickly gaining in prevalence is high, particularly in young children

The present inventors have found that particular nmiti-valent hlsb vaccine
compositions (i.e. compositions comprixing at least 2 different biebs) can provide a
host with sstisfatory SBAs agsinst homologous and heterologous strains of Neisseria
(particularly meningococcus). Such vaccines are advantageous in that rather than
providing an expensive bieb vaccine mede with many diffierent blebs dexived from
all/most meningococcal straina infecting individuals in a country, the vaccines of the
invention provide 2 good compromise by minimising the mumber of blebs in a
vaccine, whilst still providing good specific and general protection against prevalent
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strains and against mutation of thege straine or the introduction of new serogroup B
strains when cases from prevalent strains are reduced.

Therefore in one aspoct the present imvention provides a multivalent
meningococcal bleb composition comprising at least one (a.g. 1,2, 3,4, 5,6, or 7)
bleb preparation with homologous bactericidal activity which is derived from a
meningococcal struin with a serosubtype (PorA immmunotype) that is prevalent in a
couniry of use, and at least one (e.g. 1, 2, 3, 4, 5, 6 or 7) bleb preparation with
heterologous bactericidal activity which is derived from a maningococeal strain which
neod not have a serosubtype that is prevalent in the country of use.

By a “meningococcus strain with a serosubtype that is prevalent in a country of
use” it is meant the bleb is derived from a meningococcal strain with a serosubtype
which is most prevalent (or possibly second or third or fourth prevalent — particularly
if 2 or 3 ar 4 bleb preparations with homologous bactericidal activity are incorporated
in the vaccine) in percentago terms amongst strains of all serosubtypes which cause
meningococcal disease in the country (or region of continent) — i.o. strains isolated
during lsboretory-based active surveillence of meningococcal disease in a country,
region or continent. Preferubly the serosubtype of such a bleb comstitutes more than 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 or 60 % of all scrosubtypes which canse
meningococcal disease in the country (or region or continent).

If one bleb preparation with homologous bactericidal activity is incinded in the
compogition it is preferred that it is derived from a strain with a subserotype which is
most prevalent in the country (or region or continent), if two or three or four are
included them it is preferred that the straing used cover the two or three or four
(respectively) most prevalent subserotypes.

By s “meningococcal strmin which need not have a serosubtype that is
provalent in the country of use™ it is meant that the bleb can be (but not necessarily be)
derived from a meningococcal strain which is not from the most prevalent (or second,
third, fourth, fifth or sixth) serosubtype in percentage tarms amongst strains of all
serosubtypes which canse meningococcal disease in the country (or region or
continent) — ie. strains isolated during Isboratory-based active surveillance of
sparadic cases of meningoooccal disease in a country, region or continent. In such
case, it is preferable that the serosubtype of such a bleb constitutes less than 1, 2, 3, 4,
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5 6,17, 8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 or 60 % of all serosubtypes which canse
meningococcal disease in the country (or region or continent).

By “derived from a2 meningococcal strain” it is meant that the bleb is isolated
from the meningococeal strain using any known method — such as a detergent-free
isolation, or processes which involve detergent (such as deoxycholate) in the isolation.

By bleb preparations that have “homologous bactericidal activity” or
“heterologous bactericidal activity” it is meant that the bleb preparstions elicit
satisfactory seram bactericidal activities (SBA) when administered to a host against
homologous or heterologous meningococcal straina, respectively.

SBA is the most commonly agreed immmumological marker to estimate the
efficacy of & meningococcal vaccine (Perkins et el. J Infect Dis. 1998, 177:683-691).
Satisfactory SBA can be acertained by eny known method. Preferably a biood sample
is taken prior to the first veccination, two months after the second vaccination and cne
month after the third vaccination (three vaccinations in one year being a typical human
primary vaccination schedule administered at, for instance, 0, 2 and 4 maonths, or 0, 1
end 6 months). Such humsn primary vaccination schedunles cen be camied out on
infants under 1 year old (for ingtance at the same time as Hib vaccinations are camied
out) or 2-4 year olds or adolescents may also be vaccinated to test SBA with such a
primary vaccination schedule. A frther blood sample may be teken 6 to 12 months
after primary vaccinstion and one month after a booster dose, if applicable.

SBA will be satisfactory for a bleb preparation with homologous bactericidal
ectivity if ons month after the third vaccine dose (of the primary vaccination schedule)
(in 2-4 year old humans or adolescents, but preferably in infants in the first year of
life) the percentage of subjects with a four-fold increase in terms of SBA (antibody
dilotion) titre (compared with pre-vaccination. titre) against the strain of
meningococcus from which the bleb was derived is grester than 30%, preferably
greater than 40%, more prefersbly greater than 50%, and most preferably groster than
60% of the subjects.

Of course a blob preparation with heterologous bactericidal activity can also
constitute bleb preparation with homologous bactericidal activity if it can also elicit
satisfactory SBA agninst the meningococcal strain from which it is derived.

SBA will be satisfactory for a bleh proparstion with heterologous bactericidal
activity if one month after the third vaccine dose (of the primary vaccination schedule)

(O
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(in 2-4 year old humeans or adolescents, but prefersbly in infants in the first year of
life) the percentage of subjects with a four-fold increase in tenms of SBA (antibody
dilution) titre (compared with pre-vaccination titre) ageinst three heterologous strains
of meningocoocus is greater than 20%, preferably greater than 30%, more prefarably
greater than 35%, and most preferably greater then 40% of the subjects. Such a test is
a good indication of whether the bleb preparstion with hetarologons bactericidal
type (BT)-complex or multilocus sequance typing (MLST) pattern (see Maiden et al.
PNAS USA 1998, 95:3140-5) to cach other and prefarably to the strain from which
the bleb proparation with heterologous bactericidal activity is mads. A sekilled person
will readily be sble to determine three strains with different ET-complex which reflect
the genetic diversity obsarved amongst meningococci, perticularly amongst
meningococcus type B straina that are recognised as being the cause of mignificent
disease burden and/or that represeat recognised MenB hyper-viralent lineages (sce
Maiden et al. npra). For instance three strains that could be used are the following:
BZ10 (B:2b:P1.2) belonging to the A-4 cluster; B16B6 (B:2a:P1.2) belonging to the
ET-37 camplex; and HA4/76 (B:15:P1.7,16) belonging to the ET-5 complex, ar any
other strains belonging to the same ET/Cluster. Such strains may bo used for testing a
bleb preparation with heterologous bactericidal activity made from, for instance,
meningococcal strain CU3I8S (B:4:P1.15) which belongs to the ET-5 complex.
Another sample strain that could be used (for instance instead of any of the 3 test
siraing mentioned above) is from fhe Lincage 3 epidemic clone (o.g NZ124
[B:4:P1.7,4]). Another FT-37 strain that could be used interchangeably with B16B6 is
NGP165 (B:2»:P1.2).

Processes for measuring SBA activity are known in the art. For instence a
method that might be used is described in WO 99/09176 in Example 10C. In general
terms, a culture of the sirain to be tested is grown (preferably in conditions of iron
depletion — by addition of an iron chelator such as EDDA to the growth medium) in
the log phase of growth. This can be suspended in a2 medium with BSA (snch as
Hanks medium with 0.3% BSA) in order to obtain a working cell suspansion adjusted
to approximately 20000 CFU/ml. A series of reaction mixes can be made mixing a
series of two-fold dilutions of sera to be tested (prefierably heat-inactivated at 56°C for
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30 min) [for example in & 50ul/well volume] and the 20000 CFU/ml meningococcal
strain suspension to be tested [for example in a 25ul/well volume]. The reaction vials
should be incubated (e.g. 37°C for 15 minutes) and sheken (e.g. at 210 rpm). The final
reaction mixture [for example in a 100p! volume] additionally contains a complement
source [such as 25 % final vohime of pretestsd baby rabbit serum], and is incobated as
above [¢.g. 37°C for 60 min]. For haman SBA serology, nmmam serum is usually used
as the source of complement rather than baby rabbit complement, and the buffer used
is PBS MgCl; 0.5 mM CaCh 0.9 mM giucose 0.1% pH 7.4. A stexile polystyrens U-
bottom 96-well microtiter plate can be used for this assay. A aliquot [e.g. 10 pi] can
be taken fram ecach well using a multichermel pipetts, and dropped onto Mueller-
Hinton agar plates (prefersbly containing 1 % Isovitalex and 1 % heat-inactivated
Horse Serum) end incubated (for example for 18 hours et 37°C in 5 % COy).
Preferably, individual colonies can be counted uwp to 80 CFU per aliquot. The
following three test samples can be used as controis: buffer + bacteria + complement;
buffer + bacteris + inactivated complement; serom + bacteria + mactivated
complement SBA. titers can be straightforwardly calculated using 8 program which
processos the data to give a messurement of the dilution which corresponds to 50 % of
cell killing by a regression calculation.

In a farther aspect of the invention the present inventors have found that the
bleb preparation with hatarologous bactericidal activity of the invention can achieve
its croms-bactericidal properties by being deficient in immunodominent outer
membrane proteins (OMPs) compared to normal wild-type bleb preparetions.

Thus the present invention also provides a multivalent meningococcal bleb
composition of the invention wherein the bleb with heterologous bactericidal activity
is deficient in an immmmodominant outer membrane proiein compared to blebs
derived from a comparator strain (for instance wild-type MC58, but preferably wild-
type strain F44/76), and the bleb with homologons bactericidal activity is not
deficient to the same degree {(or preferubly at all) in said immmmodominant outer
membrane protein compared to blebs derived from the same comparator strain.

A skilled person will readily understamd what is an immunodominant OMP,
but it is preferred that the irmmunodominant OMP of the invention has highly
immumogenic, surface-cxposed epitopes (proferably within surface-exposed loop
sequences) and is one of the top 10 highly-expressed OMPs (either by weight or by
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No. of molecules per cell) on the meningococcal surface. Usnally these OMPs are
highly immunogenic, but are quite variable in the amino acid sequence of their loop
giructures from strain to strain. Examplos of such OMPs aro detailed below.

By “deficient” it is meant that the bleb prepamtion with heterologous
bectericidal activity of the invention has less of the immmmodominant OMP of the
invention on its surface than bicbs made from the comparstor strain. In particular the
bleb preparation with heterologous bactericidal activity should have leas than 98, 95,
90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, or 5% of the amonnt of the immunodominant OMP
23 compared to the same quantity of bleb (as measured by total protein, usnally eround
10 pg of protein) prepared from the comparator strain. This can be assessed, for
instance, by OMP band densitometry on an SDS-PAGE gel, for example as described
in Example 4. Most prefernbly the bleb preparation with heterologons bactericidal
activity of the invention should have none of the immunodominant OMP. The sbove
is also the definition of “deficient® where this document compares the level of
immunodominant OMP on the surfisce of the bleb production strain with respect to the
comparator strain. A bleb or strain may, optiomally, also be deficient in the
imnmonodominant OMP if the OMP is aogimeered not to be surface-axposed on the
outer membrane of the blel/strain, or if the OMP is expressed at the sams lovel but
ono or more surface-exposed loops are engincered to be less variable or
immunodominant by their replacement, nmtation or deletion in order to give blebs
made from such a strain more heterologous bactericidal activity.

Proferably the process of deriving the bleb preparation with heterologous
bactericidal activity from the source meningococcal strain is the same as that used to
derive the blebs from the comparafor strain (prefersbly the method described in
Frederiksen et al. NIPH Annals. 1991, 14:67-80). This noed not bo the oase, however,
partioularly if the reason for the bleb preparation with hsterologous bactericidal
activity being deficient in ths immunodominant OMP is dus to the way that the blebe
aro produced. In such case the standard procedure for blshb production for the
comparator strain is the method as described in Frederiksen et al. (NIPH Annals.
1991, 14:67-80) or Bjuns et al, (NIPH Annals 1991 14:81-93).

The bleb with heterologous bactexicidal activity may be derived from & wild-
type meningococcal strain that is naturally deficient in the immunodominant outer
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membrane protein, or may be derived from meningococcal strains rendered deficient
in the imnumodominant outer membrans protein.

In particular, the bleb with heterologous bactericidal activity can be rendered
deficient in the immmodominant outer membrane protein by genstically-engineering
the production strain to be deficient in the OMP or to produce less or none of the
OMP compared to the wild-type strein from which it is engineered.

By “less or none” it is meant in particular that the strain expresses less than 98,
95, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, or 5% of the amount of the immmumodominant
OMP on its surface as compared to the wild-type strain from which it was engineered.
Most praferably the engineered strain does not express any of the immunodominant
OMP. A strain may also have less or no immunodominant OMP if the OMP is
engineered not to be surface-exposed on the outer membrane of the strain, or,
optionally, if the OMP is expressed at the same lovel but ons or more surface-exposed
loops are engineered to be less varisble or immunodominent by their replacement,
mutation or deletion in order to give blebs made from such a strain mare heterologous

The geno encoding the immunodominant OMP of the invention may be
enginsered in the sbove way by known techniques. In particular the meningococeal
strain may be genetically altered in either the promoter or coding region of the gene
such that the strain produces less or none of said innmmodominant outer membrane
protein. Particular ways thet this may be achieved are described in WO 01/09350. For
instance a transposon (or other sequence) may be inserted to disrupt the coding region
or promoter region of the gene, or point mutations or deletions may achiove a gimilar
result The promoter or coding region may be deleted completely or in part in order to
render the product of the gone less immunodominant (for instence by replacing,
mutating, or deleting immunogenic epitopes present in the surface-exposed loops).
Recambinstion events can be used to dalets, insert, replace or mutate sequences in the
OMP to render them less immunodominant such as the replacement of a strong
promoter for & weaker (or no) promoter. Frumeshift mutations may also be inserted
into the coding region.

Without wishing to be bound by theory, it is thought that the combination of
such a bleb with a bleb with homologous bactericidal activity is effective as a vaccine,
as the bleb with hamologous bactericidal activity is effective against prevalant strains
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in a conniry of use by virtue of bactericidal antibodies being generated against the
immunodominent (but varisble) OMP of the invention, however becauss the
immmnodominant OMP of the invention can immmnologically mask the efficacy of
mare conserved antigens present on the bleb murface (which are preeent st Iower
levels), the bleb with homologous bactericidal activity does not have satisfactory
heterclogous bactericidal activity, with the sbove disadvantages. The blsb with
heterologous bactericidal activity of the invention has this masking removed to some
degree so that the conserved OMPs present at low level in the blebs have more
influence on the host's immme system, and can thus elicit cross-bactericidal
antibodies in a host with satisfactory heterologous bactericidal activity. The
combination of both types of bleb provides a preparation that can be formulsted into
an optimal vaccine for use in a particular country or region.

Profarably the bleb with heterologous bactericidal activity is deficient in (or
has been engineered to have less or none of) an immmmodominant OMP which is one
aor more of the following entigens: PorA, PorB, OpC, OpA or PilC. Preferably the bieb
is deficient in (or has been engineered to have less or none of) ParA.

A preferred bleb preparation with heterologous bactericidal activity of
the invention that is naturaily deficient in PorA is a bleb preparstion isolated from
meningncoccal strein CU-385 (B:4:P1.19,15), preferably isolated by tho method
disclosed in EP 301992-B. PorA is deficient in this strain or bleb compared to the
comparator strain or bleb (o.g. H44/76). Bleb proparutions from this strain (or blobe
from similer strains with equivalent or lower levels of PorA [e.g. less than 25, 22, 20,
15, 10 or 5 % PorA of total bleb protein] as compared with CU-385 or CU-385 blebs)
have been found to be well-mited to be combined with blsb preparations with
homologous bactericidal activity with normal (equivalent or greater — e.g. more than
28, 30, 35, or 40% PorA of total bleb protein) lovels of PorA as compared with
HA44/76 blebs. Such bleb combinations (particalarty those compriaing CU-385 blsbs)
are thus preferred bleb combinations of the present invention Prefersbly PorA
quantities are assessed in the final bleb prepamtions.

Furthermoro, the bleb with heterologons bactericidal activity of the inveation
msay bo further improved in terms of its cross-bactericidal (satisfactory SBA)
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properties. This may be achieved by enhancing the quantity of oertain OMPs on the
surfaco of said bleb.

Accordingly, the bleb with heterologons bactericidal activity of the invention
a8 hereinbefore described is prefersbly derived from an engineered meningococeal
strain which hes upregulated exproasion of one ar mare of the following genes (either
by adding an extra copy of the gens to fhe strain, or by inserting a stronger promoter
upstream of the existing gene, or any other way described in WO 01/09350): NapA
(WO 96/29412), Haf-like or truncates thereof (WO 99/31132 & WO 01/55182; also
Imown as NhbA), Hxp (PCI/EP99/02766), OMP85 (WO 00/23585), "PilQ
(PCI/EP99/03603), PIdA (PCT/BP995/06718), FrpB (WO 96/31618), TbpA
(WO92/03467, US5912336, WO93/06861 and EP586266), ThpB (WO93/06861 and
EP586266), NedA (Comanducci et al J. Exp. Med. 2002 195; 1445-1454), FrpA
and/or FrpC (WO 92/01460; Thompson et al, (1993) J. Bacteriol. 175:811-818;
Thompeon & al, (1993) Infect Immmn. 61:2906-2911), LbpA, LbpB
(PCT/EP98/05117), FhaB (WO98/02547, SBEQ ID NO 3§ [mucleotides 3083-9025]),
HasR (PCI/EP99/05989), lipo02 (PCI/EP99/08315), Tbp2 (WO 99/57280), MRA.
(WO 99/57280), TspA (WO 00/03003), TepB (WO 00/03003) and ctrA
(PCT/EP00/00135).

_ “Upregnlated expression™ refers to any mesns to enhance the expression of an
antigen of inferest, relative to that of the non-modified (i.e., naturally occurring) bleb
or strain. It is understood that the amount of “cpregulation’ will vary depending on
the particular antigen of intorest but will not exceed an amount that will disrupt the
membrane integrity of the bleb, Upregnlation of an antigen refers to exprossion that is
at least 10% higher than that of the non-modified bleb or strain. Preferably it is at
loast 50% higher. Moro preferably it is at least 100% (2, 3, 5 or 10 fold) higher.

It should be understood that mmitivaleni bleb prepamations (or vaccines
comprising such preperstions) of the priar art which muay have the characteristics of
the multivalent bleb proparations of the present invention are not claimed; for instance
any particuler multivalent bleb preperations disclosed in WO 01/09350 (such as a
combination comsisting of blebs derived from all of the following menB strains:
HA4/76, M97/252078, BZ10, NGP165 and CU385, or combinations congisting of
bicbs from CU385 and ane ar more bieb preparations detived from ane or more of the
other 4 streins) are not claimed, nor are sny particulsr multivalent bleb preparations

11
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disclosed in WO 02/09643 (such as a combination consisting of blebs derived from all
of the following meningococcal strains: MenC RM1090, MenB BZ198, MenA Z1092,
or combinations consisting of a pair of bleb preperations derived from any pair of
these 3 strains), nor are any particular mmltivalent bleb preparations disclosed in WO
01/91788.

YVaccine Forgmolti

A preferred embodiment of the invention is the formulation of the multivalent
bleb compositions of the invention in a vaccine for the treatment or prevention of
neisgerial (preferably meningococcal) disease which may also comprise a

The manufiacture of bleb preparations from any of the aforementioned strains
(unless otherwise stated) may be achieved by mmy of the methods well known to a
skilled person. Preferably the methods disclosed in EP 301992, US 5,597,572, EP
11243 or US 4,271,147, Frederikson ot al. (NIPH Annels [1991], 14:67-80), Zollinger
et al (J. Clin. Favest. [1979], 63:836-848), Saunders et al. (Infect. Immmum. [1999],
67:113-119), Drabick et al. (Vaccine [2000], 18:160-172) or WO 01/09350 (Example
8) are used. In general, OMVs are extracied with a detergent, preferably deoxycholate,
and nucleic acids are optionally removed enzymatically. Purification is achieved by
ultracentrifugation optionally followed by size exclusion chromatogrephy. The 2 or
more different blebs of the invention may be combined in a xingle container to form a
rmultivalent preparation of the invention (although e preparation is also considered
multivalent if the different bleba of the invention are separate compositions in separate
containers which are administered at the same time [the same visit to a practitioner] to
a host). OMV preparations are usually starilised by filtration through a 0.2 yum filter,
and are preferably stored in a sucrose solution (e.g. 3%) which is known to stabilise
the blob preparstions.

It should be noted that the blebs constituting the multivalent bleb preparations
of tho invention are derived from genetically diverse strams (i.e. & comparison of all
the bleb-producing strains used to make the preparations of the invention shows that
more then 3 % of the open-reading frames of the genome of any given strain have
genetic differences with the respective open-reading frames of the genomes of the
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other strains used). Most prefarubly, howevex, the multivalent bleb preparations of the
invention are derived entirely from meningococcus B strains.

Veccine preparation is generally described in Vaccine Design (“The subunit
and adjuvant approach” (eds Powell M.F. & Newmsan M.J.) (1995) Plenum Press New
Youk).

The multivalent bleb compositions of the present invention may be adjuvented
in the vaccine formulation of the invention. Suitable adjuvants incinde an aluminium
salt such as alumimum hydroxide gel, alum, or ehminium phosphate (preferably
aluminiom hydroxids), byt may also be a salt of calojum (particularly calciom
carbonate), ivon or zinc, or may be an insoluble suspension of acylated tyrosine, or
acylated sugars, cationmically or aniomically derivatised polysaccharides, or
polyphosphazenes.

Suituble Thl adjuvant systems that may bo used include, Monophoaphaoryl
lipid A, particularly 3-de-O-acylated monophosphoryl lipid A (or other non-toxic
dexivatives of LPS), and a combination of monophosphoryl lipid A, preforebly 3-de-
O-acylated monophosphoryl lipid A (3D-MPL) [or non toxic LPS derivatives)
together with an aluminium salt. An enhanced system involves the combination of a
monophosphoryl lipid A and a saponin derivative particularly the combination of
QS21 [or other saponin] and 3D-MPL [or non toxic LPS derivative] as disclosed in
WO 94/00153, ar & less reaciogenic composition where the QS21 [or ssponin] is
quenched with cholesterol as disclosed in 'W096/33739. A particularly potent
adjuvant formulation involving QS21, 3D-MPL and tocopherol in en oil in water
emulsion is described in W(095/17210 and is & preforred formnlation.

The vaccine may comprise a saponin, mare preferably QS21. i may also
comprise en oil in water emulsion and tocopherol. Unmethylated CpG containing
oligo mucleotides (WO 96/02555) are also prefarential inducers of a TH]1 response and
are suitable for use in the present invention.

The vaccine preparation of the present invention may be used to protect or
treat a mammal susceptible to infection, by means of administering said vaccine via
intramuscular, intraperitoneal, intradermal or subcutanecus routes; or vig mucosal
administration to the oral/alimentary, respiratory, genitourinary tracts. Thos one
aspect of the present invention is a method of immunizing a human host against a
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disease camsed by ncisserial (preferably meningncoccal) bacteria, which method
comprises administering to the host an immunoprotective doss of the multivalent bleb
proparation of the present invention.

The amount of bleb in each vaccine dose is selected as an amount which
induces an immunoprotective response without significant, adverse side effects in
is employed and how it is presented. Generally, it is expected that each dose will
comprise 1-100pg of cach bleb (in tarms of protein), preferably 5-50ug, and most
typically in the range 5 - 251g Therefore for a hivalent bleb vaccine of the. invention
each dose may typically include 2 x 25ug of bleb.

An optimal emount of each bleb in & particular vaccine can be ascertained by
standard studies involving observation of appropriste immmme regponaes in subjects.
Following an initial (primary) vaccination (typically 3 administrations, prefrably in
the first year of life or within a single year daring adolescence, for instance at 0, 2 and
4 months, or 0, 1 end 6 months), subjects may receive ono or several booster
immumisations (after 1 year following the first primary administration) adequately
spaced. The vaccine of the invention may be used to immunize babies in the first year
of life, 2-4 year olds, or adolescents. It is particolarly advantageous in eliciting
satisfactory heterologous bactericidal activity in babies in the first year of life.

st o Killed Wholo ool yaoct
The inventors emvisage that the shove improvements to mmitivalent bleb
preparations sud vaocines can be casily extended to ghost or killed whols call
preparations and vaccines (with identical advantages). The meningococcal strains
used to make the multivalent blcb preparations of the invention can elso be used to
mado multivalent ghost and killed whole cell preparstions. Methods of making ghost
proparations (empty cells with intact envelopes) from Gram-negative strains are well
known in the art (see for axample WO 92/01791). Methods of killing whols cells to
make insctivated cell preparations for use in vaccines are also well known. The terms
*bleb proparations’ and *bleb vaccines’ as well as the processes described throughott
this document are therefore applicable to the terms ‘ghost preparation’ and ‘ghost
vaccine’, and “killed whole cell properation’ end ‘killed whole cell vaccine’,
respectively, for the purposes of this invention.

14
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Preferred Vaccine Compositions of the inventigr

A profinred vaccine of the invention as described above which is particularly
suitable for use in a vaccination program in New Zealand or Europe (preferably the
Buropean Union) comprises a nmltivalent bleb composition of the invention where the
bleb with homologous bactaricidal activity is dexrived from a meningococcal strain
with a serosubtype of P1.4.

A profeared vaccine of the invention as described above which is perticularly
suitsble for use in a vaccination program in USA comprises a multivalent bleb
composition of the invention where the bleb with homologous bactericidal activity is
derived from a meningococcal strain with a serosubtype of P1.7,16, and optionally
further blebs with homologous bactericidal activity are also included derived from one
or more (2, 3 or all 4) meningococcal strains with serosubtypes selected from the
following list: P1.7,1 ; P1.5,2 ; P1.22a,14 ; and P1.14.

A preferred vacoins of the invention as described above which is particularly
suiteble for use in a veccination progrmn in Norway comprises a multivalent bleb
composition of the invention where the bleb with homologous bactericidal activity is
derived from a meningococcal strain with a serosubtype of P1.16.

For all the above veccines, the bleb with heterologous bectericidal activity that
ﬁoﬁednecompﬁmispmﬁmblydorhedﬁumﬁdnCU—SSS(ordnﬂhmﬁuor
bleb prepamations which have equivalent or less PorA than CU-385 or CU-385 blebs,
respectively, as described herein). As described above, it is then further preferred that
the above-listed bleb with homologous bactericidal activity or the strain from which it
is derived has equivalent or more PorA than H44/76 bleb, or strain, respectively.
Preferably PorA quantities aro assessed in the final bleb preparations.

Vaccine Combinafi

A farther aspect of the invention is veocine combinations comprising the
multivalent bieb preparations or vaccines of the invention with other antigens which
are advantageously used against certain diseass states. it has been found that blebs are
particularly suitable for formmiating with other entigens, as they advantageously have
an sdjuvant effect on the sntigens they are mixed with.

15
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In one preferred combination, the multivalent meningoccocal bleb preparations
or vaccines of the invention are formuiated with 1, 2, 3 or preferably all 4 of the
following meningococcal capsular polysaccharides which may be plain or conjugated
to a carrier comprising T-cell epitopes (prefarably a protein carmrier such as tetarms
toxoid, diptheria toxeid, or CRM197): A, C, Y or W. The term “polysaccharide” is
intended to cover unsized or sized polysaccharides, or sized oligosaccharides.
PrdmblyatleastCdemimhdedinaEmvpmncdm.atlmﬂCin_imhﬂed
in 2 US vaccine, and at least A end C are included in a vaccine for an Africen, South
American, or equatorial country. Such a vaccine may be advantageously used ag a
global meningococcus veccine.

In a firther prefered embodiment, the mmiltivalent bleb preparations or
vaccinos of the invention (prefersbly formmlated with 1, 2, 3 or all 4 of the plsin or
conjugsted meningococcal capsular polyssccharides A, C, Y or W) are formmlated
with a conjugated H. influenzae b capsular polysaccharide, and/or one or more plain
or conjugsied preumococcel capsular polysaccharides, Optionally, the veccine may
also comprise one or more protein sntigems that cen protect a host against
Streptococcus pnsumoniae infection. Such a vaccine may be advantageonsly used as a

The pneumococcal capsuler polysaccharide emfigens ere proferably selected
from serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19A, 19F, 20, 22F, 23F and 33F (most proforably from serotypes 1, 3, 4, 5, 6B, 7F,
9V, 14, 18C, 19F end 23F),
which are exposed on the outer surface of the pnenmmococcus (capable of being
recoguised by a host’s immune system during at least part of the life cycle of the
PROUMOCOCCNS), o are proteins which ure secreted or relgased by the pneumococcns.
Most preferably, the protein is s toxin, adhesin, 2-componsnt signal trenducer, or
lipoprotein of Streptococcus preumonias, or truncate or immumpologically functional
equivalent thereof. Particularly preferred proteins include, but are not limited to:
pnoumolysin (preferably detoxified by chemical treatment or mutation) [Mitcheil af al.
Nucleic Acids Res. 1990 Jul 11; 18(13): 4010 "Comparison of pnoumolysin genes
and proteins from Strepfococcus preumonias types 1 and 2.", Miichell et al. Biochim
Biophys Acta 1989 Jan 23; 1007(1): 67-72 "Expression of the pnenmolysin gene in
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Escherichia coli: rapid purification and biological properties.”", WO 96/05859 (A.
Cymamid), WO 90/06951 (Paton et al), WO 99/03884 (NAVA)]; PspA and
transmembrune deletion vatiants thereof (US 5804193 - Briles e al.); PepC amd
transmembrane deletion variants thereof (WO 97/09994 - Briles et al); PraA and
tramamembrane deletion variants thereof (Bery & Pstom, Infect Immmm 1996
Dec;64(12):5255-62 "Sequence heterogeneity of PeaA, a 37-kilodalton putative
adhesin essentinl for viralance of Streptococcus pneumoniae™); pneamococcal choline
binding proteins snd transmembrame deletion variamts thereof ChpA. and
tranamembrane deletion varianis thereof (WO 97/41151; WO 99/51266);
Glyceraldehyde-3-phosphate — dehydrogenase (Infect. Imm. 1996 64:3544); HSP70
(WO 96/40928); PopA (Sanchez-Beato ot al. FEMS Microbiol Lett 1998, 164:207-
14); M like protsin, SB patent epplication No. EP 0837130; and adhesin 18627, SB
Patent application No. EP 0834568. Further prefirred pneumococcal protein antigens
aro thoso disclosed in WO 98/18931, particularly thoae selected in WO 98/18930 and
PCTNIS99/30390.

Further prefirred Streptococcus preumoniae protein antigens of the invention
are selected from the group consisting of Poly Histidine Triad family (Pht; in
partioular PhtA, PhtB, PhtD, or PhtE), Lyt family (in particalar LytA, LytB, or LytC),
SpsA, Sp128, Sp130, Sp125, Spl0l and Spl33, or truncate or immunologically
functional equivalent thereof.

For the purposes of this invention, “immunalogically finctionsl equivalent” is
defined as a peptide of protein camprising at least ane protective epitope fram the
protoins of the invention. Such epitopes are characteristically surfece-exposed, highty
consexved, and can elicit a bactericidal antibody response in a host or prevent toxic
affects. Prefarably, the fimctional equivalent has at least 15 and preferably 30 or more
contiguous smino acids from fhe protein of the invention. Most prefarably, fragments,
deletians of the protein, such as trsnsmembrens deletion variants thereof (ie the use of
the extrucellvlar domain of the protains), fusions, chemically or genetically detoxified
derivatives and the like cen be used with the proviso that they are capable of mising
subatantially the seme immmme regponse as the native protein. The position of
potential B-cell epitopes in 2 protein sequance msay bo readily destermined by
identifying peptides that are both surface-axposed and sntigenic using & combination
of two methods: 2D-structure prediction and antigenic index prediction. The 2D-
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structure prediction can bo mado using the PSIPRED program (from David Jones,
Brunel Bioinformatics Group, Dept. Biological Sciences, Brunal University, Uxbridge
UBS 3PH, UK). The antigenic index can be calculsied on the basis of the mathod
described by Jameson and Wolf (CABIOS 4:181-186 [1988]).

The Strepiococaus presmoniae protuin of the invention is preferably selected
from the group consisting of a protein from the polyhistidine triad family (Pht), a
protein from the Lyt family, a choline binding protein, proteins having an LPXTG
motif (where X is any amino acid), proteins having a Type II Signal sequence motif of
LXXC (where X is any amino acid), and proteins having a Type I Signal sequence
motif Preferred examplos within these catopories (or motifs) are the following
proteins (or trancate or immunologically functional equivalent thereof):

The Pht (Poly Histidine Triad) fmily comprises proteins PhtA, PhiB, PhiD,
and PME. Tho family is characterised by a lipidation sequence, two domains
separated by a proline-rich region and several histidine triads, possibly involved in
metal or mucleoxide binding or enzymatio activity, (3-5) coiled-coil regions, a
conserved N-terminns and a heterogeneous C termirms. It is present in all strains of
poeumococci tested. Homologons proteins have also boen found in other Streptococei
md Nelsseria. Preforred members of the family comprise PhtA, PhiB and PhiD.
More preferably, it comprises PitA or PhiD. It is understood, however, that the tams
Pht A, B, D, and E refer to proteins having sequences disclosed in the citations below
as well as naturally-occurring (end man-made) varisnts thereof that have a sequence
homology that is at least 90% identical to the referenced proteins. Preferably it is at
least 95% identical and most preferably it is 97% identical.

With regards to the Pht proteins, PhtA is disclosed in WO 98/18930, and is
also referred to Sp36. As noted above, it is & protein from the polyhistidine triad
family end has the type II signal motif of LXXC.

PhtD is disclosed in WO 00/37105, and is also referred to Sp036D. As notexd
above, it also is a protein from the polyhistidine triad family and has the type Il LXXC
signal motif

PhtB is disclosed in WO 00/37105, and is also referred to Sp036B. Another
member of the PhiB family is the C3-Degrading Polypeptide, as disclosed in WO
00/17370. This protein also is flom the polyhistidine trisd fkmily and has the type II
LXXC signal motif. A preferred immunologically functional equivalent is the protein
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Sp42 disclosed in WO 98/18930. A PhtB truncate (spproximately 79kD) is disclosed
in WO99/15675 which is also considered s member of the PitX family.

PME iz discloged in WOO(/30299 and is refarred to as BVH-3.

SpaA is a Choline binding protein (Cbp) disclosed in WO 98/39450.

The Lyt family is membrane aasociated proteins associsted with cell lysis. The
N-terminal domain comprises choline binding domain(s), however the Lyt family does
not have all the features found in the choline binding protein fumily (Cbp) family
noted below and tims for the present invention, the Lyt family is considered distinct
from the Cbp family, In contrast with the Cop family, the C-terminal domain containg
the catelytic domain of the Lyt protein fsmily. The family comprises LytA, B and C.
With regards to the Lyt fumily, LytA is disclosed in Ronda ot al, Bur J Biochem,
164:621-624 (1987). LytB is disclosed in WO 98/18930, and is also refired to as
Sp46. LyiC is also disclosed in WO 98/18930, and is also referred to us Sp9l. A
preferred member of that family is LytC.

Another preferred embodiment are Lyt family truncates wherein “Lyt” is
defined above and “truncetes™ refers to proteins lacking 50% or more of the Choline
binding region. Preferably such proteins lack the entire choline binding region.

Sp125 is an example of a poeumococcal surface protein with the Cell Wall
Anchored motif of LPXTG (where X is any amino acid). Any protein within this clags
of pneumococeal surface protein with this motif has been fivmd to b usaful within
the context of this invention, and is therafore considered s further protein of the
invention. Sp125 itself is disclosed in WO 98/18930, and is also known as ZmpB - a
zinc metalloproteinase,

Sp101 is disclosed in WO 98/06734 (where it has the refirence # y85993, It is
characterised by a Type I signal sequence.

Sp133 is disclosed in WO 98/06734 (whee it has the referencs # y85992. It is
also characterised by a Type I signal sequence.

Sp128 and Sp130 are disclosed in WO 00/76540.

The proteina used in the present invention are prefersbly selected from the
group PhiD and PhtA, or a combination of both of these proteins, or a combination or
either ar both with CbpA.
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Further aspects of the invention provide: a method of mannfactoring the
mmitivalent meningococcal bleb composition or the wvaccine of the inmvention
comprising the step of combining a bleb with hemologous bactericidal activity with a
bleb with heterologous bactericidal activity; a method of preventing or treating
neisserial, preferably meningococcal, disease comprising the step of administering en
immunologically effective amount of the vaccine of the invention (usually with a 3
dose primary immunisation scheme, preferably where each immumnisation is separated
by 1-2 months, and optionally boosted) to a host in need thereof (proferably a 2-4 year
old or adolescent human, and edvamtageously for an infimt of less than two [preferably
one] years); and the use of en immunologically effective amount of the vaccine of the
invention in the manufacuture of a medicament for the prevention or treatment of
neisgerial, preferably meningococcal, discaso (perticularly where the provention of
treatment is via a a 3 dose primary immunisation scheme [preferably where each
immunisation is separated by 1-2 months, and optionally boosted] end/or the
ptuvmﬁmormmofdilmeisinahﬁm-mlyaumoldor
sdolescent, and advantagecusly an infimt of less them two [preferably one] years).

20



10

15

WO 0¥/105890 PCT/EPOING0%4

EXAMPLES

known end routine to those of akill in the axt, except where otherwise described in detail
The examples are illustrative, but do not limit the invention.

A nmmber of efficacy trials have been performed with serogroup B OMV

vacoines, Two specific OMV vaocines were developed to combat epidemic sitnations
in Cuba and Norwsy due mostly to singlo serogubtypes, io. 4P1.15 snd 15:PL16,
respectively. Both efficacy trials have been performed in teenagems in a placebo-
controlled donble-blind fashion. In Cuba an efficacy of 83% (confidence limits: 42%-
95%) was found with a follow-up time of 16 months (Sieca NIFH Amnals 1991,
14:195-207) whilst in Norway an efficacy of 57% was found with & follow-up time of
29 months (lower confidence limit: 27%) (Bjune et al. NIPH Amnals 1991 14:81-93),
In Norway the efficacy was 86% at e follow-up time of 10 months, and a later third
(Rosenquist, Infenct. Fmmun, 1995 63:4642-4652). Since both trials wers performed
in & mostly type-homologons setting, no conclusions conld be made about cross-
protection.

When compared to the Norwegian veccine in two head-to-head trials and using
croag-bactericidal activity egamst the respective strains, the Caban vaccine appears to
induce a higher Ievel of cross-bactericidal activity (see Table I).
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Table 1: Sarum Bactericidal Activity (SBA) induced by the Finlqy meningoccocal BC
vaccine - 96 of SBA responders (Post dose 3)

Jeelandie trial ( Perkins et al, JID, 177, 1998, 683-691
Age N 15:PLI6 4PL1S 4P14
{(Norwegim (Coban (NZtypo) |
Pinlty 1619yn | 74 M) 4“4 36
NIPH 75 84 31 77
T Chilean trial (Tappero, JAMA, 281, 1999, 1320-27)
15:P1L.16 4:P1.15

Fishy <lyr 51 31 90

24 yrs 48 4 8

17-30ym | 53 56 67
NIPFH <lyr 50 98 2

24yn 5 93 M

17-30 y» 50 96 46

g‘Mme-np—ﬂum-_hhmmmme
Infleis and children weore given fixes dose of Finksy or sonirel (Hib) vaceine two monfhs epert.

In adulls, the two fist doscs ware given 2 nonfh spurt. The 3™ dass was given 2 montie sfier the 2™ doss in the Cidle
sindy md one yoar sfer the 2™ dose fn the kcalxndio trial.
Ploed pumples were talom pricr 0 vacoinstion snd 4-5 weaky sftor the scend end thind vanaination

The present inventors have determined that when comparing bactericidal
activity, the Norwegian vaccine leads to & more strain-specific response, whilst the
Cuban veccine induces mare cross-bactericidal activity. Purthermore, the present
inventors believe the Cuban bleb vaccine has such an activity because it is deficient in
an immuonodominent OMP, in particnlar PorA. Although deficient in PorA, sufficient
is present for homologous bactericidal astivity to be also demonstrated with the Cuban
vaccine.

The present inventors have found that a multivalent vaccine comprising a bleb
with homologons bactericidal activity (having e serosubtype prevalent in the country
of use) and a bleb with heterclogous bactericidal activity provides en optimal vaccine
which protects agginst locally prevalent eopidemic strains, yet also provides
heterologous protection which lowers the chance of the emargence of new serogroup
B strains that could occur after implementstion of a national mass immmmisation
campaign when the epidemic strain will decrease in prevalence,

An optimal vaccine for Burope and/or New Zealand will incorporate a
combination of two soparate blebs: P14 (epidemic strain) and P1.15 (with
heterologous bactericidal activity - for instance OMV derived from strain CU-385
used to prepare the commercialised Cubsn VA-MENGOC-BC® vaccine). This

p: 2 o
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combinsation sime to provide homologous P1.4 protection as well retaining the
heterologous protection of the Cuban P1.15 strain.

The above multivalent vaccine was made (25 ng of éach bleb in each hmman
dose, adjuvented with aluminfum hydroxide).

The monovalent and bivalent bleb preparations were tested to examine
whether any imumume interference resulted in combining the blebs together.

The level of induced fimctional antibodics was evaluated by a bactericidal test
performed in mice with pooled serum samples.

Briefty, groups of 10 BALB/c mice (6-8 weeks oki) were injected twice with
the equivalent of 10 pug of protein of the adsorbed monovalent or bivalent bulks on
day 0 and day 21. Blood samples were taken on day 35. Determination of the
bactericidal sctivity in the sera was based on the property of the antibodies to indnce
bacterial lysis by complement activation. After incubsting the sers with viable
meningococcus B (both the CU-385 and P1.4 New Zealand strains were tested), in the
presence of rabbit complement, the mumber of colony forming wmits (CFU) in the
serum samples was determined. The Bactericidal titre is the latest serum dilution that
gives more than 50% of killing.

Based on the results, the bivalent vaccine is immumogenic and induces
functional entibodies. There was no indication of immune interference when the two

Outer-membrans vesicle samples (made essemtially as described in NIPH
Annals 1991 14:67-80) from strains CU3B5, H44/76 and N150/88 were compared by
SDS-PAGE for PorA expression level. Samples were run on Novex 4-20% gels. In
Figure 1, 10 and 20 pg (Lowry detormination) of materials were loaded per well,
while in Figure 2, 10 pg of materials were loaded in duplicates for each strain. After
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Coomagsie Blus staining, 3 major bands were detected in the 3 straina: ParA (about
38KDa) PorB (sbout 36 Kda) and RMP (about 33 Kda). Tho detected bands on lanes
loaded with 10 pg of material were scanned with two different densitometers:
Pharmacia Imagescanner densitometer, using 1D-Elite software, and Biorsd
desitometer, using MulfiAnalist sofware. DO values were computed in order to
determine tho relative expression level of PorA for cach strain. For each lane, the
PorA lovel was expressed in % of the total of protein detected.

The results (table I below) show that the relative level of expression of PorA
is lower in CU385 compared to the 2 other strains: PorA. accounted for only about
20% of the total dstected proteins in CU385 blebs, while it measured around 40 and
30% of protein in bleba from streins N150/88 and H44/76, respectively.



Table 1
Relative Intensity of PorA, PorB and RMP In SDS-PAGE for
different strains of MenB .
] 1
Mult- 1D-Elite
Anallst
Fig1 |Fig2(n1)|Fig2(n2)| Mean % Fig1 |Fig20n1)|Fig2@n2)| Mean% Mean %
N150/8 PorA 24 4156 A7 42 3758 3842 3533 ET) 39
PorB 248 287 2408 23 2328 2196 25 23 23
RMP 7230 1080 101 T 925 891 057 10 11
Othar 288 | 2358 | BB 24 2088 | 3270 | 3216 32 28
100 100 100
CUSE5 PorA 22 2050 2021 21 Zew | ®w | A 21 21
PorB 74 45.00 4585 45 4837 397 43.05 44 45
RMP 1882 1758 7.3 18 13.02 1438 14.12 14 16
Other 1543 877 16.12 16 1063 Z1A8 A2 20 18
100 100 100
H44/T8 1706 | PorA Z0.78 3025 288 30 28.70 2702 2831 20 29
PorB 3965 A3 | 411 a1 4273 | 4234 22 a2 a2
RMP 1667 16.68 1488 16 1642 1545 1628 13 16
Other 1383 | 1208 24 14 211 143 w1 | 14 14
100 100 100

068501/60 OM
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‘We Clajm:

1. A muyltivalent meningococcal bleb composition comprixing at least one bleb
with homologous bactericidal activity which is derived from a meningococeal strain
with a serosubtype that is prevalent in & country of use, and at least one hleb with
heterologous bactericidal activity which is dexived from a meningococcal strain which
need not have & serosubtype that is prevalent in the country of use.

2. The multivalent meningococcal bleb composition of claim 1 wherein the bleb
with heterologous bactericidal activity is deficient in an immmodominent outer
membrans protein compared to blebs derived from wild-type strain H44/76, and the
bleb with homologous bactericidal activity is not deficient in said immunodominant
outer membrane protein compared to blebs derived from wild-type strain H44/76.

3 The muliivalent meningococcal bleb composition of claim 2 wherain the bleb
with heterologous bactericidal activity is desived from a wild-type meningoooccal
gtrain that is natmrally deficient in said immonodominant outer membrans protein.

4  The multivalent memingococcal bleb composition of claim 2 wherein the bleb
with heterologous bectericidal activity is derived from u genotically-caginoered
meningococcal strain that produces less or none of said immmodominant onter
membmane protein compared to the wild-type strain. ’

5.  The pmltivalent meningococcal bleb composition of claim 4 wherein said
genetically-engineered meningococcal strain has been genctically altered in either the
promoter or coding region of the gens encoding the irmmmodominamt outer
membrens protein such that the strain produces less or nons of sxid imrmmodominant
outer membrane protein. '

6. The multivalent meningococcal bleb composition of claims 2-5 wherein the
immunodominsmt onter membrane protein is PorA.
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7. Ths muiltivalent meningococcal bleb camposition of claim 2 or 3 wherein the
immmnodominant outer meambrane protein is PorA, and the bleb with heterologous
bactericidal activity is derived from meningococcal strain CU-385 (B:4:P1.19,15).

8. A multivalent meningococcal bleb composition comprising a bleb preparation
deficient in PorA compared to blebs made from strain H44/76 and a bleb proparation
that is not deficient in PorA compared to blebs mado from strain H44/76.

9. The multivalent meningococcal bleb composition of claim 8, wherein the bleb
preparation deficient in PorA has less than 22% PorA of total bleb protein.

10. The multivalent meningococcal bleb composition of claim 8 or 9, wharein the
bleb prepamtion not deficient in PorA has more than 28% PorA of total bleb protein.

11.  The mmiltivalent meningococcal bleb composition of claims 8-10, wherein the
bleb preparation deficient in PorA is derived from the meningpcoccal CU-385 strain.

12. A vaccine for the treatment of neigserial, preferably meningococcal, disease
comprising the multivalent meningococcal bleb composition of claims 1-11, and a
phermaceutically acoeptable excipient.

13. The vaccine of claim 12 additionally comprising one or more plain or
conjugated meningococcal capsuler polysaccherides selected from the following list of
serotypes: A, C, Yand W.

14. The vaccine of claim 12 or 13 suitable for vee in New Zealand or Burope
wherein the bleb with homologous bactericidal activity or the bleb preparation that is
not deficient in PorA is derived from a meningococeal strain with a serosubtype of
Pl14.

15. The vaccine of claim 12 or 13 suitable for use in USA where the bleb with
hamologous bactericidal activity or the bleb preparation that is not deficient in PorA is
derived from a meningococcal strein with a serosnbtype of P1.7,16, and which

27
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optionally comprises forther blebs with homologous bactericidal activity derived from
one or more meningococcal straing with serosubtypes salected from the following list:
P1.7,1;P1.5,2;P1.22a,14 ; snd P1.14.

16.  The vaccine of claim 12 or 13 suitable for use in Norway wherein the bleb
with hamologous bactericidal activity or the bleh preparation that is not deficient in
PorA is derived from a meningococcal strain with a serosubtype of P1.16.

17. A method of mamfactrring the multivalent meningococcal bleh composition
of claims 1-11 or the vaccine of clsima 12-16 comprising the step of combining the
bich with homologous bactericidal activity with the bleb with heterologous
bactericidal activity, or the step of combining the bieh preparation that is not deficient
in PorA with the bleb preparation that is deficient in PorA.

18. A method of preventing or treating neisserisl, preferably memingococeal,
discase comprising the step of administering in immunologically effective amount of
the vaccine of claims 12-16 to a host in need thereof

19.  The use of an immunoclogically effective amount of the vaccine of claims 12-
16 in the mannfacuture of & médicament for the prevention or treatment of nainserial,
prafersbly meningococcal, disease.

28
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Figure 1
Novex 2-20% 10wells 1mm Cat n"ECB02B
Coomansis G250 Gel type: reducing {(EtBH)

Gel code: 2071541-393

Gal n* 2030

Lane definitione
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COMPOSICION VACUNAL

MEMORIA DESCRIPTIVA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencibn se relaciona con el campo de los compuestos
vacunales de Neisseria; su produccidon y uso en la medicina. Se relaciona mas
especlficamente con el campo de las novedosas vacunas antimeningoctecicas
multivalentes de vesiculas de membrana extema y de métodos ventajosos para que
las mismas sean mas efectivas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Neisseria meningitidis (meningococo) es una bacteria Gram-negativa que se
aisla frecuentemente del tracto superior respiratorio de los humanos. En ocasiones
provoca enfermedades bacterianas invasivas como bacteriemia y meningitis. La
incidencia de la enfermedad meningocéccica muestra diferencias con respecto a las
zonas geograficas, estaciones y temporada del afio (Schwartz, B., Moore, P.S.,
Broome, C.V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (Supplement), S18-S24, 1989). La mayor
incidencia de la enfermedad en los paises con climas templados se debe a las cepas
del serogrupo B y varia desde 1-10/100,000/poblacién total afio, alcanzando en
ocasiones valores superiores (Kaczmarski, E.B. (1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7:
R55-9, 19985; Scholten, R.J.P.M., Bijimer, H.A., Poolman, J.T. et al. Clin. Infect. Dis.
16: 237-248, 1993; Cruz, C., Pavez, G., Aguilar, E., et al. Epidemiol. Infect. 105; 119-
126, 1990). Las incidencias especificas de la edad en los dos grupos de alto riesgo,
infantes y adolescentes, alcanzan niveles superiores.

Las epidemias dominadas por los meningococos del serogrupo A,
mayormente en Africa central, algunas veces alcanzan niveles de hasta
1000/100,000/afio (Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V. Clin. Microbiol. Rev. 2
(Supplement), S18-S24, 1989). Casi todos los casos de enfermedad meningocdccica
en su conjunto son provocados por los meningococos de los serogrupos A, B, C, W-
135 y Y. Se encuentra disponible una vacuna tetravalente (A, C, W-135, Y) de
polisacarido capsular (Armand, J., Amminjon, F., Mynard, M.C., Lafaix, C., J. Biol.
Stand. 10: 335-339, 1982).

En la actualidad se estdn mejorando las vacunas de polisacaridos
conjugandolas quimicamente con proteinas portadoras (Lieberman, J.M., Chiu, S.S.,
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Wong, V.K, et al. JAMA 275 ; 1499-1503, 1996). No se cuenta con una vacuna del
serogrupo B ya que el polisacarido capsular B no @s inmunégeno. Esto se debe
fundamentalmente a que éste comparte una similitud estructural con los
componentes hospederos (Wyle, F.A., Artenstein, M.S., Brandt, M.L. et al. J. Infect.
Dis. 126: 514-522, 1972; Finne, J.M., Leinonen, M., Makel&, P.M. Lancet ii.: 355-357,
1983).

Es por eso que durante afios los esfuerzos se han centrado en el desamollo de
vacunas basadas en vesiculas de membrana externa del meningococo (de Moraes,
J.C., Perkins, B., Camargo, M.C. et al. Lancet 340: 1074-1078, 1992; Bjune, G.,
Hoiby, E.A. Gronnesby, J.K. et al. 338: 1093-1096, 1891). Estas vacunas tienen la
ventaja de incluir algunas proteinas integrales de membrana externa con una
adecuada conformaciéon que permite inducir una respuesta inmunoldgica protectora
cuando se administra a un hospedero. Ademas, las cepas de Neisseria (incluyendo
N. meningitidis serogrupo B — menB) excretan vesiculas de membrana extema en
cantidades suficientes que permiten su produccién a escala industrial. De manera
alternativa, las vesiculas pueden prepararse mediante meétodos conocidos que
comprenden la extraccion con detergente de las células bacterianas (EP 11243),
cuyo beneficio es eliminar algunas endotoxinas (lipo-polisacaridos o LPS) de la
vacuna.

Estas vacunas multicompuestas de proteina de membrana extema, que se
derivan de las cepas menB tipo salvaje, han mostrado eficacias desde 57% - 85% en
nifios mayores (>4 afios) y adolescentes y han sido registradas en Ameérica Latina.
La mayoria de estos ensayos de eficacia se realizaron con VME (vesiculas de
membrana externa) de menB a través de un proceso de extraccion con detergente.

Muchos componentes bacterianos de membrana exierna estin presentes en
estas vacunas, tales como PorA, PorB, Rmp, Opc, Opa, FrpB y su contribucién a la
proteccién observada aun requiere mas definicién. Se ha definido también que otros
componentes bacterianos de membrana externa (utilizando anticuerpos de animales
o humanos) exhiben relevancia potencial en la induccién de inmunidad protectora,
tales como TbpB, NspA (Martin, D., Cadieux, N., Hamel, J., Brodeux, B.R., J. Exp.
Med. 185: 1173-1183, 1997; Lissolo, L., Maftre-Wilmotte, C., Dumas, p. et al., Inf.
Immun. 63: 884-880, 1995). El mecanismo de esta inmunidad supondra la actividad
bactericida mediada por los anticuerpos y la opnosofagocitosis

En muchos palses europeos, la frecuencia de las infecciones por Neisseria
meningitidis ha aumentado en las ultimas décadas. Esto es atribuible a la creciente
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particularmente si 2, 3 6 4 preparados de vesliculas con actividad bactericida homéloga
se incorporan en la vacuna) en términos de porcentaje entre las cepas de todos los
serosubtipos causantes de la enfermedad meningocéccica en el pals (regiébn o
continente) — es decir, cepas aisladas durante vigilancia activa en laboratorios de la
enfemedad meningocdccica en un pals, regibn o continente. Preferiblemente el
serosubtipo de esa vesicula constituye mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30,
40, 50 6 60 % de todos los serosubtipos causantes de la enfermedad meningocéccica
en el pals (regién o continente).

Si un preparado de vesiculas con actividad bactericida hombloga se incluye en
un compuesto, es preferible que se derive de una cepa con un subserotipo de mayor
prevalencia en el pals (regién o continente); si se incluyen dos, tres o cuatro, entonces
es preferible que las cepas ulilizadas cubran los dos, tres o cuatro
{respectivamente)subserotipos de mayor prevalencia.

“Cepa meningocdccica que no necesita tener un serosubtipo que prevalezca en
el pals de uso” quiere decir que la vesicula puede derivarse (pero no necesariaments)
de una cepa meningococcica que no proviene del serosubtipo de mayor prevalencia (
0 es segundo, tercero, cuarto, quinto o sexto) en téminos de porcentaje entre las
cepas de todos los serosubtipos causantes de la enfermedad meningoctccica en el
pais (region o continente) — es decir, cepas aisladas durante vigilancia activa en
laboratorios de casos esporéddicos de enfermedad meningocdccica en un pals, regién
o continente. En ese caso, es preferible que el serosubtipo de esa vesicula constituya
menos del 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 6 60 % de todos los
serosubtipos causantes de la enfermedad meningocéccica en el pals (regién o
continents).

“Derivada de una cepa meningocéccica” quiere decir que la vesicula se aisla de
la cepa meningocécecica utilizando cualquier método conocido — como es el aislamiento
libre de detergente, o procesos que requieren detergente (como el deoxicolato) en el
aislamiento.

Preparados de vesiculas que poseen “actividad bactericida homdloga® o
“actividad bactericida heterdloga” quiere decir que los preparados de vesiculas inducen
actividades bactericidas de suero (ABS) satisfactorias al administrarse a un hospedero
contra cepas meningocdccicas homoélogas o heterblogas, respectivamente.

La ABS es el marcador inmunolégico acordado mayoritariamente para estimar
la eficacia de una vacuna antimeningococcica (Perkins et al. J Infect Dis. 1998,
177:683-681). Una ABS satisfactoria se puede determinar mediante cualquier
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método conocido. Preferiblemente se toma una muestra de sangre antes de la
primera vacunacion, dos meses después de la segunda y un mes después de la
tercera. (tres vacunaciones en un afio se considera un tipico esquema de vacunacién
primaria en humanos administradas, por ejemplo, alos 0, 2 y 4 meses, 6 0, 1y 6
meses). Estos esquemas de vacunacion primaria en humanos se pueden realizar en
infantes menores de un afio (por ejemplo, al mismo tiempo que se realizan las
vacunaciones con Hib) 6 de 24 afios de edad; los adolescentes también pueden ser
vacunados para evaluar la ABS con ese esquema de vacunacién primaria. Se puede
tomar otra muestra de sangre 6 a 12 meses después de la vacunacién primaria y un
mes después de una dosis booster, si es aplicable.

La ABS sera satisfactoria para un preparado de vesiculas con actividad
bactericida homoéloga si un mes después de la tercera dosis de la vacuna (del
esquema de vacunacién primaria) (en nifios de 2-4 aflos o adolescentes, pero
preferiblemente en infantes en el primer afio de vida), el porcentaje de sujetos con un
incremento de cuatro veces en términos del titulo ABS (dilucion de anticuerpo)
(comparado con el titulo previo a la vacunacién) contra la cepa meningocéccica a partir
de la cual se deriva la vesicula es mayor del 30%, preferiblemente mayor del 40%,
mejor si es mayor del 50%, y atin mejor si es mayor del 60% de los sujetos.

Por supuesto, un preparado de vesicula con actividad bactericida heterdloga
también puede ser un preparado con actividad bactericida heterdloga si también puede
inducir una ABS satisfactoria contra la cepa meningococcica de la cual se deriva.

La ABS sera satisfactoria para un preparado de vesiculas con actividad
bactericida heterbloga si un mes después de la tercera dosis de la vacuna (del
esquema de vacunacion primaria) (en nifios de 24 afios o adolescentes, pero
preferiblemente en infantes en el primer afio de vida), el porcentaje de sujetos con un
incremento de cuatro veces en téminos del titulo ABS (dilucién de anticuerpo)
(comparado con el titulo previo a la vacunacién) contra tres cepas heterdlogas de
meningococo es mayor del 20%, preferiblemente mayor del 30%, mejor i es mayor del
35%, y alun mejor si es mayor del 40% de los sujetos. Esta prueba es un buen
indicador de si el preparado de vesicula con actividad bactericida heterloga puede
inducir anticuerpos bactericidas cruzados contra varias cepas meningocéccicas. Las
tres cepas heterdlogas deben tener preferiblemente diferente complejo de tipo
electroforético (ET por sus siglas en inglés) — o patréon de secuencia multilocus (MLST
por sus siglas en inglés) (ver Maiden et al. PNAS USA 1998, 95:3140-5) diferentes
entre si y preferiblemente a la cepa a partir de la cual se elabora el preparado de
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vesiculas con actividad bactericida heterdloga. Una persona calificada podra
facilmente determinar tres cepas con diferente complejo ET, lo que refleja la diversidad
genética observada entre los meningococos, particularmente entre las cepas de
meningococos tipo B que se reconoce son la causa de la carga significativa de la
enfermedad y/o representa reconocidas lineas MenB hiper-virulentas (ver Maiden et al.
supra). Por ejemplo, tres cepas que pudieran utilizarse son las siguientes: BZ10
(B:2b:P1.2) pertenecientes al cluster A-4; B16B8 (B:2a:P1.2) perteneciente al complejo
ET-37; y H44/78 (B:15:P1.7,16) perteneciente al complejo ET-5, o cualquier otra cepa
perteneciente al mismo ET/Cluster. Estas cepas pueden utilizarse para evaluar un
preparado de vesiculas con actividad bactericida heteréloga elaborado a partir de, por
ejemplo, la cepa meningocdccica CU385 (B:4:P1.15) que pertenece al complejo ET-5.
Otra muestra de cepa que pudiera utilizarse es a partir del clon epidémico Linea 3 (¢j.,.
NZ124 [B:4:P1.7 4]). Otra cepa del ET-37 es NGP165 (B:2a:P1.2).

En este campo se conocen los procesos para medir la ABS. Por ejemplo, un
método que pudiera utilizarse es el descrito en WO 98/08176 en el Ejemplo 10C. En
términos generales, se siembra un cultivo de la cepa a evaluar (preferiblemente en
condiciones de reduccién del hierro — por adiciébn de un quelador del hierro como
EDDA al medio de crecimiento) en la fase log del crecimiento. Este puede ser
suspendido en un medio con ASB (Albamina Sérica Bovina) (como el medio Hanks
con 0.3% de ASB) para obtener una suspension celular de trabajo ajustada a
aproximadamente 20000 UFC/ml. Se puede hacer una serie de mezclas de reaccion
uniendo una serie de diluciones dobles de sueros a evaluar (preferiblemente
inactivadas por calor a 56°C durante 30 min) [por ejemplo en un volumen de
50ul/pocillo] y la suspensién de cepa meningocbecica 20000 UFC/ml a evaluar [por
ejemplo en un volumen de 25ul/pocillo]. Los viales de reaccion deben incubarse ( 37°C
durante 15 minutos) y agitarse (a 210 rpm). La mezcla de reaccién final (por ejemplo
en un volumen de 100ul] contiene ademas una fuente de complemento [25 % del
volumen final de suero de conejo (gazapos) pre-evaluado)], y también se incuba [37°C
durante 60 min]. Para este ensayo se puede utilizar una placa estéril de poliestireno
para microtitulacién, con un fondo en forma de U y compuesta por 98 pocillos. Se
puede extraer un alicuota [10 pl] de cada pocillo utilizando una pipeta multicanal. El
mismo se vierte en placas agar Museller-Hinton (que contienen preferiblemente
Isovitalex al 1 % y Suero de Caballo al 1 % inactivado por calor) e incubado (por
ejemplo durante 18 horas a 37°C en CO; al 5 %). Preferiblemente, las colonias
individuales se pueden contar hasta 80 UFC por alicuota. Las siguientes tres muestras
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de ensayo se pueden utilizar como controles: buffer + bacteria + complemento; buffer +
bacteria + complemento inactivado; suero + bacteria + complemento inactivado. Los
titulos de ABS se pueden calcular faciimente utilizando un programa que procesa los
datos para proporcionar una medicion de la dilucién que comesponde al 50 % de las
células muertas mediante célculo de regresion.

En otro aspecto de la invencidn, los presentes innovadores han encontrado que
el preparado de vesliculas con actividad bactericida heteréloga de la invencién puede
lograr sus propiedades bactericidas cruzadas al ser deficientes en proteinas de
membrana extemna (PME) inmunodominantes comparado con preparados normales de
vesiculas de tipo salvaje.

Asl, la presente invencién también ofrece un compuesto de vesiculas
meningocéccicas multivalente donde la vesicula con actividad bactericida heterbloga
es deficiente en una protelna de membrana externa inmunodominante comparada con
las vesiculas derivadas de una cepa de comparacién (por ejemplo la de tipo salvaje
MC58, pero preferiblemente la cepa de tipo salvaje H44/76), y la cepa con actividad
bactericida homdloga no es deficiente en dicha proteina de membrana extema
inmunodominante comparada con las vesiculas derivadas de la misma cepa de
comparacion.

Una persona calificada entenderd facimente que es una PME
inmunodominante, pero es preferible que la PME inmunodominante de la invencion
tenga epltopes altamente inmundgenos, expuestos a la superficie (preferiblemente
dentro de las secuencias con estructura de lazo expuestas a la superficie) y que sea
una de las 10 primeras PME altamente expresadas (ya sea por peso o por No. de
moléculas por célula) sobre la superficie meningocdccica. Usualmente estas PME son
altamente inmunégenas pero son bastante variables en la secuencia de amino acidos
de sus estructuras en forma de lazo de cepa a cepa.

“Deficiente” quiere decir que el preparado de vesicula con actividad bactericida
heterdloga de la invencién posee menos PME inmunodominante de la invencién sobre
su superficie que las vesiculas elaboradas a partir de la cepa de comparacion. En
particular, el preparado de vesicula con aclividad bactericida heterbloga debe tener
menos de 98, 95, 80, 80, 70, 80, 50, 40, 30, 20, 10, 6 5% de la cantidad de PME
inmunodominante comparado con una cantidad similar de vesiculas preparadas a
partir de la cepa de comparacion. Mayormente, es preferible que el preparado de
vesicula con actividad bactericida heterbloga de la invencién no deba poseer ninguna
de la PME inmunodominante. Lo anterior es también la definicién de “deficiente” donde
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este documento compara el nivel de PME inmunodominante sobre la cepa de
produccidon de vesiculas con respecto a la cepa de comparacién. Una cepa o vesicula
también pueden ser deficientes en la PME inmunodominante si la PME esta preparada
para no estar expuesta a la superficie en la membrana externa de la vesicula/cepa, o
si la PME esté4 expresada en el mismo nivel pero uno o0 mas lazos (loops) expuestos a
la superficie estan preparados para ser menos variables o inmunodominantes por
sustitucién, mutacién o eliminacidn para proporcionar vesiculas elaboradas a partir de
esa cepa con mayor actividad bactericida heteréloga.

Preferiblemente el proceso de derivacion del preparado de vesicula con
actividad bactericida heteréloga a partir de la cepa meningocdccica fuente es el mismo
que se utiliza para derivar las vesiculas de la cepa de comparacién. Sin embargo, este
no necesariamente es el caso, particularmente si la razén del preparado de vesicula
con actividad bactericida heterbloga deficiente en la PME inmunodominante es la
forma en que se producen las vesiculas. En ese caso, el procedimiento estdndar para
la produccién de vesiculas para la cepa de comparacién es el método descrito por
Frederiksen et al. (NIPH Annals. 1991, 14:67-80) o Bjune et al. (NIPH Annals 1991
14:81-93).

La vesicula con actividad bactericida heterdloga se puede derivar de una cepa
meningocéccica de tipo salvaje que por naturaleza es deficiente en la proteina de
membrana extema inmunodominante, o puede derivarse de las cepas
meningocbeccicas que se vuelven deficientes en la proteina de membrana externa
inmunodominante.

En particular, la vesicula con actividad bacterickia heterdloga se puede volver
deficiente en la PME inmunodominante haciendo que la cepa de produccién sea
deficiente en la PME mediante ingenieria genética o que produzca menos o ninguna
de las PME comparada con la cepa de tipo salvaje a partir de la cual es producida.

Por “menos o ninguna” se entiende en particular que la cepa expresa menos del
98, 95, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 6 5% de la cantidad de PME
inmunodominante sobre superficie comparada con la cepa de tipo salvaje a partir de la
cual es producida. Mas bien la cepa producida no expresa ninguna de las PME
inmunodominante. Una cepa puede tener también menos o ninguna PME
inmunodominante si la PME se produce de manera tal que no se encuentre expuesta
en la superficie de [a membrana externa de la cepa, o si la PME est4 expresada en el
mismo nivel pero uno o mas lazos expuestos a la superficie estan producidos de
manera que sean menos variables o inmunodominantes por su sustitucion, mutacion o
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eliminacién para proporcionar vesiculas, a partir de esa cepa, con mayor actividad
bactericida heteréloga.

El gen que codifica la PME inmunodominante de la invencién se puede producir
segun el método amriba mencionado mediante técnicas conocidas. En particular, la
cepa meningocéccica se puede alterar genéticamente en la regién promotora o de
codigo del gen para que la cepa produzca menos o ninguna de dicha PME
inmunodominante. Las formas particulares mediante las cuales se puede lograr esto
aparecen descritas en WO 01/09350. Por ejemplo, un transposén (gen mdvil, gen que
salta) (u otra secuencia) puede insertarse para romper la regién promotora o de cédigo
del gen; las mutaciones o eliminaciones pueden lograr un similar resultado. La region
promotora o codificadora puede ser eliminada completa o parcialmente para hacer que
el producto del gen sea menos inmunodominante (mediante sustitucién, mutacién o
eliminacién de los epitopes inmunégenos presentes en los lazos expuestos en la
superficie) Se pueden utilizar eventos recombinantes para eliminar, insertar, sustituir o
mutar secuencias en la PME para volverlas menos inmunodominantes, tales como la
sustitucién de un promotor fuerte por uno débil (o no). Las mutaciones del marco de
lectura (frameshift) también se pueden insertar dentro de la regién codificadora.

Sin comprometemos con la teorla, se piensa que la combinacidon de una
vesicula asl con una que presenta actividad bactericida homéloga es efectiva como
vacuna, ya que esta Gltima es efectiva contra cepas prevalentes en un pais de uso en
vitud de los anticuerpos bactericidas que se son generados contra la PME
inmunodominante (pero variable) de la invencién; no obstante, debido a que la PME
inmunodominante de la invencién puede enmascarar inmunolégicamente la eficacia de
antigenos mas conservados presentes en la superficie de la vesicula (presentes a
niveles inferiores), Ia vesicula con actividad bactericida homéloga no posee actividad
bactericida heterbloga satisfactoria, con las desventajas arriba mencionadas. El
enmascaramiento de la vesicula con actividad bactericida heteréloga de la invencién
s6 ha eliminado en cierto grado para que las PME conservadas, presentes en bajos
niveles en las vesiculas, tengan mayor influencia sobre el sistema inmune del
hospedero, y por tanto pueda inducir anticuerpos bactericidas cruzados en un

hospedero con actividad bactericida heterbloga satisfactoria. La combinacién de los.

dos tipos de vesiculas ofrece un preparado que puede ser formulado en una vacuna
de uso 6ptimo en una regién o pals particular.

Preferiblemente, la vesicula con actividad bactericida heterdloga es deficiente
en (o ha sido producida para que tenga menos o ninguna) PME inmunodominante que
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constituyen uno o mas de los siguientes antigenos: PorA, PorB, OpC, OpA o PIIC.
Generalmente la vesicula es deficiente en (o ha sido producida para que tenga menos
0 ninguna) PorA.

Un preparado de vesicula preferido con actividad bactericida heteréloga de la
invencién que por naturaleza deficiente en PorA es un preparado de vesicula
aislado de la cepa meningocdccica CU-385 (B:4:P1.19,15), preferiblemente aislado por
el método que aparece en EP 301992-B. PorA es deficiente en esta cepa o vesicula
comparado con la cepa o vesicula de comparacion(ej. H44/76).

Ademds, la veslicula con actividad bactericida heterdloga de la invencién puede
mejorarse méas en tdminos de sus propiedades bactericidas cruzadas (ABS
satisfactoria). Esto se puede lograr mejorando la cantidad de ciertas PME sobre la
superficie de dicha vesicula.

Por consiguiente, la vesicula con actividad bactericida heterbloga de la
invencién aqui descrita se deriva preferiblemente de una cepa meningocétccica
producida que posee expresién sobreregulada de uno o mas de los siguientes genes
(ya sea afiadiendo una copia extra del gen a la cepa o insertando una comiente
promotora mas fuerte del gen existente, o cualquier otra forma descrita en WO
01/09350): NspA (WO 96/29412), Hsflike (WO 99/31132), Hap (PCT/EPS88/02766),
OMP85 (WO 00/23595), PilQ (PCT/EP99/03603), PidA (PCT/EP998/08718), FrpB (WO
96/31818), TbpA (US 5,912,338), TbpB, FrpA and/or FpC (WO 92/01480), LbpA
and/or LbpB (PCT/EP98/05117), FhaB (WO 98/02547), HasR (PCT/EP99/05989),
lipo02 (PCT/EP998/08315), Tbp2 (WO 89/57280), MRA (WO 99/57280), y ctrA
(PCT/EP00/00135).

“Expresion sobreregulada® se refiere a cualquier forma de mejorar la expresion
de un antigeno de interés, relacionado con la vesicula no modificada (es decir, que
ocurre de forma natural). Se entiende que la cantidad de 'sobreregulacién’ variara en
dependencia del antigeno de interés pero no excedera una cantidad que rompera la
integridad de la membrana de la vesicula. Sobreregulacién de un antigeno se refiere
a una expresién que es por lo menos el 10% superior a la de la vesicula no
modificada. Preferiblemente es por lo menos 50% mayor. Mejor sera si es por lo
menos el 100% mayor (2 veces).

Formulaciones de la vacuna
Una mejor expresion de la invencion es la formulacibn de compuestos
multivalentes de vesiculas en una vacuna para el tratamiento o prevencion de la
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enfermedad (preferiblemente meningocdccica) provocada por neisseria que puede
también contener un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La produccion de preparados de vesicula a partir de cualquiera de las cepas
anteriormente citadas (a menos que se plantee de otra manera)puede lograrse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos por una persona calificada. Los
métodos que con mayor preferencia se utilizan son los que aparecen en EP 301992,
US 5,597,572, EP 11243 o US 4,271,147, Frederikson et al. (NIPH Annals [1991],
14.67-80), Zollinger et al. (J. Clin. Invest. [1979], 63:836-848), Saunders et al. (Infect.
Immun. [1999], 67:113-119), Drabick et al. (Vaccine [2000], 18:160-172) o WO
01/09350 (Ejemplo 8). En general, las VME se extraen con un detergents,
generaimente deoxicolato, y los acidos nucleicos se eliminan opcionaimente
mediante métodos enzimaticos. La purificacién se logra por ultracentrifugacién,
seguida de manera opcional por cromatografia de exclusién de tamafo. Las dos o
mas vesiculas diferentes de la invencién pueden combinarse en un solo recipiente
para formar un preparado multivalents de la invencion (aunque un preparado también
se considera multivalente si las vesiculas diferentes de la invencién son compuestos
separados en recipientes separados que se administran al mismo tiempo [la misma
visita a un practicante] a un hospedero). Los preparados de VME se esterilizan
usualmente mediante filtracién a través de un filtro de 0.2 um y preferiblemente se
almacenan en una solucibn de sacarosa (3%) que se conoce estabilizan los
preparados de vesiculas.

El preparado vacunal se describe generaimente en el Disefio de la Vacuna
(“El enfoque de sub-unidad y adyuvante” (eds Powell M.F. & Newman M.J.) (1995)
Plenum Press New York).

Los compuestos multivalentes de vesiculas de la presente invencién pueden ser
adyuvadas en la formulacién de la vacuna de invencién. Los adyuvantes convenientes
incluyen una sal de aluminio como el gel de hidréxido de aluminio (alum) o fosfato de
aluminio (preferiblemente hidréxido de aluminio), pero puede ser también una sal de
calcio (particularmente carbonato de calcio), hierro o zinc, o puede ser una suspension
insoluble de tirosina acetiladas, o azlcares acetilados, polisacdridos derivados
catibnicamente o anibnicamente, o polifosfasenos.

Los adecuados sistemas adyuvantes Th1 que se pueden utilizar incluyen
Monophosphoryl lipid A, particularmente 3-de-O-acylated monophosphoryl lipid A (u
otros derivados no téxicos de LPS), y una combinacién de monophosphoryl lipid A,
preferiblemente 3-de-O-acylated monophosphoryl lipid A (3D-MPL) [0 derivados no
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toxicos de LPS] junto con una sal de aluminio. Un sistema mejorado es la combinacién
de un monophosphoryl lipid A y un derivado de saponina, particularmente la
combinacién de QS21 [u otra saponina] y 3D-MPL [o derivado no téxico de LPS] seg(in
aparece en WO 94/00153, o un compuesto menos reactogénico donde el QS21 [o
saponina] es eliminado con colesterol segin aparece en WOQ096/33739. Una
formulacién adyuvante particulammente potente compuesta por QS21, 3D-MPL vy
tocoferol en una emulsién de aceite en agua se describe en WO085/17210 y es una
formulacion preferida.

La vacuna puede contener saponina, preferiblemente QS21. También puede
contener una emulsion de aceite en agua y tocoferol. CpG no metilados que contienen
oligonucleétidos (WO 98/02555) también se prefieren porque inducen una respuesta
Th1 y su uso es adecuado en la presente invencion.

El preparado vacunal de la presente invencién se puede utilizar para proteger o
tratar un mamifero susceptible a la infeccién mediante administracién de dicha vacuna
por via sistémica o mucosal. Estas administraciones pueden incluir inyecciéon por via
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutinea; o por administracién
mucosal a los tractos oral/alimentario, respiratorio, genito-urinario. Asl, uno de los
aspectos de la presente invencién es que constituye un método para la inmunizacion
de un hospedero humano contra una enfermedad (preferiblemente meningococcica)
causada por las bacterias de neisseria. Este método consiste en la administracién a un
hospedero de una dosis inmuno-protectora del preparado multivalente de vesiculas de
la presente invencién.

La cantidad de vesiculas de cada dosis de vacuna que se selecciona es
aquella que induce una respuesta inmunoprotectora sin los efectos adversos
significativos que provocan las vacunas tipicas. Esta cantidad variard en
dependencia del inmundgeno especifico empleado y como éste se presenta.
Generaimente, se pretende que cada dosis tenga 1-100ug de cada vesicula,
preferiblemente 5-50ug, y con mayor frecuencia en el rango de 5 - 25ug. Por tanto,
para una vacuna bivalente de vesiculas de la invencién, cada dosis puede incluir
tipicamente 2 x 25ug de vesicula.

La cantidad éptima de cada vesicula en una vacuna particular se puede
determinar mediante estudios estandar que comprenden la observacién de respuestas
inmunes adecuadas en sujetos. Siguiendo una vacunacién inicial (primaria)
(tipicamente 3 administraciones, preferiblemente en el primer afio de vida o en un solo
afio durante la adolescencia, por ejemplo a los 0, 2 y 4 meses, 6 alos 0, 1 y 6 meses),
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los sujetos pueden recibir una o algunas inmunizaciones booster (1 afios después de
la administracién primaria) con los intervalos adecuados. La vacuna de la invencién
puede utilizarse para inmunizar a los bebés en el primer afio de vida, 2-4 afios, o
adolescentes. Particularmente es ventajosa en la induccién de una actividad
bactericida heterbloga satisfactoria en bebés durante el primer afio de vida.

Vacunas de Células Enteras Inactivadas o Fantasmas(Ghost)

Los innovadores consideran que el mejoramiento, arriba mencionado, de los
preparados y vacunas multivalentes de vesiculas se pueden extender faciimente a los
preparados y vacunas de células enteras inactivadas. (con idénticas ventajas). Las
cepas meningocéccicas utilizadas para los preparados multivalentes de vesiculas de la
invencion también se pueden utilizar para los preparados de céiulas enteras
inactivadas. Los métodos de produccion de preparados fantasmas (células vacias con
membranas externas intactas) a pariir de cepas Gram-negativas son bien conocidos
en este campo (ver WO 92/01781). También son bien conocidos los métodos para
inactivar céiulas enteras con el fin de utilizar preparados de células inactivadas en

vacunas. Los términos ‘preparados de vesiculas’ y ‘vacunas de vesiculas' asl como los
procesos descritos en este documento son por tanto aplicables a los términos
‘preparacion fantasma’ y 'vacuna fantasma, y ‘preparado de céiula entera inactivada’ y
‘vacuna de célula entera inactivada’, respectivamente, para los propésitos de esta
invencion.

Compuestos Vacunales Preferidos de la invencién

La vacuna preferida de la invencién segln se describe arriba y cuyo uso es
+particularmente conveniente en un programa de vacunacién de Nueva Zelanda o
Europa (preferiblements la Uniébn Europea) posee un compuesto multivalente de
vesicula de la invencion donde la vesicula con actividad bactericida homdloga se
deriva de una cepa meningocdccica con un serosubtipo de P1.4.

La vacuna preferida de la invencién segin se describe amiba y cuyo uso es
particularmente conveniente en un programa de vacunacion en Estados Unidos posee
un compuesto multivalente de vesicula de la invencién donde la vesicula con actividad
bactericida homdloga se deriva de una cepa meningocéccica con un serosubtipo de
P1.7, 18, y también se incluyen opcionalmente otras vesiculas con actividad
bactericida homdloga que se derivan de una o mas cepas meningococcicas con
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serosubtipos seleccionados a partir de la siguiente lista: P1.7,1 ; P1.5,2 ; P1.22a,14 ; y
P1.14.

La vacuna preferida de la invencién seglin se describe arriba y cuyo uso es
particularmente conveniente en un programa de vacunacién en Noruega posee un
compuesto multivalente de vesicula de la invencién donde la vesicula con actividad

bactericida homéloga se deriva de una cepa meningocéccica con un serosubtipo de
P1.16.

Combinaciones de Vacunas

Otro aspecto de la invencion esta relacionado con la combinaciones de vacunas
que poseen los preparados o vacunas multivalentes de vesiculas de la invencién con
otros antigenos utilizados ventajosamente contra ciertas enfermedades. Se ha
encontrado que las vesiculas son particularmente convenientes para la formulacién
con otros antigenos ya que por ventaja éstas tienen un efecto adyuvante sobre los
antigenos con los que son mezcladas.

En una combinacién preferida, los preparados o vacunas multivalentes de
vesiculas meningocdccicas de la invencién se formulan con 1, 2, 3 o preferiblements
los 4 de los siguientes polisacaridos capsulares meningococcicos que pueden estar
solos o conjugados con un portador que comprende epitopes de células-T
(preferiblemente un portador de proteina como el toxoide tetdnico, toxoide diftérico o
CRM197): A, C, Y o W. Con el témino “polisacdrido” se pretende abarcar los
polisacdridos con forma o sin ella u oligosacaridos con forma . Se prefiere incluir por lo
menos C y Y en una vacuna europea, por lo menos C se incluye en una vacuna
estadounidense y por lo menos A y C se incluyen en un pals africano, suramericano o
ecuatoriano. Una vacuna de este tipo puede utilizarse ventajosamente como vacuna
antimeningocéccica global.

En otra expresion preferida, los preparados o vacunas multivalentes de
vesiculas de la invencién (preferiblemente formulados con 1, 2, 3 o los 4 polisacaridos
capsulares meningociccicos, simples o conjugados A, C, Y o W) se formulan con un
polisacarido capsular conjugado H. influenzae b, y/o uno o més polisacaridos
capsulares neumoccdccicos , simples o conjugados. Opcionaimente, la vacuna puede
también contener uno o mas antigenos de proteina que pueden proteger a un
hospedero contra la infecciébn por Streptococcus pneumoniae.. Una vacuna de este
tipo puede utilizarse ventajosamente como vacuna antimeningocéccica global. Los
antigenos de polisacarido capsular neumocdccico son seleccionados preferiblemente a
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partir de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 8B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F (con mayor preferencia a partir de los serotipos 1,
3,4,5,8B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F).

Los antigenos de proteinas neumocéccicas que se prefieren son aquellas
protelnas neumocéccicas expuestas en la superficie extema del neumococo (que
pueden ser reconocidas por el sistema inmune del hospedero durante por lo mencs
parte del ciclo de vida del neumococo), o son proteinas secretadas o liberadas por el
neumococo. Mas bien, la proteina es una toxina, adhesin, transductor de sefial de 2-
componentes, o lipoprotelna de Streptococcus pneumoniae, o truncado o equivalente
inmunolégicamente funcional. Las protelnas que particularmente se prefieren incluyen
pero no estan limitadas a: neumolisina (preferiblemente destoxificada por tratamiento o
mutacién quimica) [Mitchell ef al. Acidos Nucleicos Res. 1990 Jul 11; 18(13): 4010
"Comparaciéon de genes de neumolisina y protelnas a partir de Strepiococcus
pneumoniae tipos 1 y 2.", Mitchell of al. Biochim Biophys Acta 1989 Jan 23; 1007(1):
87-72 "Expresion del gen de neumolisina en Escherichia coli: purificacién rapida y
propiedades biologicas”, WO 86/05859 (A. Cyanamid), WO 80/06951 (Paton et al),
WO 99/03884 (NAVA)]; PspA y variantes de eliminacién fransmembrana (US 5804193
- Briles et al.); PspC y variantes de eliminacién transmembrana (WO 987/099984 - Briles
et al); PsaA y variantes de eliminacion transmembrana (Berry & Paton, Infect Immun
1996 Dec;64(12):525562 "Heterogeneidad de secuencia de PsaA, una adhesina
putativa de 37-kilodalton esencial para la virulencia de Strepfococcus pneumoniae”);
proteinas de enlace con colina neumoctccica y variantes de eliminacion
transmembrana; CbpA y variantes de eliminacién transmembrana (WO 97/41151; WO
99/51268); Glyceraldehido-3-fosfato — deshidrogenasa (Infect. Immun. 1996 64:3544);
HSP70 (WO 96/40028), PcpA (Sanchez-Beato et al. FEMS Microbiol Lett 1998,
164:207-14); M like protein, SB patent application No. EP 0837130; and adhesin
18627, SB Patent application No. EP 0834568. Otros antigenos de proteina
neumocdccica preferidos son los que aparecen en WO 98/18931, particularmente
aquellos seleccionados en WO 88/18830 y PCTAUS99/30390.

Otros antigenos preferidos de proteina de Sirepfococcus pneumoniae de la
invencién son seleccionados del grupo compuesto por la familia triada de Polihistidina
(Pht; en particular PhtA, PhtB, PhtD, o PhtE), familia Lyt (en particular LytA, LytB, o
LytC), SpsA, Sp128, Sp130, Sp125, Sp101 y Sp133, o truncado o equivalente
inmunolégicamente funcional.
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Para los propositos de esta invencidn, “equivalente inmunolégicamente
funcional® se define como un péptido de proteina que contiene al menos un epitope
protector de las protelnas de la invencion. Estos epltopes, por caracteristica, estan
expuestos a la superficie, altamente conservados y pueden inducir una respuesta de
anticuerpos bactericidas en un hospedero o prevenir efectos tdxicos. Preferiblements,
el equivalente funcional tiene por lo menos 15 y preferiblemente 30 0 mds aminoécidos
contiguos de la proteina de Ia invencién. Con mayor preferencia, las eliminaciones de
la proteina, tales como las variantes de eliminacién transmembrana (es decir, el uso
del dominio extracelular de las proteinas), fusiones, derivados quimica o
genéticamente destoxificados, eic, se pueden utilizar con la condicién de que sean
capaces de incrementar sustancialmente la misma respuesta inmune que la proteina
nativa. La posicién de los epltopes potenciales de células B en una secuencia de
proteina puede determinarse faciimente identificando los péptidos que estan expuestos
en la superficie y son antigénicos utilizando una combinacién de dos meétodos:
prediccién de la estructura 2D y prediccion del indice antigénico. La prediccién de la
estructura 2D se puede hacer utilizando el programa PSIPRED (de David Jones, Brunel
Bioinformatics Group, Dept. Biological Sciences, Brunel University, Uxbridge UB8 3PH,
UK). El Indice antigénico se puede calcular sobre la base del método descrito por
Jameson y Woif (CABIOS 4:181-186 [1988]).

La proteina Strepfococcus pneumoniae de la invencidbn se selecciona
preferiblemente a partir del grupo compuesto por: una proteina de la familia triada de
polihistidina (Pht), una protelna de la familia Lyt, una proteina de enlace con colina,
protelnas que tienen un motivo LPXTG (donde X es cualquier aminoacido), proteinas
que tienen un motivo de secuencia de sefial tipo Il de LXXC (donde X es cualquier
aminoécido), y protelnas que tienen un motivo de secuencia de sefial Tipo |. Los
ejemplos que se prefieren dentro de estas categorias (0 motivos) son las siguientes
proteinas (o truncado o equivalente inmunoldgicamente funcional):

La familia Pht (Triada de polihistidina) comprende las proteinas PhtA, PhtB,
PhtD, y PhtE. La familia se caracteriza por tener una secuencia de lipidos, dos
dominios separados por una regién rica en prolina y algunas triadas de histidina, que
posiblemente participan en enlaces con metales o nucleésidos o en la actividad
enzimatica, (3-5) regiones espirales, un terminal N conservado y un terminal C
heterogéneo. Esta presente en todas las cepas de neumococos estudiadas. También
se han encontrado proteinas homélogas en otros estreptococos y Neisseria. Los
miembros de la familia que se prefieren son PhtA, PhtB y PhtD; preferiblemente PhtA
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o PhtD. Se entiende, sin embargo, que los términos Pht A, B, D, y E se refieren a las
proteinas que poseen secuencias como las referidas abajo, asl como variantes que
ocurren de forma natural (y preparadas por el hombre) que tienen una secuencia
homéloga que es por lo menos 90% idéntica a las proteinas referidas.
Preferiblemente es por los menos 895% idéntica; con mayor preferencia 97% de
identidad.

Con respecto a las proteinas Pht, PhtA aparece en WO 88/18930, y también es
referida como Sp36. Como se observa arriba, es una proteina de la familia triada de
polihistidina y tiene el motivo de sefial tipo 11 LXXC.

PhtD aparece en WO 00/37105, y también es referida como Sp036D. Como se
observa arriba, también es una proteina de la familia triada de polihistidina y tiene el
motivo de sefial tipo Il LXXC.

PhtB aparece en WO 00/37105, y también es referida como Sp036B. Otro
miembro de la familia PhiB es el polipéptido degradante C3, que aparece en WO
00/17370. Esta proteina también pertenece a la familia triada de polihistidina y posee
el motivo de sefial tipo Il LXXC. Un equivalente inmunolégicamente funcional que se
prefiere es la proteina Sp42 que aparece en WO 98/18930. Un truncado PhtB
(aproximadamente 79kD) aparece en W098/15675 que también se considera miembro
de |a familia PhtX.

PhtE aparece en WO00/30299 y es referido como BVH-3.

SpsA es una protelna de enlace con colina (Cbp) que aparece en WO
98/39450.

La familia Lyt son proteinas asociadas con la membrana por lisis de células. El
dominio terminal N comprende dominio(s) de enlace con colina; sin embargo, la
familia Lyt no posee todas las caracteristicas encontradas en la familia de las
proteinas de enlace con colina (Cbp) familia que aparece abajo y por tanto para la
presenta invencion. La familia Lyt se considera diferente a la familia Cbp. Contrario a
la familia Cbp, el dominio del terminal C contiene el dominio catalltico de la familia de
proteinas Lyt. La familia comprende LytA, B y C. Con respecto a la familia Lyt, LytA
aparece en Ronda et al., Eur J Biochem, 164:621-824 (1987). LytB aparece en WO
98/18930, y también es referida como Sp46. LytC también aparece en WO
98/18930, y también es referida como Sp81. Un miembro preferido de esa familia es
LytC.

Otra expresién preferida son los truncados de la familia Lyt; “Lyt° se define
arriba y “truncados” se refiere a las proteinas que carecen del 50% o mas de la
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regién que se enlaza con colina. Generaimente estas proteinas carecen de la regién
completa que enlaza con colina.

Sp125 es un ejemplo de la proteina de superficie neumocédccica con el motivo
Sujeto a la Pared Celular LPXTG (donde X cuaiquier aminoacido). Se ha
encontrado que cuakyuier protelna dentro de esta clase de proteina superficial
neumocdccica con este motivo es Gtil en el contexto de esta invencién, y por tanto se
considera una proteina mas de la invencion. Sp125 aparece en WO 98/18830, y
también se conoce como ZmpB — metaloproteinasa de zine.

Sp101 aparece en WO 88/06734 (con referencia # y85993). Se caracteriza por
una secuencia de sefial Tipo |.

Sp133 aparece en WO 88/06734 (con referencia # yB85992). También se
caracteriza por una secuencia de seiial Tipo |.

Sp128 y Sp130 aparecen en WO 00/76540.

Las protelnas utilizadas en la presente invencibn se seleccionan
preferiblemente a partir del grupo PhtD y PhtA, o la combinacién de ambas proteinas,
o la combinacién de una o las dos con CbpA.

Otros Aspectos de la Invencién

Otros aspectos de la invencion ofrecen: un método de produccion de un
compuesto multivalente de vesicula meningocéccica o vacuna de la invencidon que
comprende la combinacion de una vesicula de actividad bactericida homéloga con una
de actividad bactericida heterdloga; un método para la prevencién o tratamiento de la
enfermedad preferiblemente meningocéccica, por neisseria que comprende la
administracién de una cantidad inmunoldgicamente efectiva de la vacuna de la
invencion (usualmente con un esquema de inmunizacién primaria de 3 dosis, con
intervalos de 1-2 meses preferiblemente y con una dosis booster opcional) a un
hospedero que lo necesite (preferiblemente nifios de 2-4 afios de edad o adolescentes,
y por ventaja para infantes de menos de dos afios(preferiblemente uno); y el uso de
una cantidad inmunolégicamente efectiva de la vacuna de la invencibn en la
produccién de un medicamento para la prevencién o tratamiento de la enfermedad
preferiblemente meningocdccica, por neisseria (particularmente donde ia prevencién o
tratamiento es a través de un esquema de inmunizacién primaria de 3 dosis [con
intervalos de 1-2 meses preferiblemente y con una dosis booster opcional ] y/o la
prevencion o tratamiento de la enfermedad es en un humano - preferiblemente de 24
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afios de edad o adolescente, y por ventaja un infante de menos de dos afios
(preferiblemente uno.)

EJEMPLOS DE REALIZACION

Los ejemplos que aparecen a continuacién se realizan utilizando técnicas estandar

que son todas conocidas y de rutina para aquellos adiestrados en este campo, excepto
los que de ofra manera se describen en detalle. Los ejemplos son ilustrativos pero no
limitan la invencién.

EjJemplo 1: Consiruccién de una cepa de Neisseinia meningitidis serogrupo B que
carece del principal antigeno inmunodominante PorA.

Esto se describe en el Ejemplo 3 de WO 01/08350.

Ejemplo 2: Beneficios de las vacunas multivalentes de la invencidn_de vesiculas
meningococcicas

Se han realizado muchos ensayos de eficacia con las vacunas de VME del
serogrupo B. Dos vacunas especificas de VME se desarmollaron para combatir
situaciones de epidemia en Cuba y Noruega debido a serosubtipos simples
fundamentaimente, 4:P1.15 y 15:P1.16, respectivamente. Los ensayos de eficacia se
han realizado en adolescentes en un estudio placebo, controlado, a doble ciego.. En
Cuba se demostré una eficacia de 83% (intervalos de confianza: 42%-95%) con un
periodo de seguimiento de 16 meses (Siera NIPH Annals 1991, 14:195-207)
mientras que en Noruega fue del 57% con un periodo de seguimiento de 29 meses
(intervalo de confianza menor: 27%) (Bjune et al. NIPH Annais 1991 14:81-83). En
Noruega, la eficacia fue del 86% en un periodo de seguimiento de 10 meses, y una
tercera dosis demostrd® mejoramiento de la inmunogenicidad y de la persistencia de
anticuerpos (Rosenquist, Infenct. Immun. 1995 63.4642-4652). Como los dos
ensayos se realizaron en un marco fundamentaimente homélogo, no se pueden
emitir conclusiones sobre proteccion cruzada.

Cuando se compara con la vacuna noruega en dos ensayos de confrontacién
directa y utilizando actividad bactericida cruzada frente a las respectivas cepas, la

4
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vacuna cubana parece inducir un nivel mayor de actividad bactericida cruzada (ver
Tabla1).

Tabla 1: Actividad Bactericida del Suero (ABS) inducida por la vacuna
antimeningococcica BC del instituto Finlay - %de respondedores ABS (Después de la

3 dosis)
Ensayo islandés ( Perkins et al, JID, 177, 1988, 683-691)
Edad N 16:P1.18 4:P1.15 4.P14
(cepa (cepa cubana) (tipo NZ2)
| _ B noruega) _
Finla 16-19 | 74 48 44 36
y afios
NIPH 175 ] 84 A" 27
Ensayo chileno (Tappero, JAMA, 281, 1999, 1520-27)
| _ _ 15:P1.16 4:P1.15
Finla <1afio| 51 31 90
y
24 48 41 78
afios
17-30 53 56 67
| afos _ )
IPH <1afio| 50 o8 2
24 51 98 24
afios
17-30 50 96 46
afios

Un respondedor ABS se definié como aquella persona con un
incremento de 4 veces o mas en el titulo ABS comparado con el titulo
antes de la vacunacion.

A los infantes y nifios se le suministraron tres dosis de la vacuna del
Finlay o control (Hib) con un intervalo de dos meses.

En los adultos, las dos primeras dosis fueron suministradas con un
intervalo de dos meses. La tercera dosis se suministré6 dos meses
después de la segunda dosis en el estudio chileno y un afio después de
la segunda dosis en el estudio islandés.

Se tomaron muestras de sangre antes de la vacunacion y 4-6 semanas
después de la segunda y tercera vacunacion.

Los presentes innovadores han determinado que al comparar la actividad
bactericida, la vacuna noruega se inclina hacia una respuesta mas especifica de la
cepa mientras que la vacuna cubana induce una actividad bactericida mas cruzada.
Ademas, los presentes innovadores consideran que la vacuna cubana posee esa
actividad porque es deficiente en PME inmunodominante, en particular PorA. Aunque
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deficiente en PorA, la cantidad presente es suficiente para inducir una actividad
bactericida homoéloga, demostrada también por la vacuna cubana.

Los presentes innovadores han encontrado que una vacuna multivalente
compuesta por una veslicula con actividad bactericida homdloga (con un serosubtipo
prevalente en el pals de uso) y una vesicula con actividad bactericida heterdloga
ofrece una vacuna Optima que protege contra cepas epidémicas localments
prevalentes e incluso también ofrece proteccién heterbloga que disminuye las
posibilidades de la aparicibn de nuevas cepas del serogrupo B que pudiera ocurrir
después de la puesta en préctica de una campana nacional de inmunizacién masiva
cuando la prevalencia de la cepa epidémica disminuya.

Una vacuna éptima para Europea y/o Nueva Zelanda incorporard una
combinacién de dos vesiculas separadas: P1.4 (cepa epidémica) y P1.15 (con
actividad bactericida heterbloga —por ejemplo VME derivadas de la cepa CU-385
utilizada para preparar la vacuna comerciai cubana VA-MENGOC-BC®). E| objetivo
de esta combinacién es ofrecer proteccion homéloga de P1.4 asi como retener la
proteccién heterdloga de la cepa cubana P1.15.

Ejemplo 3: Vacuna Multivalente de Vesiculas compuesta por vesiculas que se derivan
de la cepa meningocéceica CU-385 (B:4:P1.19,15), y la cepa meningocéccica de
Nueva Zelanda (B:4:P1.7b.4)

La vacuna multivalente mencionada armiba fue producida (25 ug de cada
vesicula en cada dosis para humanos, adyuvada con hidréxido de aluminio).

Los preparados monovalentes y bivalentes de vesiculas se estudiaron para
determinar si ocurria alguna interferencia inmune al combinar las vesiculas.

El nivel de anticuerpos funcionales inducidos fue evaluado mediante una prueba
bactericida realizada en ratones con un pool de muestras de suero.

En resumen, se inyectaron dos veces grupos de 10 ratones BALB/c (6-8
semanas de edad) con el equivalente de 10 ug de proteina del granel monovalente o
bivalente adsorbido en los dias 0 y 21. Se tomaron muestras de sangre el dia 35. La
determinacion de la actividad bactericida en los sueros se basé en la propiedad de los
anticuerpos de inducir lisis bacteriana por activacion del complemento. Después de
incubar los sueros con meningococo B viable (las dos cepas de Nueva Zelanda: CY-
385 y P1.4 fueron evaluadas), en presencia de complemento de conejo, se determiné
el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) en las muestras de suero. El

TR
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titulo bactericida es la mas reciente dilucién de suero que proporciona mas del 50% de
inactivacion.

Basada en los resultados, la vacuna bivalente es inmunégena e induce anticuerpos
funcionales. No hubo indicios de interferencia inmune cuando se mezclaron los dos
monograneles.
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COMPOSICION VACUNAL
REIVINDICACIONES

1. Un compuesto multivalente de veslicula meningocdccica formado por un
preparado de veslicula deficiente en PorA ya que posee menos del 80% de la cantidad
de PorA comparado con la misma cantidad de vesiculas elaboradas a partir de la cepa
H44/768 y un preparado de vesicuia que no es deficiente en PorA comparado con las
vesiculas elaboradas a partir de la cepa H44/76.

2. El compuesto multivalente de vesicula meningocéccica de la solicitud 1, donde
el preparado de vesicula que no es deficiente en PorA se deriva de la cepa
meningocéccica con un serosubtipo que es prevalente en un pais de uso.

3. El compuesto multivalente de vesicula meningocéccica de la solicitud 1 ¢ 2,
donde el preparado de vesicula deficiente en PorA tiene menos del 22% de PorA de la
proteina de vesicula total, o carece de PorA.

4. El compuesto multivalente de vesicula meningocéccica de las solicitudes 1-3,
donde el preparado de vesicula no deficiente en PorA tiene menos del 28% PorA de la
proteina de vesicula total.

5. El compuesto multivalente de vesicula meningocdccica de las solicitudes 1-4,
donde el preparado de vesicula deficiente en PorA se deriva de la cepa
meningocéecica CU-385.

6. Una vacuna para el tratamiento de la enfermedad por neisseria, preferiblemente
meningocéccica, formada por el compuesto multivalente de vesicula meningocéccica
de las solicitudes 1-5, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. La vacuna de la solicitud 6 compuesta ademds por uno o mas polisacaridos
capsulares meningocdccicos, simples o conjugados, seleccionados de la siguiente lista
de serotipos: A,C, YYW.

S¥
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8. La vacuna de la solicitud 6 6 7 de uso conveniente en Nueva Zelanda o Europa
donde el preparado de vesicula que no es deficiente en PorA se deriva de una cepa
meningocoéccica con serosubtipo P1.4.

9. La vacuna de la solicitud 6 ¢ 7 de uso conveniente en Estados Unidos donde el
preparado de vesicula que no es deficiente en PorA se deriva de la cepa
meningocéccica con un serosubtipo de P1.7,16.

10. La vacuna de la solicitud 6 6 7 de uso conveniente en Noruega donde el
preparado de vesicula que no es deficiente en PorA se deriva de una cepa
meningocdccica con un serosubtipo de P1.16.

11. Un método para la produccion de un compuesto muiltivalente de vesicula
meningocodccica de las solicitudes 1-5 o la vacuna de las solicitudes 6-10 que
comprende la combinacién del preparado de vesicula que no es deficiente en PorA
con €l preparado de vesicula que es deficiente en PorA.

12. Un método para la prevencién o tratamiento de la enfermedad por neisseria,
preferiblemente meningoctecica, que comprende la administracion de una cantidad
inmunolégicamente efectiva de la vacuna de las solicitudes 6-10 a un hospedero que
lo necesite.

13. El uso de una cantidad inmunoldgicamente efectiva de la vacuna de las
solicitudes 6-10 en la produccion de un medicamento para la prevencion o tratamiento
de la enfermedad por neisseria, preferiblemente meningococcica.
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COMPOSICION VACUNAL

La presente invencion esta relacionada con compuestos vacunales para la
prevencibn o tratamiento efectivos de Ila enfermedad, preferiblemente
meningococcica, provocada por Neisseria. Las vacunas de la invencién forman un
compuesto multivalente de vesicula meningoctccica que comprende por lo menos
una vesicula con actividad bactericida homéloga que se deriva de una cepa
meningocdccica con un serosubtipo (inmunotipo PorA) que prevalece en el pais de
uso, y al menos una vesicula con actividad bactericida heteréloga que se deriva de
una cepa meningocdccica que no necesita tener un serosubtipo que prevalezca en el
pals de uso

ce.
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

o La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Codigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

o La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesién del
derecho de patente del inventor al solicitante o & su causante (Art. 26-k)
Decisién 486).

e El solicitante debe presentar un nuevo tltulo, que permita identificar la
materia de la cual trata la solicitud, ya que el relacionado no se encuentra
con la precision necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente (Regla 4.3 PCT, Art. 27, 27 Decision 486, Circular
Unica 5.2.9).

o Si el examen preliminar Internacional contiene anexos estos deben ser
adjuntados junto con su traduccién. (Art. 36.2.b) del tratado PCT

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
consideraré abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese e oficio conforme a Io dlspuesto en el numeral 5.2, literal e),

IS ELENA POLO CORDOBA
de la Divisién de Nuevas Creaciones (E)

El" anterior requerimiento fue noftificado por fijacin en lista de fecha,

202063 - ENE. 2005
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