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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

PETITORIO

SUPERTABUSTRIA Y CORERCID
Rndicecion » 05007205 OO00000M

Fecha 448> 2OR3-01-88 15305:09
Teapite 1 011 PCI-MATENT 279 FRSE MRCT 44i PRESENTAL

Desendeseia: 2009 DIVISION D€ UEVAS CREACTONES
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT

ENTRADA EN FASE NACIONAL (UQ). -“Qi 20 -2D05

Folioss 137

®

DX Patente de invencién

SOLICITUD DE:
[ Patente de Modelo de Utilidad

[0 capitulol. B capttulo I
0) Nombre; GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS IDENTIFICACION
S.A.
Direcclén: Rue de I'lnetitut 89, B-1330 cc. 1 n~m [
Rixensart, Béigica. ce. [ ow []
SOLICITANTE
{r1) Naclonalidad o Domicilio: RIxensart, Béigica.
Cual
Lugar de Constitucién: Béligica.
Teldfono: 3264270 Fax: 60689701 Nimero
E-mall: Jliccof@)lloredacamacho.com
® Nombre: ALICIALLOREDARICAURTE |c.c. X Nt [
Direcclén: Calle 72 No. 5-83 Plso 5°, cE [ oo []
REPRESENTANTE
Teléfono: 3264270 Fax: 8069701 Namero 39.690.713 TP53.215
E-mall: Jiicco@lioradacamacho.com

©

INVENTOR(ES)
(72)

Nombre: BERTHET, Francois-Xavier, Jacques; BIEMANS, Ralph; DENOEL,
Phllippe; FERON, Christiane; GORA., Karine; POOLMAN, Jan y WEYNANTS,
Vincent.

Direccién: GlexoSmithKline Blologicals S.A.,, Rue de [institut 89, B-1330
Rixensart.

Nacionalidad o Domicilio: Baiglca.

®

PCT (86)
Solicitud Intemnaclonal No. PCT/EP2003/008567 Fecha: 31/07/03
Publicacién Intamacional No. WO 2004/014419 A1 Fecha:  18/02/04

Thulo (54)

®©

"COMPOSICION DE VACUNA QUE COMPRENDE PROTEINA DE ENLACE

DE TRANSFERRINA Y HSF DE BACTERIA GRAM-NEGATIVA™

@ Clasificacion Internacional (51) AS1K 39/095
(&) Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solickud
siXIno [] GB GB 02/08/02 02/08/02 0218037.0 02180382
GB GB 02/08/02 02/08/02 0218035.4 0218051.1
GB GB 30/08/02 30/06/02 0220197.8 0220189.4
GB GB 01/11/02 01/11/02 0225524.8 0226531.3
GB GB 24/12/02 24/12/02 0230164.6 0230168.7
GB GB 24/12/02 05/03/03 0230170.3 0305028.3

@ Comprobante de Pago No. 05-5,627

Fecha: Enero 28 de 2005




( ANEXOS \

[X] Comprobante de page de la tasa de presentacion de la solicitud.
E Documento que acredita la existencla y representacion legal cuando el solicitants sea persona Juridica.
DX Documento de Representacion Legal.

D Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causants.
[[] peciaraciones.

[ copia de ta solicitud intemacianal. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
E Traduccion de la solicitud Intemacional al castellano. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

E Copia del examen preliminar Internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA).

g Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.
[[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacion de uso de conocimientos tradiclonales de
ias comunidades Indigenas.

[J Arte Final 12x12. J
D De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por ’
mismo titular o su causante, relecionados parcia! o totalments con la invencién de esta solicitud.

D De ser ol caso, modificaciones efectuadas a la solicttud Intemacional.
E Otros reporte de bisqueda intemacional con su traduccién y publicacién con su traduccién,

@ FIGURA CARACTERISTICA:
f

@ Solicito la concesién de la patente, - ) .
NOMBRE: ALICIA LLOREDA RICAURTE

FIRMA: .%_\.Ca_-_d@{.d_‘;—_)\-
C.C. 30.680.713 Usaquén T.P. 53.215
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiemj:o respecto de la solicitud en él contenida.

—
Niealliecde

T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-4668
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y
en espafiol.

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

Notarizacién, documento escrito en espaiiol.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretafla e irlanda del Norte

1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafia e Ifanda del Norte
Este documento publico
ha sido firmado James Kerr Milligan

3. actuando como Notario PGblico AETTIIITT - & asng
- e oe mbact ""'?"‘1«?‘&3-’&‘.'5-’?}"3
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico l;mmmn COANCIDE £OM 3L OMOIN
, BUF HCT, lw‘tl“"‘l‘l .
CERTIFICADO r oflery Rl a

5.  enLondres . 6. P4

por el Secretario de Estado Principal de Su Majq_sjad.,.pa[a.mumasﬂ

RE S Vi Sagethin B0 Bhednb vt sl

Exteriores y del Commonwealth
8. Ndmero: G 749037
9. Sello/Estampilla: 10. Fima: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
REBOLUCION 2177

ANTTA ﬂl DB TAMAYO
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass
Exteriores y del Commonweaith Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del § de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular
de la misién que representa a ese pals. Una apostila o certificado de
legalizacién GOnicamente confima ﬁue la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

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

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

. e
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO : E

. . - i
Cusnassauf, < Yo meois

R, AJvARS - WEDINA
LA Ko N v g
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de 1a Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio
y letra del Seiior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado’ de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada
“Smithkline Beecham Biologicals 8.a.”), Sociedad legalmente constituida
y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de
1'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE cl citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esta

debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12
de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

-Y PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de sepﬁ:@ﬁﬁg idelafio.dos .

lnro bEyL €
mil cuattro.

e

JAMES KERR M.ILLIGAN T
Notario Pablico de Londres, Inglaterra
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APOSTILLE
{Hague Convention of 5 October 1961 /Convention de¢ La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United Kingdam of Grext Briain and Northern Ireland
Payx Roysume-Uni

de Grande-Bretagne et dirlande du Nord

This public docament/Le présent acte pablic

mpmieeity Spmes Yo Milligan

-----------------------------------------------------------------------------

. acting in the o w of r‘lutaiy Pu&“lﬁ-
agissant en QUANEE 8 ........iciieeriieiiie s r st a T e AT aEr g an e

seal/ota fiotay oMg
Ty A —

g ey LT

Centified/Attestd

Her Majeaty’s Prinupnlrpmnry of State for Foreign and Commonwealth Affairs/
par le Secrbiaire d'Bm pal de Sa Majenté sox Aﬂhnu Etrangires et du Commonwealth.

- JUAK BA AU L G a I‘O IIEﬂINA
"0 TAUD

[ty £ T T, LRI I W I 5

8, NumberhollNU G 749037

10 Signature \K) G.(__A—QS

For the Sevesary of Scane/ Pour ke Secrimine o Bist

If this document is to be uead I o country which is
notpmuhﬂmmmdsmnﬂ.
mﬂh-—ﬁﬂmbmmdm

it ghant
missinn reprexiting that country.
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Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
Bl LOGICALS S.A, una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

con domicilio en rue de I'instiut 89,
B-1330 Rixensart,
Béigica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domicliiados en Bogotd,
Colombla, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
583, plso 8o., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaclones y nombrar apoderados Judiciales o
exirajudicisles, con el fin de dar cumplimiento &l
pardgrafo 10. del articuio 543 del decretos 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO yl/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especiaimente facultados para
representamos ante las autoridades colomblanes,
administrativas, judiciales o de policla, en todos los
tramites relativos a la propledad Industrial, a cuyo

les facultamos para dar ante dichas
attoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; slevar sollcitudes, declaraclones, reclamos,
rocursos y presentar desistimientos, formular
descripciones, enmlendas, limiter el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
insteurar  canceleciones, nrenunclar total o
parcielments a los reglstros, abonar todos los
Impueatos y cuotas y efectuar todo ofro pego
determinado por la lay; rechir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera ofros requisitoa y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros interases; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados pera tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los Jueces que
sean compeientes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
Qnenta declaramos desde shora valldo y bueno
anto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicleran en nuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solictar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualqulera de ellos otorgue a nombre
nuasiro.

Dado y filmado

* The

undersigned, GLAX SMITHKLINE
Bl LOGICALS S.A., a corporation organized and
axisting under the laws of Belgium.

domiclled at rue de I'institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belglum
hereby appaint, ALICIA LLOREDA andior

GUSTAVO TAMAYO and/or \GNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 583, Sixth
Floor, our true and legal rapresentatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judiclal or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10, of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVQ
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agenis by any one of
them appointed, are especially ampowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombla, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions: flle
cancellations total or partlally waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; lo receive proper receipis, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our Interests; and In case of
oppasition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act on our
behelf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbltrators, to desist, to
collect, fo appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valld and good all that sald
reprasentaiives and/or the egenis by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYQ and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attornay by any ons of them conferred in our name,

4
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélglca
{ss

Hoy de de 200 , comparecié
, aquien conozco y
de quien me consta que firmo el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
él es
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., ia
compaliila nombrada en el documento que antecada,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Béliglca, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélglca, lagalmenta constituida
para un periode de duracidn que alin no ha
terminado, que ejerce su objetc social; conforme a

les leyes de

que el declarante esta
autorizado por dicha Compafla para conferir este
poder, que el sello estampado por él al pie de tal
poder, en nombre y en representacion de la
expresada Compaliia, es el sallo oficlal de ella; y que
al gbjeto para el cual se conflere edte instrumento
esta comprendido dentro del de la sociedad.
El suscrito Notarlo ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en
con fecha y cerlifica que de
conformidad con la Iaglsladbn de dicho Pals, la
anterior declaracion juramentada es prusba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Publlc (Notario Pabiico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this day of ' 200 .
personally
came
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belglum, domiciled at the City of Rixensart,
Belglum, legally constlituled for a period of tenure
not yet explred, which exercises ils corporate
purposes gccording to the laws of

, that the deponent is
authorized by said Company to confer this power of
attomey, that the seal affixed hereunto by the
deponent In the neme and on behalf of said
Corporation Is the corporate seal thereof; and thet the
purpose for which this instrument is granted is
included within the cormporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of sald Corporation exacuted at

, under date of

and hereby certifies that under the l[aws of sald
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts thereln contained are true, which
he attosts.

3 ' .
JUAN MANL. e
K
ga i 10 MB A
Uttt oy g,



SUPERINTENDENCIA

EXTRACTO PARA PUBLICACION
Industria y Comerclo SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

No. SOLICITUD
INTERNACIONAL:  PCT/EP2003/008567
(51) INT. CL.: AB1K 39/095
(21) No. SOLICITUD:
(22) FECHA DE .
PRESENTACION:  28-01-2005 (71) SOLICITANTE: gmmK;_IRE
] 0218037.0 0218036.2
Ol pRIORTAD: 0218035.4 0218051.1 BERTHET,  Francols-Xavier,
(31) No. DE SOLICITUD: 0220197.8 0220199.4 (72) INVENTOR/ES: Jacques: BIEMANS, Rﬂ'ph,
gggfg:-g ggggfg;-g DENOEL, Philippe; FERON,
0230170.3 0305028.3 Sg'gt'a, ,,"f,'l' JE;no;TA\ﬂjwa IK", ,"I{.‘g:
02-08-2002 02-08-2002 Vincent.
(32) FECHA DE 02-08-2002 02-08-2002 (74) REPRESENTANTE
30-08-2002 30-08-2002
PRESENTACION: 0111 9002 01.11.9005  LEGAL: ALICIA LLOREDA RICAURTE
24-12-2002 24-12-2002
? (33) PAfSs: 24-12-2002 05-03-2003
GB
(54) TITULO:

“COMPOSICION DE VACUNA QUE COMPRENDE PROTEINA DE ENLACE DE TRANSFERRINA Y HSF
DE BACTERIA GRAM-NEGATIVA”

(57) RESUMEN:

Relvindicacién nimero 1.-

Una composiclén inmunogénica que comprende una proteina de enlace a
transferrina aislada (Tbp) o fragmento antigénico de la misma y una proteina
similar a Hsf aislada o un fragmento antigénico de la misma procedente de la
misma bacteria Gram negativa 0 una diferente.

Relvindicaclén nimero 53.-

Una vacuna que comprende la composicién Inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones 1 a 54 y un exciplente farmacéuticamente aceptable.

Relvindicaclén nimero 61.-

Un método para elaborar la composiclén inmunogénica de conformidad con

las reivindicaclones 1 a 17, caracterizado porque comprende un paso de mezclar
junta la proteina de enlace a transferrina aislada y la proteina similar a Hsf
aislada o fragmentos antigénicos de las mismas.



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. . PARA FUTURAS ver Notificacion de Trensmision el Reporte de Bisqueda Intemacional
do referencia del soti agente
g;f?‘lﬁ?a 14 ciame o ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) asf como, dande splique, el ftem 5 a continuacién.
Soleitud intermacional No. Fecha de registro internacional (dia/wes/aolo) Fecha de Prioridad (Primem) {dis/ma/alo)
PCT/EP 03/08567 31/07/2003 02/08/2002
Solicitame

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Bate Reporte de Blisqueda Intemacional ha gido preparado por esta Astoridad de Bisqueda Internaciongl y es trangmitido al solicitante
scgiin et Articulo 18. Una copis serd transmitida a la Oficina Internacional.

Eate: Reports dc Blsqueda Internacional consta de un total de 6 haojas.
También estd acompafiado de una copia de cada documento técnico snterior citado sn este reports.

1. Bases del reporte

2. Raspecto al lengmaje, la bisqueds internacional se Tievth a cubo segin 1s solicitud intemacional en ¢l lengusje en ¢l cual se presentd,
& mengs que o indique de otro modo en esto [tem.

[[] 1a tiaqueds imermacions! ac Tievs & cabo segén la traduceidn da i solicitud internacionsl proporcionsds @ esta
Autorkiad (Regla 23.1(b)).

b. Respecto n una secuencia de deido nucledtido y/o amino revelado en ka solicitnd intemacional, Is bisqueds internacional
se lievd 1 cabo segin 1a Yista de In secuencia:

[] contenido en n solicitud internacions! en forma escrim.
presentada junto con la soliciud internacional en forma legible por computador.
proparcionads subsiguientements a esta Autoridad en forma escrita.

proparcionads subsiguientemente a esta Autoridad en fwrma legible por computadar.

s¢ ha proparcionado (s afirmacidn de que el lisado de secuencins escrito proporeionado subsiguientemnente no va mis alli de ks
revelacién en la molicitud intemacional segin se peesents.

X XXX O

sc ha proparcionado 1a afirmacidn de qus I inforracidn registrada en forma legible por camputador es idéntica al listada de la
SOCUCTIGIE escTit

2 N com

oe pudieren locallznree (Ver Cagilla I).

3. [] maita auided de laveacién (ver Cusila I1).

4. Respectn al titulo,

[[] i texto es sprobado segin 1o presents el solicitante.
Esta Autoridad ha establecido que of texin so les asi:
COMPOSICION DE VACUNA QUE COMPRENDE PROTEINA DE ENLACE DE TRANSFERRINA Y HSF
DE BACTERIA GRAM-NEGATIVA

5. Respecto al resumes,

El taxto as sprobado segin lo presents e solicitents.

Hatn, Airtcridad ha establecido el texto de acuerdo con la Regla 33.2(b), segiin sparece en 1s Carilla [IL  El solicitimte puade, un
mes despudy de Is fischa de haber enviado por correo este reparts de Wisqueda internacional, presentar comenterios 2 esta Autoridad.

6. La figure de los dibujos que se publicari con ] resumen es 1 Figurs No.

[ comoto mugiis el solicitana. X Ninguna de las Siguras.
porque el solicitante no sugirié una figura.
porque cota figurs camacterize mejor o la invenclédn.

“Forma PCT/ISA/210 (primara hoja) (ulio 1998)



Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/08567

Casllla I Observaciones donde clertas relvindieaciones fueron inescrutables (Continuacién del Item 1 de
Ia primers hojs)

Este Reporte de Biisqueda Internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguientes mzones:

1. [X) Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:
Aunque las reivindicaciones 56, 57, 70 estén dirigidas a un método de tratamiento detl
cuerpo humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos
alegados del compuesto/composicién.

2. D Reivindicaciones Nos.: - o _ .
porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:

ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

3. [] Reivindicaciones Nos.:

parque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracién de la Regla 6.4(a).

Caullla II Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuaeién del Item 2 de Ia primera hoja)

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones milltiples en esta solicitud internacional, asf:

1. [[] Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fucron pagados oportunamente por

el solicitante, este informe de tiisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.
2, D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

3 D Puesto que sélo algunos de los derechos de bidsqueds adicionales fueron pagados oportunamente por ¢l
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre \inicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales sc pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4.DElsolicinnEmp|gdopommmmlmdmhnsdebﬁlquedlldicimﬂesmquﬁdoa.Pm
consiguiente, este informe de biisqueda internacional se restringe a Ia primera invencién mencionada
en las reivindicacionss; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de biisqueda adicionales estuvieron acompailados por Ia protests
del solicitante.

[C] E1 pago de los derechos de bisqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta,

Forma PCT/1SA/210 (cantinuacidn de Ia primers hoja(1)) (Jul-io 1998)



Solicitud Internacional No. PCT/EP 03/08567

CONTINUACION DE INFORMACION ADICIONAL PCT/ISA/210

Continuacion de la Casilla 1.2

Las presentes reivindicaciones 1, 20, 21, 26-32, 35-43, 45-48, 51-56, 58, 60 se identifican con
un nimero extremamente grande de composiciones inmumogénicas posibles y cepas
bacterianas. Se debe encontrar apoyo dentro del significado del Articulo 6 PCT y/o
divulgacién dentro del significado del Articulo 5 PCT; sin embargo, sdlo para una pequefia
proporcién de composiciones inmunogénicas y cepas bacterianas reivindicadas. En el
presente caso, las reivindicaciones carecen de apoyo, y la solicitud carece tanto de
divulgacién que es imposible una biisqueda significativa sobre todo ¢l alcance reivindicado.
En consecuencia, la bisqueda se ha llevado a cabo para aquellas partes de las reivindicaciones
que parecen estéin soportadas y divulgadas, especialmente aquellas partes que se relacionan
con las composiciones inmunogénicas que comprenden proteinas o vesiculas de membrana
externa derivadas de Neisseria, Moruxella catarrhalis y Haemophilus influenze (ver ejemplos
y especificacién pigina 12, 1iltimo pérrafo — pdgina 14, pérrafo 2).

Las presentes reivindicaciones 1-14, 16, 18, 20-43, 45-48, 51-71 identifican a compuestos
definidos por referencia con una caracteristica o propiedad deseable, especialmente siendo
una proteina del tipo Hsf o tal como estd definido en la especificacién en la pagina 9, linea
3.4, que comparte la homologia con el Hsf de Neisseria menigitidis.

Las reivindicaciones cubren todos los compuestos que tienen esta caracter{stica o propiedad,
donde 1a solicitud provee apoyo dentro del significado del Articulo 6 PCT y/o divulgacién
dentro del significado del Articulo 5 PCT para solo un mimero limitado de dichos
compuestos. En el presente caso, las reivindicaciones carecen tanto de apoyo, como de
divulgacién, que una biisqueda significativa sobre la totalidad del alcance reivindicado seria
imposible. Independientemente del razonamiento anterior, las reivindicaciones también
carecen de claridad (Articulo 6 PCT). En consecuencia, la blisqueda fue realizada pama
aquellas partes de las reivindicaciones que parecen ser claras, soportadas o divulgadas,
especialmente aquellas partes que se relacionan con los compuestos divulgados en la
especificacion de la pdgina 9, linea 11-25.

Se llama la atencidn del solicitante sobre el hecho que reivindicaciones o partes de éstas que
relacionan a las invenciones con respecto de las cuales no se ha establecido ningiin reportc de
blisqueda que necesite ser objeto de un examen preliminar internacional (Regla 66.1 (e) PCT).
Se advierte al solicitante que la politica EPO cuando se actiia como una Autoridad de Examen
Preliminar Intemacional normalmente no lleva a cabo un examen preliminar sobre un asunto
que no ha sido investigado. Este es el caso sin tomar en consideracion si las reivindicaciones
son o no modificadas posterior al recibo del reporte de blisqueda o durante cualesquier
procedimiento del Capitulo II.




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Imternacional No.
PCT/EP 03/08567

A. CLASIFICACION DE MATERIA ONETO

IPC7 AG61K39/095 AG1K39/102 A61K39/00

B. CAMPOS BUSCADOS

Segin Is Clasificacidn de Patente Internacional (IPC) o segin ia clasifieacién nasional y s IPC

IPC7 A6IK

Documentacidn minima buscads (sisiema de ciasificacién seguido de simbolas de clatificacian)

[ Documentacidn buscada Tucra de documentacin minima hasta donde dichos documentos e incluyan en los campos buscados

_Bludedlmelecmmmmludldmbhﬂqudnhhnlﬁml(nmﬁtd:hh:d:dlﬂy.dmﬁupiﬂdnhnﬁﬁmuﬂu)

EPO-Internacional, WPI Dato, EMBASE, BIOSIS, MEDLINE

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ©

Citacién de documento, con indicacitn, donde sca apropiado, de 108 textos relcvantes

Relevents a la reivindicacién No.

8 de Febrero de 2001 (2001-02-08)
citado en la solicitud
resumen

pégina 14, linca 12 - linea 22
péagina 20, linea 11 - linea 22
pégina 23, lfnea 21 - pigina 24, linea 7

pégina 31, linea 1 - linea 22

pégina 31, linea 30 - pdgina 32

pégina 33, linea 12 - linea 30

piigina 36, linea 11 - linea 19
ejemplo 8

pégina 12, linea 32 - pégina 13, linea 14

péigina 25, linea 11 - pgina 27, linea 22

X WO 01 09350 A (DALEMANS WILFRIED L J; SMITHKLINE | 20-25,
BEECHAM BIOLOG (BE); THIRY GEORG)

27-45,
51-63, 65

E En el recusdro C se enumeran mils documentos.

E En el anexo se enumersn micmbros de Ia familis de patenics.

* Categoriss especiales de documentos citados:

'A' documenio que define el estado general de I técnica el cual no se
considera do relevancia particular

'E' documento anterior pero publicado en o después de In fecha de
presentacién internacionsl

L’ documenio que puede amojer dudas sobre reivindicaciones de
priorided o que se cita para establecer In fecha de publicacidn de ot
citacidn u otra raxdn especial (segin se especifica)

O’ documento que se refiere a ung revelacién oral, uso, exhibicidn u
otros medios

P documento publicado antes de Ia fecha de presentacidn internacional
de I fecha de prioridad relvindicada

T documnento posterior publicado después de Is fecha de presentacidn
intemacional o fecha de pricridad y que no estd en conflictocon la
solicitud pero citndo pam entender e) principio o teora que mstenta
Ia invencién

X' documento de relevancia particular; is invencidn reivindicada no
puede considerarse nueve o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cusndo e documento se toma solo

Y" documento de relevancis particular; 1a invencién reivindicada no
pucde considerarse que comprende un paso inventivo cuando e
documento se combina ¢on uno ¢ mis documentos, siendo dicha
combinacién obvia para una persona experta en la téenica

‘&' docymento miembro de Is misma familia de patentes

Fecha de In terminacién real do ks iisqueds internacional

9 de Enero de 2004

Fecha de envio por comreo del reporte de bisqueds internacional
20/01/2004

Nombre y diteceidn de cormeo de In [SA
Oficina de Patentes Europea, P. B, 5818 Patertlaan 2

Funcionsrio sutorixado

NL - 2280 HV Rijswijk Nog, V
Tel. (+31.70) 340-2040, Tx. 31 651 epornl,
Fax: (+31-70) 340-3016

“Forma PCT/ISA/Z10 (scgunds hojs) (Tulio 1992) pigina 1 de 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/08567

C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoris ©

Citacidn de documantn, con indicacién, donde ses apropiado, de los textos relevantes

Relevants o Ia reivindicacién No.

A

oo

WO 00 71725 A (PIZZA MARIAGRAZIA; RAPPUOLI RINO
(IT); CHIRON SPA (IT); GIULIANI M)

30 de Noviembre de 2000 (2000-11-30)

citado en 1a solicitud

Tesumen
pdgina 55, linea 1-3

WO 00 25811 A (GORRINGE ANDREW RICHARD; HUDSON

MICHAEL JOHN (GB); MICROBIOLOGICAL)

11 de Mayo de 2000 (2000-05-11)

citado en la solicitud

resumen

piigina 1, pérrafo 1

pégina 3, dltimo pérrafo - pdgina 4, pérrafo 1

pégina 5, pirmafo 4 - pégina 6, pirrafo 1

pérrafo 6, pérrafo 3

pégina 7, pirmafo 5 - pigina 8, péarrafo 1
reivindicaciones 1, 10-16, 27, 32

WO 99 31132 A (JENNINGS MICHAEL PAUL; PEAK IAN
RICHARD ANSELM (AU); UNIV QUEENSLA)
24 de Junio de 1999 (1999-06-24)
citado en la solicitud
resumen
pégina 34, linea 10 - pégina 40, linea 17
reivindicaciones 1-11, 20, 21, 29-33

WO 01 72337 A (GORRINGE ANDREW RICHARD; HUDSON
MICHAEL JOHN (GB); MICROBIOLOGICAL)
4 de Octubre de 2001 (2001-10-04)

resumen

pgina 5, linea 14 - linea 26

péigina 7, linea 21 - pégina 8, linea 10
pgina 10, linea 6 - inea 37

MATHERS K Y COL: "RESPUESTA DEL ANTICUERPO A
LAS PROTEINAS EXTERNAS DE LA MEMBRANA DE
MORAXELLA CATARRHALIS EN NINOS CON OTITIS
MEDIA"

PEDIATRIC INFECTIOUS DISEASE JOURNAL, WILLIAMS &
WILKINS, BALTIMORE, MD, US,

Vol. 18, No. 11, Noviembre de 1999 (1999-11),

péginas 982-988, XP009003591

ISSN: 0891-3668

Tesumen

1-8, 13,
14,
16-19,
48-51,
55-59,
61-65

1-19,
48-52,
55-59,
66-71

1-3,

5-10, 13,
14,

16-19,
46,47, 64

Formm FCT/ ISA /210 (continuacién do 1a segunda hoja) (Julio 1992) pigina 2 do 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | g jicitud nternacionsl No.
Informacién sobre miembros de familia de patentes PCI/EP 03/08567
Documento de patente citado , famili

en el reporte de bisqueda Fecha de publicacidn Miembro(s) de la de patentes ps:;:;:n
WO 0109350 A 08-02-2001 AU 6833600 A 19-02-2001
BR 0012974 A 07-05-2002

CA 2380840 A1 08-02-2001

CN 1377415 T 30-10-2002

CZ 20020403 A3 15-05-2002

wO 0109350 A2 08-02-2001

EP 1208214 A2 29-05-2002

HU 0203056 A2 28-12-2002

JP 2003506049 T 18-02-2003

NO 20020506 A 02-04-2002

TR 200200275 T2 21-05-2002

TR 200202448 T2 21-01-2003

WO 0071725 A 30-11-2000 AU 5097700 A 12-12-2000
BR 0010721 A 11-06-2002

CA 2373236 Al 30-11-2000

CN 1362992 T 07-08-2002

EP 1179072 A2 13-02-2002

wO 0071725 A2 30-11-2000

JP 2003500420 T 07-01-2003

WO 0025811 A 11-05-2000 AT 242640 T 15-06-2003
AU 760858 B2 22-05-2003

AU 1056900 A 22-05-2000

BR 9914946 A 10-07-2001

CA 2349331 Al 11-05-2000

DE 69908805 D1 17-07-2003

DK 1126874 T3  29-09-2003

EP 1297844 A2 02-04-2003

EP 1126874 A2 29-08-2001

WO 0025811 A2 11-05-2000

JP 2002528515 T 03-09-2002

‘US 2003215465 Al 20-11-2003

WO 9931132 A 24-06-1999 AU 747742 B2 23-05-2002
AU 1649599 A 05-07-1999

wO 9931132 A1 24-06-1999

BR 0814276 A 03-10-2000

CA 2314319 Al 24-06-1999

CN 1284965 T 21-02-2001

EP 1045859 Al 25-10-2000

HU 0100094 A2 2B-05-2001

JP 2002508394 T 19-03-2002

NO 20002990 A 08-08-2000

NZ 505374 A 01-03-2002

PL 341160 Al 26-03-2001

TR 200001709 T2 21-03-2001

Us 6495345 B1 17-12-2002

USs 2002102276 Al 01-08-2002

WO 0172337 A 04-10-2001 AU 4260201 A 08-10-2001
CA 2403993 Al 04-10-2001

EP 1267938 Al 02-01-2003

wo 01723337 Al 04-10-2001

P 2003528157 T 24-09-2003

Us 2003082211 -Al1  01-05-2003

Forma PCT/ ISA/ 210 (snexo farnilin de patentes) (Julio 1992)
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY Pc-r Iy

Te:
GLAXOSMITHKLINE

GSK House
Acttn. Scephen,

Roda  GlaxoSmithKI

980 Great West GlaxoSmithKline

Brentford Corporate IP k (PCT Rule 44.1)
D

Middlesex T8 9EP | Raceived BREMTFO
UNITED KINGDON

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
OR THE DECLARATION

1IN0 |
dy o- 20/01/2004
Appiicant's or agant's file refel : N/A_DON | UPDATED Ori
CLJ/B45314 ATTY CRECKED:#)F | Zj ﬂ'FUHTHEHACI'IOH See paragaphs 1 and 4 below
Intemadional application No. Intemations filing dxie
PCT/EP 03/08567 (dapimonsieer)  33707/2003

Appicant

GLAXCSMITHKLINE BIOLOGICALE S.A.

1. m The appiicant is hersby notitied that the Imamational Search Report has bean satablched and (s trenamitisd harewith.

Flling of amandments and statemant under Article 15
The applican? s entitied, N he 8o wishea, it amend the ciaims of the Inarnational Application (sse Ruls 48):

When? The time Umit for such amandments s normaly 2 mortha from the debe of tanamittal of the
intemational Ssarch ; however, kor more deialia, ese the notss on the accompanying sheet.

Where? Directiy b the Intamational Bureau of WIPO
34, chemin des Colombetins
1211 Geneva 20, Swiizeriand
Fascimila No.: {41-22) 740.14.35

For more defalied instructiona, so@ the notas on the accompanying sheet.

2. Tre appiicant ls hereby notfiad that no Intemational Gearch Report wil be sstablished and that the daciaration under
O
Ariicia 17¢2)(a) 1o that affect s ranemitid herewith.

3 D Wiih regand to the protsst against payment of {an) acdkiional fee{s) undar Fule 402, the applicant |s nofiflad that:

D e prolest together with the decision thareon has besn tranamitied 1o the Inlemational Bureau together with the
applicant'a raquast 1 forward the texis of both the prowst and the decision thereon 10 the designated Offices.

[T] o deciaion has bean macs yet on Ma protast; the epplicant will be nofiad as soon as & decision is made.

4. Further actien{s}: The spplicant s reminded af the following:

Shortly afr 18 menths rom the priarily date, ha intemations spplication will be published by the (ntemational Burasy,
It the appicant wishes 0 avoid o postpone publication, & nolice of withdrawal of the inematonal application, or of the
priarity cialm, must reach the Inemational Bursau as proviced in Rules S0biz 1 and 80hia3. mapactivoly, before the
complation of the wchnical preparations for Intemaiional publication.

Within 19 mantha trom the priomity dale, a demand for inlemations) preliminary examination must be fled i the applicant
wishes 10 posipone the entry Imo the national phase until 30 months from the priority date (in some Otfices aven Maer).

Within 20 montha from the priority dae, the applicant must perform the prescribad acts for entry into the national phase
bafore all designawd Ofiicas which have not been slsctad in tha demand or in & lnier slecion within 19 montha from the
priority cdaie o could not b slected betause they are not bound by Chapter 1.

Name and maling address of the Intsmational Searching Autharlly | Authortand oficar

= w Europsan Palent Office, P.B. 5818 Patentinan 2 .
NL-2280 MV Rijswiji Marilidi Masserut

Tel (+31-70) 3402040, Tx. 21 651 apo i,

Fax: (+31-70) 340-3018

Form PCTASA/220 (July 1098)




NOTES TO FORM PCTASA/220

These Notes are misnded o give The basio imbructions conceming the ling of amendmenis under arlicle 18. The
Notes are based on the requirements of the Peient Cooperation Trealy, the Regulalions and the Administrative instrustions
under that Trealy. in case of “MM“M%HM.I-WHM.FUM
datallad Iniormation, sss also the Guide, & publioation of WIPO.

in these Notes, “Arlidle”, "Fuls®, and "Section” reder to the provisions of the PCT, the PCT Reguislions and the PCT
MIMW

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The apphosnt haa, afier having recelved the inlsrnalion sl search repart, one opportunily o smend the clsins of The
intemalional sppliostion. it should howsver be emphasized thet, sinoe ol parts of the inlemational (alaimm,
desoription and drawings) may be smended during lhe inlemational prelsninary sxamination thare is usualy
no need to fle amendmenis of the claims under Article l.-ql'hn.o' hmnhﬂhbh had
for the purposes of provisional proieciion or haa ancthar resson for smending the olaima before inlemationsl
Furthermore, i should ba amphasized that provisions] prolection s avallshie in some Stales only.

Wiat parts of the inlernaiional appiicalion may be sseided?
Undar Artiole 19, only the cleims may be amended.

the intemational  the cisims may siso be amandsd (or futher undar Article 34 beiore .
|.:u-u intamational ﬁm—'- Examining Mulym- Th_ﬁn(:im.-:;"odyh amended under
Asticia 34 balore the intemaionsl Examining Authorily.

i'hhlllhllll ol ol the inbernaionst be amended under Artiols 28
l-hlll-v M parts spplioation may

When? Wihin 2 monthe from the dais of ranemiiial of the iInlemational search report or 18 months from the pricrlly
dale, whishever tims lmit sxpires leinr. & should be noled, however, thel the smandments will be cormidered
-mmmmhihnMthmﬂthh
qhz,llmlﬂhlmnnm the fechnioal preparstions for intermational publiostion

The amendmanis may anly be fled with the intamationsl Buresu and nol with the recsiving Offios or tha
Mndmmmu.ﬁ.

Whare a damand for inlemnalional prelimin ary exsminsiion has been ds fied, ase below.

How? Eiher by canceling one or mom eniire clairms, by adcding one or maore new clsima or by smending the et of
ons or more of the claime as fied.

A replacement shest must be submitied for sach shest of the claims which, on scoount of an smendment or
smendmanty, differs from the shest ariginally fed.

All the olsims sppearing on a repiscement shesl must be numbered in Arablo numerals. Wheme adsim b
canseliad, no remusmbering of the ather olaims s equired. In &l cases whare claime are rensmbered, thay maunt
be mmumbsrd conseoutively (Administrative instruchons, Seclion 208(b)).

The amnendmants must be macly In the lnguage in which the inlamationsl spplicstion le fo be publishad,

Whal docisnents must/asy acoarmpaiy te svehinents?
Latter (Bection 205(b)):
Tha amandmenis must be submitied with a lstier,

The ietier will not be pubiished with the inlsmalionsl appiisalion and the amendad dlaims. i sheuld not be
confused with the “Statement undar Artisls 19(1)" (3ee below, under *Siatervent undar Artisls 19(1)7).

Tha lstter st be in English or French, sl the cholos of the However, i the language of the
international spplication s Engliah, the letter must be In ; i the langsage of the indemational
is French, the lsiter must be In Franch,

Notes to Form PCTABAZZED (et shest) (January 1994)



NOTES TO FORM PCTISA/220 (continued)

The lstier ramst indicste the differences beiwesn the alaims ss fled and the cisims as amended. k must, in
partioular, indioals, in connection with each ofzim appeasing In the intemational applisstion) (i baing undersiood
that ideniiaal indieslions coneeming ssveral claime may be grouped) whather

M e olaim is unchanped:

@ the claim is cancelled;

(i) theclsim s new;

(W) the claim replaces ons or more claims as lied;

{} the claim s the result of the division of » elaim s fied.

Tha fellowing sxamples Hhisirale the manner in whish amendmenta nust be expisined in the
Scoompanying intiar:

1. m fhere were 48 daims and alter amandment of some claima there are 51);
182031, ﬂ.!‘.ﬁ.ﬂbﬂnﬂmﬂh-—ﬂdﬂ-hﬂ;hmm
daima 30, 33 and 38 unchanged; new daime 48 o 61 added.”

2. [Where originally there were 15 alaims and after amendment of all daims thers wre 11):
"Claims 1 to 15 replacsd by amended alsims 1 io 11."

3 [Wh.-_m?dyl.nm“d-l--dl-m-lﬂilm“d-'nﬂhﬂ‘
*Claima 1 io & and 14 unshangad; claims 7 1o 13 eancslied; new claims 185, 18 and 17 added " or
“Ciaims 7 to 13 oanoslied; new claims 16, 1l-ﬂ|7¢hd,dd-ﬁ-m

4. [Where verious kinds of amendments sre mads]:
“Claims 1-10 unchanged:; clsims 11 to 13, ll“l!-ﬂd.ﬂm“.i!ﬂi.lql-dqm
d-nu.ddni'llwﬂl-!-nﬂdﬁmis 18 and 17; now clgims 20 and 21 added.

"Stalemant under artiols 19(1)" (Rule 46.4)

The amendmenis may be scoampanied by & statemeni saplaining the amsndments and indioaling arvy impast

The sislement will ba published with the inlemalional appliostion and the amended daims.
R must be in the languages in which the intarnationsl appplioation is to be published,
& rrumt be briel, not sxoeeding 500 werds if in English or if tranalsied into English.

R whouid not be coniused with and doss not replacs the leiter indioating the dillsrenoss beliwesn the daims
as Bad and as amanciad. & must be Bed on & saparste ahest and mst ba identiied as such by a heading,
profarshiy by using the words "Ststament under Astiols 18{1)."

#t may not contsin ey disparaging commenis on the inlernstional ssarch report or the relsvancs of altations
coniaingd in that report, MbMMD-MM.Mhhm_m
report may be made only i cormection with an amandment of that olaim.

Consequence K a demand for intsrnetionsl preliminary axaminstion has sirsady beeh thed

e S e ke gy
intemational Bureau, siso e & copy of such amendmanis with I-'mn II-P=EI-!EIII'III
mt-ﬁbﬂmﬁm)

Conseguisnce with regand to transialion of the Mternational application for entry into the nalional phase

The sppiicends siteniion ls dran in the faxt thel, where upon enlry Nl the nalional phase, a trarelation of the
m--_uunumummhumnmwon_ instwad of, or
in ackliion 1o, the tenalstion of the clsims as Gied.

For further datalls on ihe requiremsnts of sash designaiadisieciad Ofice, ves Vahins N of the FCT Apploant's

Noles to Farm PCTABA/220 (second sheet) (January 1004)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Anticle 18 and Rules 43 and 44)

Appicant Tetrenca FURTHER 32 Notiication of Transminial of InNematonsl Search Re

s or sosncaiie FOR FURTHER ( eCTASAZ20) a8 wall 85, whirs acoioatss, fem 5 oeiow.
CLI/BAS5314 ACTION
Inamationsr appication No, intomaLional TRng deie (day/nonigean) (Earliast) Priority Duie (deywnantvyesr)
PCT/EP 03708567 31/07/2003 02/08/2002
Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS 8.A.

This intarnational Seanch Report has been prepaned by this inemadonal Searching Aurtharity and is trmnamitind to the appiicant
according ia Articia 18. A copy Is baing tranamifiad 1 thy Intamnational Bursau.

This imarnational Saarch Report conslete of a otal of f sheets.
itis aiso accompaniad by a copy of sach prior art document cied in thie report.

1. Basls of the report
a. With regard to the Isnguage, the intsmational search waa carried out on the basie of the Iniemational application in the
Rnguage In which it was fiied, uniess otharwias indicated under this ftew.
D the inlemational esarch was carriad out on the basis of & ansiation of the inlermasonal applicason fumished to this
Authority (Rule 23.1(b)).

b. With regard (o any nuciestide and/or amine anid saquenos disciosed In the memational appication, the imemational aaarch
was cafmied aut on the basls of the ssquence listing :

contained in the inlematonal epplicetion In written torm.

fhed together with the intamational applcation In compuier readabls form.
funished subsecuently to this Authofity In writien form.

fumiahed subsaquently to this Authotlly In compuler readble form.

tha atatemnent that the subssquantly furnishad written saquancs Reting does nol go beyond tha daciosse In the
Iramational appicalion as fiac has baen furnished.

mmlmummmmpdhmpmmmuuﬂnubmehnm|-lnohshnn

Cartain cialms were found unsearchable {Gee Box I).
Unity of invention Is lacking {see Box I1).

O FH HEEECOC

4. With regard io the title,
[[] the s approved as submised by the appiicant.
[X]  thetaxt has been estabiahad by s Authority W read as foliows:
VACCINE COMPOSITION COMPRISING TRANSFERRIN BINDING PROTEIN AND HSF FROM GRAM
NEGATIVE BACTERIA

5. With regard o the abstrect,

{X] e iaxtis approved as submitied by the eppiicant.

the text has been estabiished, according 1o Rule 38.2{(b), by this Autharity as k appears in Box (Il. The appicam may,
withit one month from the daie of maling of this inlemational asarch report, submit commants o thia Authordty.

8. The figure of the drewings 1o be publishad with the abstract Is Figure No. -
[[] ss suggesd by the applcent. [X] Noneotthwsgures.
[[] becauss the appicant falied © suggest a Sigwe.
[] bacauss wmis igue better charactarzes the kvention.

Form PCT/IGA/210 (firet gheet) (July 1988)



Inernational on ND.
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Obeervations whers certain cisims ware found unsssrchabie (Continuation of item 1 of first ahest)

Théa International Saarch Report has not been estabiished in respect of certaln clalme under Article 17(2)(a) Kk the following reasons:
1. m Claims Nos.:

bacause they relale to subject matsr not required to be ssarched by this Authority, namely:

Although claims 56,57,70 are directed to a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2, m Claims Nas.: -

because they relabe to parts of the intlemational Application that do not comply with the praacribed requirements to such
an sxtant that no maaningful iIntsmational Bearch can be carded out, d

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

a D Cinima Nos.:

becauss they are dapendient cialme and arg not dratiad in accordance with te second and third santences of Ruls 6.4(n).

Box i Observations where unity of invention ls lacking (Continustion of item 2 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found multiple iventions in this inemational application, as loliows:

1. As ail required additional ssarch fees were timely pald by the appiicant, this intarnational Ssarch Report covers all
sgarchablo claima.

2, D As all soavchable claime could ba searchad without affort justilying an additional fee, this Autharity did not Invits payment
of any additional fee.

n

As only some of the required additonal ssarch fess ware timely paki by the applicant, this international Search Report
covers only thoee clalma for which faes wene paid. specifically claime Nos.:

4, D No recuirad ackiiional saarch fees were

paid by the applicant. Consacuently, thia Intemational Search Report Is
restricisd © the invention firast mentonead In the claims; i Is coverad by claims Noes.:

Ramark on Protsal

D The additions! ssarch lees were Rccompanied by the appicant's prolest.

D NO romet accompanied the payment of edcffonal aearch laea.

Form PCTASA/210 {continuation of first ahaet (1)) (July 1088)
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intsmationat Appiication No. PCTEP 03 08567

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box I.2

Present claims 1,20,21,26-32,35-43,45-48,51-56,58,60 relate to an
extremely ldrge number of possible immunogenic compositions and bacterial
strains. Support within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure
within the meaning of Article 5 PCT 1s to be found, however, for only a
very small proportion of the immunogenic compositions and bacterial
strains claimed. In the present case, the c¢laims so lack support, and the
application so lacks disclosure, that a meaningful search over the whole
of the claimed scope 1s impossible. Consequently, the search has been
carried out for those parts of the claims which appear to be supported
and disclosed, namely those parts relating to the immunogenic
compasitions comprising proteins or outer membrane vesicles derived from
Neisseria, Moraxella catarrhalis and Haemophilus influenzae (see examples
and description page 12, last paragraph -page 14, paragraph 2).

Present claims 1-14, 16,18,20-43,45-48,51-71 relate to compounds defined
by reference to a desirable characteristic or property, namely being a
Hsf 11ke protein or as defined in the description on page %, 11ne 3-4,
sharing homology with Hsf of Neisseria menigitidis.

The claims cover all compounds having this characteristic or property,
whereas the application provides support within the meaning of Article 6
PCT and/or disclosure within the meaning of Article 5 PCT for only a very
Timited number of such compounds. In the present case, the claims so lack
support, and the application so lacks disclosure, that a meaningful
search over the whole of the claimed scope is impossible. Independent of
the above reasoning, the claims also lack clarity (Article 6 PCT).
Consequently, the search has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely those
parts relating to the compounds disclosed in the description on page 9,
1ine 11-25.

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to 1nventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1{e) PCT). The applicant
is advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normaily not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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abstract
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abstract
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(72) Iaventores; ¢
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GlaxoSmithKline Biologicals S.A., Rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart Brussels (BE). FERON, Christiane
[BE/BE]; GlaxoSmithKline Diologicals S.A., Ruc de
I’Institut 89, B-1330 Rixensart Brussels (BE). GORAJ,
Carine [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals S.A.,
Rue de I'Institut 89, B-1330 Rixensart Brugsels (BE).
POOLMAN, Jan [NL/BE]; GlaxoSmithKline
Biologicals S.A., Rue de 1'Institut 89, B-1330 Rixensart
Brusscls (BE) WEYNANTS, Vineemt [BE/BE];
GlaxoSmithKline Biologicals S.A., Rue de I'Inatitut 89,
B-1330 Rixensart Brussels (BE).

(74) Agente: STEPHEN, Robert; GlaxoSmithKline, GSK Housc, 980
Great West Road, Brentford, Middlesex TW3 9EP (GB).

(81) Exindos Designados {racional): A AG, AL, AM, AT, AU, AZ,
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN.-CO.‘l;IR, CU, CZ, DE,
DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GDMIE/GH,
ID, IL, IN, IS, JP, KE,

— anies de la expiracidn del limiie de tiempo para mod{ficar
las reivizdicaciones y ser republicada de nuevo en el caso de

recibo de modificaciones

Para los cddigos de dos letray y otras abreviaturas, refidrass a "Lax Notas
Guias sobre Cddigos y Abreviciuras® que aparecen al comienzo de codo
emisidn regulor de la Gacela PCT.

{54) Thwle: COMPOSICION DE VACUNA QUE COMPRENDE PROTEINA DE ENLACE DE TRANSFERRINA Y HSF DE

BACTERIA GRAM-NEGATIVA

{57) Resamen: La presente invencidn se refiere a8 composiciones inmunogénicas y vacunas pars la prevencidn o tratamiento de
infeccién por bacteria Gram negativa. Las composiciones inmunogénicas de la presente invencién, comprenden proteina de
enlace @ transferrina y Hsf, y la combinacién de estos dos antigenos ha mostrado actuar en forma sinérgica para producir
anticuerpos con actividad superioren un ensayo bactericida de suero. Esta combinacién de antigenos es itil para utilizarse en
vacunes contra Neisseria meningitidis, Nelsseria gonorrhoeas, Moraxella catarrhalis y Haemophilus influenzae.
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(54) Title: VACCINE COMPOSITION COMPRISING TRANSFERRIN BINDING PROTHIN AND HSF FROM GRAM NIIA-
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negative bacteriaf Infection. Tmumogenic compostitions of the invention cumpris: trneferrin binding protein and Hsf. and the com-
bination of these two antigens have been shown (o sct synergistically 1o produce antibodies with bigh activity in a serum bactericidal

axzy. This combinaton of anigens is oselul for use in vaccines ngains: Neizseria meninglridis, Neisseria gonorrhoeas, Moraxella
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del PARA FUTURAS ACCIONES  Ver Notificacién de Transmision del
solicitante o agente Reporte de Examen Preliminar
CL]/B45314 Internacional (Forma PCT/IPEA416)
Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad

(dia/mes/afio) (dfa/mes/afio)
PCT/EP03/08567 31.07.2003 02.08.2002

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC

A61K39/095

Solicitante
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. y col.

1. Este reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado por esta Autoridad
Examinadora Preliminar Internacional y se transmite al solicitante de conformidad con el Articulo
36.

2. Este REPORTE consta de un total de 7 hojas, incluyendo esta cardtula.

{C] Este reporte también estd acompafiado de ANEXOS, es decir, hojas de la descripcién,
reivindicaciones y/o dibujos los cuales han sido modificados y son la base para este
reporte y/o hojas que contienen rectificaciones hechas ante esta Autoridad (ver Regla 70.16
y la Secci6n 607 de las Instrucciones Administrativas de conformidad con el PCT).

Estos anexos constan de un total de  hojas.

3. Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

I BX Bases del reporte
I [J Prioridad
I [ Noestablecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
Industrial
IV [ Falta de unidad de invencién
V .[X Afirmacién razonada segin Regla 66.2(a)(ii) con respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién
VI [ Cliertos documentos citados
VIl [] Ciertos defectos en la solicitud internacional
VII [] Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminacién de este reporte
18.02.2004 25.06.2004
Nombre y direccidn de correo de la autoridad de Funcionario autorizado
examen preliminer intemacional:
Oficina de Patentes Europea-P.B. 5818 Patentinan 2 Nod, V
NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas ’
Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl
Fax: +31 70 340 - 3016 Teléfono No. +31 70 340-4181

Forma PCT/IPEA/409 (Portada) (Enero 2004)
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/EP03/08567

I. Bases del reporte

1. Respecto a los elementos de la solicitud internacional: (Hojas de remplazo las cuales han sido suministradas a la
Oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el Articulo 14 estin referenciados en este reporte como
“presentados originalmente” y no estin anexos a este reporte dade que no contienen modificaciones (Reglas 70.16

y 70.17):

Descripcién, Péginas
1-51 como se presentaron originalmente

Relvindicaclones, Ntimeros
1-71 como se presentaron originalmente

Dibujos, Hojas
1/1 como se presentaron originalmente

2. Respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron
suministrados a esta Autoridad en el idioma en el cual la solictud internacional fue presentada, a mencs que
se indique lo contrario bajo este ftem.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma: , el cual es:

D el idioma de una traduccién suministrada para una bdsqueda internacional (segin la Regla 23.1 (b)).

[] el idioma de una publicacién de la solicitud internacional (segtin Ia Regla 48.3 (b)).

[[] el idioma de 1a traduccién suministrada para el examen preliminar internacional (segtin las Reglas 55.2
y/o055.3).

3. Respecto al nucleétido y/o secuencla amino &cida revelado en la solicitud internacional, se llevé a cabo el
eamen preliminar internacional segiin el listado de secuencia:

I:l contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

(] registrado junto con Ia solicitud internacional en forma legible por computador.

proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.
E proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.
xSehlproporaomdohlﬁmuadnrupecbnhcualelllshdodeucuenﬂnucmo

proporcionado subsiguientemente no va mis alld de la revelacién en la solicitud internacional segdn se
presentd.

E Se ha proporcionado la afirmacién respecto a Iacuallamformaubnpmmhdnenform
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.

4. Las modificaciones han resultado en la cancelacifn de:
|:| Ia descripcién, péginas:
las refvindicaciones, Nos.:

[J 108 dibujos, hojas:

Forma PCT/IPEA /409 (Enero 2004)
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/EP03/08567

5. D Este reporte ha sido establecido como si (algunas de) las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se ha
considerado que van mds alld de la revelacidn segtin se presentd (Regla 70.2 (c)).

(Cualquier hoja de remplazo que contengn tales modificaciones debe ser referida bajo el ftem 1 y anexada a este
reporte).

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

III. No establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad Industrial

1. Las preguntas como quiera que la invencién reivindicada parezca ser novedosa, involucrar un nivel inventivo
(para no ser obvio), o para ser aplicable industrialmente no se han examinado en relacién con:

[[] toda Ia solicitud internacional,

E las reivindicaciones Nos. 56, 57, 70 (con respecto a IA) y 1-14, 16, 18, 20-43, 4548, 51-71 (parcialmente)
porque:

E dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 56, 57, 70 se relaciona con el siguiente objeto
materia el cual no requiere examen preliminar internacional (especificar):
ver hoja separada

D la descripcidn, reivindicaciones o dibujos (indican elementvs particulares a continuacion) o dichas
reivindicaciones Nos.  son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifigue):

D las reivindicaclones o dichas reivindicaciones Nos. estin sustentadas tan inadecuadamente por la
descripcién que no pudo formarse una opinién significativa.

B4 no se ha establecido un reporte de biisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos. 1-14, 16, 18,
20-43, 45-48, 51-71 (parclalmente)
2. Un examen preliminar internacional significativo no puede llevarse a cabo debido a la falla del nucle6tido
y/o listado de secuencia amino &cida para cumplir con el estdndar preparado en el Anexo C de las
. Instrucciones Administrativas:
D el formulario escrito no ha sido proporcionado o no cumple con el Estdndar.

D la forma legible por computador no ha sido proporcionado o no cumple con el Estidndar.

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmadén
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-71
No: Reivindicaciones
Nivel Inventivo (IS) Si:  Reivindicaciones 1-71
No: Reivindicaciones
Aplicabilidad Industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 1-55, 58-69, 71

No:_, Reivindicaciones

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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2. Citaciones y explicaciones
ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
HOJA SEPARADA . Solicitud Internacional No. PCT/EP03/08567

IIIL. No establecimiento de opinién (Continuacion)

Las reivindicaciones 56, 57, 70 identifican la materia-objeto considerada por esta Autoridad a
ser cubierto por las disposiciones de la Regla 67.1(iv) PCT. En consecuencia, no se formulara
ninguna opinién con respecto a la aplicabilidad industrial de la materia-objeto de estas
reivindicaciones (Articulo 34(4) (a) (I) PCT).

V. Declaraci6n razonada (Continuacion)

21. CITAS
Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 01 09350 A (DALEMANS WILFRIED L. J; SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG
(BE); THIRY GEORG) 8 de Febrero de 2001 (2001-02-08) mencionado en la solicitud

D2 WO OO 71725 A (PI1ZZA MARIAGRAZIA; RAPPPUOLI RINO (IT); CHIRON SPA
(IT); GIULANI M) 30 de Noviembre de 2000 (2000-11-30) mencionado en la solicitud

D3: WO 99 31132 A (JENNINGS MICHAEL PAUL; PEAK IAN RICHARD ANSELM
(AU); UNIV QUEENSLA) 24 de Junio de 1999 (1999-06-24) mencionado en la
solicitud

22. NOVEDAD (Art. 33(2) PCT)

221. El D1 revela composiciones inmunogénicas que comprenden ves{culas de membrana
externa derivada de la bacteria negativa gram (Neissieria meningitidis, Morexella
catarrhalis, Haemophilus influenzae), en la cual los antigenos protectores estin
regulados ascendentemente y los antigenos no protectores estdn regulados
descendentemente y la mitad del Lipido A del LPS es detoxificada. La lista de
antigenos regulados ascendentemente comprende protefna enlazante de transferrina
y del tipo Hsf. (ver resumen, pégina 12, lfnea 32- pagina 13, lfnea 14; pagina 14, lfnea
12-22; pagina 20, lfinea 11-22; pagina 23, linea 21- pagina 24, linea 7; pigina 25, lfnea
11- pégina 27, linea 22, pégina 31, lfnea 1-22; pagina 31, linea 30- pigina 32; pigina
33, ifnea 12-30; pdgina 36, linea 11-19; ejemplo 8); sin embargo, la combinacién
especifica no se revela y por lo tanto, la materia objeto de las reivindicaciones 1-55 se
considera novedosa.

22.2. La presente solicitud cumple con el criterio establecido en el Articulo 33(2) PCT

porque la materia-objeto de las reivindicaciones 1-71 es nueva con respecto al arte
anterior mencionado, segtin lo definido en las regulaciones (Regla 64 (1)-(3) PCT.

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 1) (EPO-Abeil 1997)
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HOJA SEPARADA Solicitud Internacional No. PCT/EP03/08567

23.  NIVEL INVENTIVO (Art. 33(3) PCT)

23.1. Para el andlisis del nivel inventivo de las reivindicaciones 1, 48, 55, 56, 58, se
considera que el D2 representa el estado de la técnica méds relevante y revela
composiciones inmunogenicas que comprenden una molécula biol6gica de Neisseria
en combinacién con la proteina enlazante de transferrina TbpA o TbpB y su uso
COmMO una vacuna para tratar o para prevenir infecciones Neisseriales (ver resumen y
pégina 2, linea 12- pégina 3, linea 2; pégina 55, linea 1-16). La materia-objeto de las
reivindicaciones 1, 48, 55, 56, 58 difiere en cuanto a que la composicién inmunogénica
comprende protefna del tipo Hsf en combinacién con la protefna enlazante de
transferrina.

23.2. El problema a resolver por la materia objeto de las reivindicaciones 1, 48, 55, 56, 58
puede ser considerado como la provisién de una combinacién alternativa con la
proteina enlazante de transferrina como composicién inmunogénica. La solucién
serfa la combinacién de la protefna tipo Hsf y Ia protefna enlazante de transferrina.

233. Se considera que esta solucién implica un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT).
Aunque D2 menciona el uso de protefna enlazante de transferrina en combinacién
con otras protefnas en una composicién de vacunas y D3 describe el uso de Hsf como
protefna en una composicién de vacunas (ver resumen; reivindicaciones 1-11, 29,
31-33), no se puede encontrar un incentivo o una sugerencia en la técnica anterior
que tenga relacién con la combinacién de protefna enlazante de transferrina y Hsf
como protefna, especialmente teniendo en cuenta el efecto sinergfstico de la presencia
de las dos protefnas en la produccién de anticuerpos bactericidas (ver ejemplos).

234. Una cepa bacteriana construida genéticamente de la reivindicacién 60 se considera
inventiva porque se puede encontrar un incentivo 0 una sugerencia en la técnica
anterior para realizar dicha cepa bacteriana y porque no serfa obvio para una persona
versada en la materia realizar esta cepa bacteriana especifica.

23.5. Los métodos de las reivindicaciones 61-65 para llevar a cabo la novedad e
inmunogenicidad inventiva o composiciones de vacunas de las reivindicaciones 1-55
son inventivas. Sin embargo, los procesos los cuales ellos mismos no implicarfan un
nivel inventivo son patentables en cuanto ellos proveen un producto novedoso e
inventivo (Pautas CIV, 9.12).

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)
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23.6. Para el anilisis del nivel inventivo de la reivindicacién 66-71, se considera que el D3
representa el estado de la técnica mds relevante y revela anticuerpos contra la
proteina tipo Hsf y su uso para la prevenci6n o tratamiento de la infeccién Neisseria
(ver resumen y reivindicaciones 20, 21, 30). La materia-objeto de las reivindicaciones
66-71 difiere en cuanto a que los anticuerpos de la proteflna son usados en
combinacién con los anticuerpos de protefnas enlazantes de transferrina.

23.7. Por lo tanto, el problema a resolver por la materia objeto de la reivindicacién puede
ser visto como la provisién de una composicién de anticuerpos alternativa. La
solucién serfa una composicién que comprenda una combinacién de Hsf como
anticuerpos de proteinas y anticuerpos de protefnas enlazantes de transferrina.

23.8. Esta solucién se considera que implica un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT),
porque no se puede encontrar un incentivo o una sugerencia en la técnica anterior
que trate la combinacién de anticuerpos de protefnas tipo Hsf y anticuerpos de
protefna enlazante de transferrina, teniendo en cuenta el efecto sinergfstico no
esperado de la presencia de los dos anticuerpos en actividades bacterianas.

239. La presente solicitud, por lo tanto, cumple con el criterio establecido en el Articulo

33(3) PCT y la materia-objeto de las reivindicaciones 1-71 implica un nivel inventivo
(Regla 65(1) (2) PCT).

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 3) (BPO-Abril 1997)
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28 OTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Gorporats Imallectual Property JUN THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
530 Groat West Road T P EXAMINATION REPORT
Brentford PH PCT Rule 71.1
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GRANDE BRETAGNE CKED/FILE -1

(Gapicrivpes) 25.08.2004

Appicant’s or agent's fle reference
CLJB45314 IMPORTANT NOTIFICATION
intsmations) appdcation No. Irdemational Niing date {deymantyeas Prioflty date (deyiontyear)
PCTEP 0308567 31.07.2003 02.08.2002

Applicant
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. et al.

1. The appiicant is hereby notified that this Intemational Preliminary Examining Authority transmits herewith the
International preliminary examination report and its annexes, If any, established on the intamational
appllcation.

2. A copy of the mport and its annexes, if any, is being transmitted to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices.

3. Where required by any of the elected Offices, the Intemational Bureau will prepare an English transiation of
the report (but not of any annexes) and will transmit such translation to thoge Offices,

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elected Otfice by performing certaln acts (filing
translations and paying national fass) within 30 months from the priority (or later in some Offices
(Article 38(1)) (see aleo the raminder sent by the Intemational Bureau with Form PCTABA01).

Where a transiation of the intemational application must be fumishad to an alected Office, that translation
must contaln a translation of any annexas to the Intemational preliminary examination report. it is the
applicant's responsibliity to prepare and fumish such translation directly to aach elected Office concermned.

For further detalis on the applicable ime Emits and requiremants of the elected Offices, see Volumae il of the
PCT Applicant's Guide.

The applicant's ettention Is drawn to Article 33(5), which provides that the criterla of novalty, inventive step
ang industrial applicabllity described in Article 33(2) to (4) meraly serve the purpoasa of intemational
prefiminary examination and that “any Contracting State may apply additional or different criteria for the
purposea of deciding whether, in that State, the claimed inventiona s patentable or not” (see aleo Article
27(5)). Such additional criteria may relate, for example, to exemptions from patentabllity, requirements lor
enabling dlsclosure, clarity and support for the claims.

Name and addrass of the Intamatonal Authorizad Officer o
preliminary g suthority: ) /-"-..
T g European Paiant Ofics P.nli.n.mn Petantiaan 2 Wallentin, M s ﬁ\
Toh 431 70 540 - 2040 Tt 31 851 sponl Tel. +3170 340-3001 ‘\ j
Fax: +31 70 340 - 3016

Form PCTAPEA/418 {January 2004)
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PCT

INTERNATI NAL PRELIMINARY EXAMINATI N REPORT
(PCT Articl 36 and Rule 70)

Applicants or agant's Sis reference CTION Ses Notiication of Tranemitial of inemational
CLJB45314 FOR FURTHER A N Proliminary Examination Report (Form PCTAPEAM18) -
intomational applcation No. infemuiional flling dain (dayionihiear) Priosity date {dasnonthiear)
PCTEP 0308567 31.07.2003 02.08.2002

Intemational Palant Classification (IPC) or both national classification and IPC

AB1K38/085

Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. et al.

-
1. This international rallmhuyaumhlllmnporlhnbeanpnmd this Intemational Preliminary Exami
Aul?unyandllnnsmlhdb the applicamt according to Article 38. o " ning

2.  This REPORT conalsis of a total of 7 shesets, inciuding this cover sheet

O  This report Is alec accompaniad by ANNEXES, Le. sheats of the description, cialms andbr drawings which have
mnmmmmmuummmﬂmmmmwﬂm-w
{see Rule 70.16 and Section 807 of the Administrative Instructions undar the PCT).

These annexes consist of a iolal of shoets.

3. This repori contalns Indications relating to the following flems:

i £ Baslscftheopion

N O Promy

i B Noneetablshment of opinion with regard o novelty, inventive step and Industrial applicabiity

IV O Leckof unity of invention
=
(m}

Reasoned statement under Rule 66.2{a){li} with regard 1o noveity, Inventive stap or industrial applicabiRty;
citations and sxplanations supporting auch statermnent

Cerntain documents cited
Vil [0 Conaln defocts In the intemational application
Vil 0 Certain obasrvations on the Intermational application

Dals of submiasion of the demand Date of completion of this report

18.02.2004 25.06.2004

Nams and malling acdress of tha Intamational Authorized Officer

praiiminary axamining authority: f"'\
Euopean Patent Ofice - .8, 5818 Patentiaan 2 : \
NL-2280 HV Aljswik - Puys Bas Noé, V -

‘ Tek +31 70 340 - 2040 Txc 31 851 epo nl k j

Fax: +31 70 340 - 3018 Telephone No. +31 70 340-4181 "

Form PCTAPEA/408 {Covar Bhest) (January 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCT/EP 0308587 .

Basis of the report

1. With regard to the elements of the international application (Raplacement sheets which have been kurnished lo

the racelving Office in respanse to an invitation under Article 14 are referrad o in this report as “originally ed"
and are nol annexed 1o this report since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)):

Description, Pages
i-51 as originally filed

Ciaims, Numbere

1-71 as originally flted
Drawinge, Shests
1M as originally lled

Wwith regard to the language, all the slements marked above were avallable or tumished 1o this Authority in the
languags in which the international application wae flled, uniess otherwise Indicated under this item.

These elemants were avallable or furnished to this Authority in the following language: |, which Is:

O the language of a ranslation fumished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b}).
0O the language of publication of the international application {under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation tumished for the purposes of intemnational preliminary examination (under
RAule 55.2 andbr 55.3).

. With regard to any nucieotide andbr amino acid saquence disclosed in the intemational application, the

intemational preliminary examination was carried out on the basls of the sequence listing:

contained in the intemational application in written form.

filed together with the intemational application in computer readable form.
fumished subsaquantly to this Authority in written form.

fumnishad subsequently to this Authority in computer readable form.

The statament that the subsequently furnished writien sequence listing does not go beyond the disclosure
in the intemational application as fllsd has bsen fumiahad.

B The statement that the information recorded in computer readabie form s identical to the written sequence
listing has been fumished.

BR800

. The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages:
O the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:

Form PCTAPEA/409 {Janualy 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemnational application No. PCT/EP 0308567 °

5. 0 This report has been established as if {some of) the amendments had not been made, since they have
been considerad to go beyond the disciosure as flled (Rule 70.2{(c}).

(wwmmmmammummmm 1 and annexed to this

8. Additional obgervations, If necasaary:

ll. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial applicability

1. The questions whether the claimad invention appears fo bs novel, to involve an Inventive atep (o be non-
obviaus), or to be industriafly appicable have not been examined in respect of:

O the entire international application,
B claims Nos. 56,57,70 (with respect to 1A) and 1-14,16,18,20-43,45-48,51-71 (partially)
because:

& the said intemational application, or the said claims Nos. 58,57,70 relate to the following subject mattar
which dogs not require an Intemationa! preliminary axamination {speciy):

soo separste sheet

O the description, claims or drawings (indicate perticuiar siements below) or said claima Nos. are 80 unciear
that no meaningful oplnion could be formad (specify}:

O the claims, or sald claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed. .

& ?o ml'ly\)nﬂonal search report has been astablished for the said claims Nos. 1-14,18,18,20-43,45-48,51-71
pa

2. A meaningiu! intsmational preliminary examination eannot be carried out due to the faliure of the nucleotide and/
or amino acki sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions:

O the wriitten form has not been fumished or does not comply with the Standard.
O the computer readable form has not been fumnished or does not comply with the Standard.

V. Roasonad siatement under Article 35(2) with regard to novelty, iventive step or industrial applicabllity;
cliations and sxplanstions supporting such statement

1. Statement
Novetty {N) Yes: Claims 1-M
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims 1-M1
No: Claims
Industrial applicability (LA) Yes: Claims 1-55,58-80,71
No: Claims

Foon PCTAPEA/ 408 {January 2004)
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2. Chetlons and explanatione
soo soparate sheet

Form PCTAPEA/409 (January 2004)



INTERNATI NAL PRELIMINARY Intemational appiication No. PCT/EP 03/08567
EXAMINATI N REPORT - SEPARATE SHEET .

lll. Non-establishment of opinion (Continuation)

Claims 56,57,70 relate to subject-matter considered by this Authority 1o be covered by
the provisions of Rule 67.1(iv)PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)(l) PCT).

V. Reasoned statement (Continuation)

21 CITATIONS
Reference is made to the following documents:

D1: WO 01 09350 A (DALEMANS WILFRIED L J ;SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG
(BE); THIRY GEORG}) 8 February 2001 (2001-02-08) clted in the application

D2: WO 00 71725 A (PIZZA MARIAGRAZIA ;RAPPUOL! RINO (IT); CHIRON SPA
(IT); GIULIANI M) 30 November 2000 (2000-11-30) clted In the application

D3: WO 99 31132 A (JENNINGS MICHAEL PAUL ;PEAK IAN RICHARD ANSELM
{AV); UNIV QUEENSLA) 24 June 1990 (1989-06-24) cited in the application

22 NOVELTY  (An.33(2) PCT)

22,1 D1 discloses immunogenic compositions comprising outer membrane vesicles
derived from gram negative bacteria (Neisseria meningitidis, Moraxella catarrhalis,
Haemophilus influenzae) in which protective antigens are upregulated and non-
protective antigens are downregulated and the Lipid A moiety of LPS is
detoxificated. The list of upregulated antigens comprises Hsf-ike and transfarrin
binding protsin. (see abstract, page 12, line 32 - page 13, llne 14; page 14, line 12-
22; page 20, line 11-22; page 23, line 21 - page 24, line 7; page 25, line 11 - page
27, line 22; page 31, Ine 1-22; page 31, line 30 - page 32; page 33, line 12-30;
page 36, line 11-19; example 8), however, the specific combination is not
disclosed and therefors, the subject matter of claims 1-55 Is considered to be -
novel.

2.2.2 The present application does satisfy the criterion set forth in Article 33(2) PCT

Form PCT/Separate Shent/408 (Bheat 1) (EPO-Aprll 1087}
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because the subject-matter of claims 1-71 Is new In respect of the cited prior art .

as defined in the regulations (Rule 84(1)-(3) PCT).

INVENTIVE STEP  (Art. 33(3) PCT)

For inventive step analysis of claim 1,48,55,56,58, D2 is considered to represent

the most relevant state of the ant and discloses immunogenic compositions

comprising a biological molecule from Neisseria in combination with transferrin
binding proteln TbpA or TbpB and their use as a vaccine to treat or to prevent
Neisserial infections (see abstract and page 2, line 12 - page 3, line 2; page 55,
line 1-16). The subject-matter of claims 1,48,55,56,58 differs in that the
immunogenic composition comprises Hef ke protein In combination with
transfarmmin binding protein.

The problem to be solved by the subject matter of claims 1,48,65,56,58 may

therefore be regarded as the provision of an altemative combination with
transferrin binding protein as immunogenic composition. The solution would be the
combination of Hsf like protein and transferrin binding protein.

This solution is considered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT).
Although D2 mentions the use of transferrin binding protein in combination with

other proteins in a vaccine composition and D3 describes the use of Hsf like -

protein in a vaccine composition (see abstract; claims 1-11,29,31-33). No incentive
or suggestion can be found in the prior art conceming the combination of
transferrin binding protein and Hsf like protein, mainly bearing in mind the
synergistic effect of the presence of both proteins on the production of bactericidal
antibodies (see examplas).

A genstically engineered bacterial strain of claim 60 is considered to be inventive

because Incentive or suggestion can be found in the prior art for making euch a

bacterial strain and because it would not be obvious for the person skilled in the
art to make this specific bacterial strain.

The methods of claims 61-65 for making the novel and inventive immunogenic or
vaccine compositions of claims 1-55 are inventive. Processes which themselves
would not involve an inventive step are neverthsless patentable insofar they
provide a novel and inventive product (Guidelines CIV,9.12).

Form PCT/Separate SheetM03 (Sheet 2) (EPO-April 1047)
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For inventive step analysis of claim 66-71, D3 Is considered to represent the most
relevant state of the art and discloses antibodies against Hsf like protein and their
use for the prevention or treatment of Neisserla infection. (see abstract and claims
20,21,30). The subject-matter of claims 66-71 differs In that the Hsf like protein
antibodies are used in combination with transferrin binding protein antlbodies.

The problem to be solved by the subject matter of claim may therefore be
regarded as the provision of an altemative antibody composition. The solution
would be a composition comprising a combination of Hsf like protein antlbodies
and transferrin binding protein antibodies.

This eolution ls considered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT)
because no incentive or suggestion can be found in the prior art conceming the
combination of Hsf like protein antibodies and transferrin binding protein antibodies
also bearing in mind the unexpected synergistic effect of the presence of both
antibodles on bactericidal activities.

The present application doas therefore satisfy the criterion set forth in Article 33(3)
PCT and the subject-matter of claims 1-71 does involve an Inventive step (Rule

65(1)(2) PCT).

Form PCT/Separate Sheat/408 {Shaet 3) (EPO-Apil 1087)
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COMPOSICION DE VACUNA QUE COMPRENDE PROTEINA
DE ENLACE DE TRANSFERRINA Y HSF DE BACTERIA
GRAM-NEGATIVA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invenclén se refiere a composiciones
inmunogénicas y vacunas para la prevencion o tratamiento
de infecciébn por bacterla Gram negativa. Las
composiciones Inmunogénicas de la presente invencién,
comprenden protelna de enlace a transferrina y Hsf, y la
combinacién de estos dos antigenos ha mostrado actuar en
forma sinérgica para producir anticuerpos con actlividad
superior en un ensayo bactericida de suero. Esta
combinacion de antigenos es Gtil para utilizarse en vacunas
contra Neisserila meningitidis, Neisseria gonorrhoeae,

Moraxella catarrhalis y Haemophilus influenzae.
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C MP SICI N DE VACUNA QUE COMPRENDE PROTEINA
DE ENLACE DE TRANSFERRINA Y HSF DE BACTERIA
GRAM-NEGATIVA

Campo del Invento

La presente invencion se refiere al campo de las
composiciones y vacunas Inmunogénicas de bacteria gram-
negativa, su fabricacién y al uso de dichas composiciones
en mediclna. Méas particularmente, se refiere a
composiciones de vacuna que comprenden tanto proteina
de enlace de transferrina como Hsf. La presencia de ambos
de estos antigenos conduce a la produccién de mayores
niveles de anticuerpos bactericidas.

Antecedentes del Invento

Las bacterias gram-negativas son |los agentes que
originan un nimero de patologias humanas, y existe la
necesidad de que se desarrolilen vacunas efectivas contra
muchas de estas bacterias. En particular, Bordetella
pertusis, Borrella burgdorferi, Brucella melitensis, Brucella
ovis, Chlamydia psittaci, Chlamydila trachomatls,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Leglonella
pneumophila, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, y Yersinia
enterocolitica, son bacterias gram-negativas que originan
patologlas que podrian ser tratadas mediante vacunacion.

Neisseria gonorrhoeae es el agente etlolégico de la
gonorrea, una de Ilas enfermedades sexuaimente
transmitidas reportadas con mayor frecuencia en el mundo,
con una incidencia anual de 62 millones de casos (Gerbase

y Asociados, 1998 Lancet 351; (Suppl 3) 2-4). Las
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manifestaciones clinicas de I|a gonorrea incluyen
inflamacién de Ilas membranas mucosas del tracto
urogenital, infecciones en garganta o recto y ojos
neonatales. Las infecciones de gonococo ascendente en
mujeres pueden conducir infertilidad, embarazo ectoépico,
enfermedad de inflamacidn pélvica crénica y formacién de
abscesos tubo-ovaricos. La septicemia, artritis,
endocarditls y meningitis estan asociadas con gonorrea
complicada.

El gran nOmero de cepas de gonococos con
resistencia a antibidéticos, contribuye a una morbididad
incrementada y a complicaclones asociadas con gonorrea.
Una alternativa atractiva para tratar la gonorrea con
anticuerpos, podria ser su prevencién utilizando
vacunacién. Actualmente no existen vacunas para
infecciones por N. gonorrhoeae.

Neisseria meningitidis es un patégeno importante,
particularmente en nifios y adultos |6venes. La septicemia y
meningltis son las formas de enfermedad meningococal
invasiva (IMD) que ponen en mayor riesgo la vida. Esta
enfermedad se ha vuelto un problema de sailud a nivel
mundial, debido a su alta morbididad y mortalidad.

Se han identificado trece serogrupos de N.
meningitidis con base en diferencias antigénicas en los
polisacaridos capsulares, slendo los mas comunes A, B, ¥y
C los cuales son responsables del 90% de |la enfermedad a
nilvel mundlal. El serogrupo B es la causa més comin de
enfermedad meningococal en Europea, EUA y dlversos
palises en Latinoamérica.

Las vacunas a base de polisacéridos capsulares de
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los serogrupos A, C, W y Y han sido desarrollados y han
mostrado controlar 1los brotes de |a enfermedad
meningococal (Peltola y Asociados, 1885 Pediatrics 76;91-
96). Sin embargo el serogrupo B es inmunogénico en forma
deficiente e Induce dnicamente a una respuesta de
anticuerpos temporal de un isotipo predominantemente IgM
(Ala’Aldeen D y Cartwright K. 1996, J. Infect. 33; 153-157).
Por consigulente no existe una vacuna totalmente efectiva
actualmente contra el meningococcus de serogrupo B, el
cual es responsable de la mayor parte de la enfermedad on
los con climas mas templados. Esto es particularmente
problematico, ya que la incidencla de la enfermedad de
soerotipo B esta incrementando en Europa, Australia vy
América, en su mayorila en nifios menores 5 afios. EI
desarrollo de la vacuna contra el meningococcus del
serogrupo B, presenta dificultades particulares debido a
que la cépsula de polisacaridos es inmunogénicamente
deficiente debido a su similitud Iinmunolégica con Ia
molécula de adhesién de la célula neural humana. Por
consigulente, se han concentrado las estrategias para la
produccién de una vacuna en las estructuras expuestas en
la superficie de |la membrana externa meningococal,
aunque han sido obstaculizadas por la marcada variacion
en estos antigenos entre las cepas.

Los desarrollos adicionales han conducido a Ia
introducclén de vacunas elaboradas de veslculas de
membrana externa las cuales contendran un ndmero de
proteinas que cubren el contenldo normal de la membrana
bacterlana. Una de estas es la vacuna VA-MENGOC-BC®

Cuban contra N. meningitidis de serogrupos B y C
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(Rodriguez y Asociados, 1988 Mem. Inst. Oswaido Cruz,
Rlio de Janeiro 94; 433-440). Esta vacuna fue diseflada
para combatir un brote de enfermedad de meningococal
invasiva en Cuba, |la cual no ha sido eliminada a través de
un programa de vacunacién que utiliza una vacuna de
polisacarido capsular AC. Los serogrupos prevalecientes
fueron B y C y la vacuna VA-MENGOC-BC® tuvo éxito en el
control del brote con una eficiencia de la vacuna estimada
en un B83% contra las cepas del serogrupo B de N.
meningitidlis (Slerra y Asoclados, 1980 In Neisseria, Walter
Gruyter, Berlin, m. Atchman y Asociados (editores) pagina
129-134, Sierra y Asociados, 1881, NIPH Ann. 14; 195-
210). Esta vacuna fue efectiva contra un brote especifico,
sin embargo, la respuesta inmune provocada podria no
proteger contra otras cepas de N. meningitidis.

Los estudios de eficacia subsecuentes conducidos en
Latinoamérica durante epidemlas causadas por cepas
meningococales de serogrupo B homdlogas y hetertlogas,
han mostrado alguna eficacia en nifios mas grandes y
adultos, pero su efectividad fue significativamente mas
baja en nifios mas pequefios los cuales estan en un mayor
riesgo de iInfeccion (Milagres y Asocliados, 1994, Infect.
Immun. 62:4419-4424). Es cuestionable qué tan efectiva
podria ser dicha vacuna en palises con una enfermedad
endémica de cepa miitiple tal como el Relno Unido. Los
estudios de inmunogenicidad contra cepas heterdlogas, han
demostrado una actividad bactericida de suero reactivo
cruzado Gnicamente limitada, especialmente en Infantes
(Tappero y Asociados, 1988, JAMA 281; 1520-1527).

Se desarroild6 una segunda vacuna de veslcula de

\\b
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membrana externa en Noruega, utilizando un aislado de
serotipo B tlpico de los prevalecen en Escandinavia
(Fredriksen y Asoclados, 1991, NIPH Ann, 14; 67-80). Esta
vacuna fue probada en pruebas clinicas y se descubrié que
tiene una eflcacia protectora después de 29 meses en un
57% (Bjune y Asociados, 1991, Lancet, 338; 1093-1096).

Sin embargo, el uso de vesiculas de membrana
externa en vacunas, esta asociado con algunos problemas.
Por ejemplo, el OMV contiene lipopolisacaridos toxicos y
pueden contener antigenos inmunodominantes, los cuales
son ya sea especlficos de una cepa o0 se expresan en forma
variable. Se han descrito diversos procesos |los cuales se
podrian utilizar para superar algunos de los problemas de
las vacunas con preparacién de vesicula de membrana
externa. El documento WO01/09350 describe procesos que
atlenden algunos de estos problemas, por eJemplo,
reduclendo la toxicidad y modificando los antigenos que se
encuentran en las vesliculas de membrana externa.

Existen diversos problemas con las vacunas antl-
meningococales actualmente disponibles. Las vacunas de
membrana externa a base de proteina tienden a ser
especificas y efectivas dnicamente contra algunas cepas.
Las vacunas de polisacéridos tampoco son muy dptimas, ya
que tienden a generar respuestas Inmunes deficlentes y
cortas, particularmente contra el serogrupo B (Lepow Yy
Asociados, 1986; Peltola 1998, Pedlatrics 76; 91-98).

Las |Infecclones por Nelsserla representan un
problema de salud considerable para el cual no existen
vacunas en el caso de N. gonorrhoeae o estan disponibles

vacunas con limitaciones en cuanto a su eficacia y
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capacidad de proteger contra cepas heterdélogas en el caso
de N. gonorrhoeae. Claramente existe la necesldad de
desarrollar vacunas superiores contra Infecciones por
Nelsserial que seran mejoradas en cuanto a la eficacia de
las vacunas actualmente disponibles, y permitiran Ila
protecciébn contra un mayor rango de cepas.
Breve Descripcidén de las Figuras

Figura 1. - Un gel teflido con Coomassie que muestra
niveles de expresién de Hsf, TbpA y Nsp A en
preparacliones de vesicula de membrana externa derivados
de diferentes cepas de N. meningitidis. Columna 1 -
marcadores de peso molecular; columna 2 - vesiculas de
membrana externa preparadas a partir de la cepa H44/786
en la cual se desactivaron los polisacaridos capsulares;
columna 3 - vesiculas de membrana externa preparadas a
partir de la cepa H44/76 en donde se desactivaron los
polisacaridos capsulares y PorA; columna 4 - vesiculas de
membrana externa preparadas a partir de la cepa H44/786
en donde los polisacaridos capsulares y PorA fueron
desactivados y se activd NspA; columna 5 - vesiculas de
membrana externa preparadas a partir de la cepa H44/76
en donde se desactivaron los polisacaridos capsulares y
PorA, y se activd Hsf; columna 8 - vesiculas de membrana
externa preparadas a partir de la cepa H44/78 en donde se
desactivaron los polisacaridos capsulares y PorA y se
activd TbpA; columna 7 - vesiculas de membrana externa
preparadas a partir de la cepa H44/78 en donde se
desactivaron los polisacaridos capsulares y PorA y se
activaron TbpA y Hsf; columna 8 - vesiculas de membrana

externa preparadas a partir de la cepa H44/76 en donde se
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desactivaron los pollsacaridos capsulares y PorA y se
activaron TbpA y NspA.
Descripclé el Invento

La presente invenciéon describe una combinacién de
antigenos que cuando se combinan en una composiciéon o
vacuna Inmunogénica, pueden inducir a tituladores de
anticuerpos bactericidas superiores a los que se inducen
mediante antigenos cuando se administran por separado.
Preferentemente, la combinaclén de antigenos conduce a
tituladores de anticuerpos bactericidas sinérgicamente
superiores. Ya que los anticuerpos bactericidas reflejan de
manera maéas precisa la eficacia de los candidatos a
vacunas, la combinacién de Tbp y Hsf en vacunas producira
vacunas altamente efectivas. Una ventaja adicional de la
presente invencién, serd que |la combinacién de dos
antigenos, Tbp y Hsf, también permitira la proteccién
contra un mayor rango de cepas.

La presente invencién se refilere a una composiciéon
inmunogénica que comprende protelna de enlace de
transferrina y proteina similar a Hsf o fragmentos
antigénicos de |la misma. Estas protelnas son ya sea
aisladas o preferentemente purificadas hasta al menos el
30%, 40%, mas prefereantemente 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 6 99% de pureza o enriquecidas en una mezcla
con otros antigenos. La proteina de enlace de transferrina
y la proteina simllar a Hsf, pueden aislarse o derivarse a
partir de las mismas cepas de bacteria gram-negativa o de
cepas diferentes.

El término "aislado”, significa aislado por el hombre

del ambiente natural de la protelna. El término “purificado®,
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significa purificado hasta al menos el 30%, 40%. 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%. 6 99% de pureza antes de que el
ant.lgeno se combine con otros componentes de |a
composiclén inmunogénica de la presente invencion.

El término “derivado de”", significa que el gen que
codifica la proteina es derivado de, o la protelna es
purificada de, una cepa bacteriana en particular. Por
consiguiente, el término “"derivado de”", Incluye proteinas
recombinantes producidas en un sistema de expresién por
separado sl el gen que codlfica la proteina fue derivado de
la bacteria denominada.

Cuando se combinan, Tbp y Hsf han mostrado
interactuar de manera conveniente y preferentemente en
forma sinérgica para provocar una respuesta inmune que
sea mayor en términos de actividad bactericida (por
ejemplo, tal como se mide mediante ensayo bactericida de
suero o SBA) y preferentemente mayor que la respuesta
aditiva provocada por los antigenos en forma individual,
mas preferentemente por un factor de al menos 1.1, 1.2,
1.5, 2, 3, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, mas preferentemente por un
factor de al menos 10. La adicién tanto de Tbp como de Hsf
a una vacuna, tendra ventajas considerables con respecto
a las vacunas normalmente disponibles en la generacion de
una respuesta inmune bactericida fuerte y permitiendo la
proteccién contra cepas miltiples.

Una modalidad de la presente Invencién es una
composiciéon Inmunogénica que comprende tanto proteinas
de enlace de transferrina como protelnas similares a Hsf.
Una composicién inmunogénica es una composicién que

comprende al menos un antigeno el cual tiene la capacidad
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de generar una respuesta inmune cuando se administra a
un huésped. La protelna similar a Tbp y Hsf, puede
derivarse de cualquler cepa de bacterlas gram-negativas
que incluyen Moraxella catarrhalis, Haemophilus
influenzae, Bordetella, Neisseria (incluyendo Neisseria
meningitidis que podria ser del serogrupo A, B, C, W135 ¢
Y y Neisseria gonorrhoeae) o cualesquiera de las bacterias
gram-negativa descritas anterlormente. La presente
invenclén cubre composiciones inmunogénicas en las
cuales la protelna similar a Tbhp y Hsf, se deriva ya sea de
la misma o diferentes cepas de la bacteria gram-negativa.
Proteinas de enlace de transferrina

La protelna de enlace de transferrina (Tbp) es una
proteina o complejo de proteina en la membrana externa de
la bacteria gram-negativa, que enlaza a transferrina.
Algunas protelnas en esta familila formaran un beta-barril
anclado en la membrana externa. Estructuralmente, Ila
proteina que enlaza a transferrina puede contener un
dominio de terminal-N intracelular con un cuadro TonB y un
dominio de tapén, miltiples hebras de transmembrana beta
enlazadas mediante lazos intracelulares cortos y lazos
extracelulares més largos. Otros ejemplos son
lipoproteinas que interacttan para formar un complejo con
la protelna de membrana integral. Los ejemplos de esta
familia de proteinas, son TbpA y TbpB. El término “Tbp~,
comprende cualesquiera de estas protelnas en forma
indilvidual o en combinacién, y un complejo formado de
TbpA y TbpB. Preferentemente, al menos TbpA esta
presente en l|las composiciones inmunogénicas de Ila

presente invencidn.
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Se han distinguido dos famillas de TbpB, que tienen
un peso molecular alto y un peso molecular bajo,
respectivamente. Las formas de peso molecular alto y bajo
de TbpB (WO093/06861; EP586286) se asocian con
diferentes familias de TbpA (WO0983/06861; EP586266,
W092/03487; US5912336), las cuales son distinguibles en
las bases de homologia. A pesar de ser del mismo peso
molecular, las familias de TbpA son conocidas como
familias con peso molecular alto y familias con peso
molecular bajo debido a su asoclacién con la forma de
TbpB de peso molecular alto o bajo (Rokbi y Asociados,
FEMS Microblol. Lett. 100; 51, 1883). TbpA y TbpB son
conocidas por ser expresadas en una variedad de
bacterias, Incluyendo N. meningitidis (W093/08861;
EP586266; WO092/034687; US5912338), N. gonorrhoeae
(W092/03467; US5912336), H. Influenzae (Gray-Owen y
Asoclados, Infect. Immun. 1995; 63:1201-1210, Schryvers
J. Med. Microbiol. 1989; 29:121-130; WO0985/13370;
W096/40929), A.pleuropneumoniae, M. cararrhalis (Mathers
y Asociados, FEMS Immunol. Med. Microbiol. 1897; 19:231;
Chen y Asociados, Vaccine 19998; 18:108; WO087/13785;
w099/52047) y P. haemolytica (Cornelissen y Asociados,
Infectlon and Immunity 88; 4725, 2000). TbpA y TbpB
también han sido referidas como Tbp1 (NMB 0461) y Tbp2
(NMB 0460) respectivamente (Cornelissen y Asociados,
Infection and Immunity 65:822, 1997).

Tal como se utlliza en |la presente invencién, TbpB
denota la proteina de enlace a transferrina procedente de
bacteria gram-negativa, incluyendo Moraxella catarrhalls y

Haemophllus influenzae, preferentemente Neisseria, mas
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preferentemente N. meningitidis 6 N. gonorrhoeae y lo més
preferentemente N. meningitidis de serotipo B. Tbp
comprende tanto TbpA como TbpB y las formas de TbpA y
TbpB con peso molecular alto y con peso molecular bajo.
Tbp comprende I|as proteinas indlviduales descritas
anteriormente y los complejos de |as protelnas vy
cualesquiera otras protelnas o complejos de los mismos
con la capacidad de enlazar a transferrina.

Aunque Tbp puede referir ya sea formas de TbpA ¢
TbpB de peso molecular alto o bajo, se prefiere que tanto
las formas de TbpA y/o TbpB de peso molecular alto como
de peso molecular bajo estén presentes en Ilas
composiciones inmunogénicas de la presente Iinvencién.
-MAS preferentemente, se encuentra TbpA de peso
molecular alto y peso molecular bajo.

También se considera que en lugar de, o ademas de,
Tbps, se puedan incluir otras protelnas de adquisicién de
hierro en las composiclones inmunogénicas de la presente
invenciéon. Las protelnas de adquisicion de hierro de
Moraxella catarrhalis incluyen TbpA, TbpB, receptor
dependiente de Ton-B, CopB (Sethl y Asociados, Infect.
Immun. 1997; 65:3686-3671), HasR, OmpB1 y LpbB (Du y
Asociados, Infect. Immun. 1998; 66:3656-3665; Mathers y
Asociados, FEMS immunol. Med. Microbiol. 1997; 19: 231-
2368; Chen y Asoclados, Vaccine 1999; 18:108-118). Las
proteinas de adquisicion de hlerro de Haemophilus
Influenzae Incluyen ThpB, HasR, receptor dependiente de
TonB, proteina de enlace a hemoglobina, HhuA, HgpA,
HgbA, HgbB y HgbC (Cope y Asociados, Infect. Immun.
2000; 68:4092-4101; Maciver y Asoclados, Infect. Immun.

7
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1998; 64:3703-3712, Jin y Asocliados, Infect. Immun. 1996;
84:3134-3141; Morton y Asociados, J. Gen. Microbiol.
1990; 136:927-933; Schryvers J. Med. Microbiol. 1989;
29:121-130). Las proteinas de adquisicién de hlerro
procedentes de Neisseria meningitidis incluyen Tbhp1 (NMB
0461), Tbp2 (NMB 0460), FbpA (NMB 0634), FbpB, BfrA
(NMB 1207), BfrA (NMB 1207), BfrB (NMB 1206), LbpA
(NMB 1540), LbpB (NMB 1541), Lipo28 también conocida
como GNA2132 (NMB 2132), Sibp (NMB 1882), receptores
dependientes de Ton B (NMB 0934 y NMB 0283) y HmbR
(Tettelin y Asoclados, Science 287; 18091815, 2000).

Las protelnas Tbp incluidas en las composiciones
inmunogénicas de la presente invencién, son protelnas que
comparten homologla con TbpA y TbpB de N. meningitidis,
tal como se describe en los documentos W0O83/06861 y
EP586266; y preferantemente comparten aproximadamente
el 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, mas preferentemente
alrededor de 80% 6 90%, lo mas preferentemente alrededor
de 95%, 96%, 97%. 98%, 99% de identidad con Ila
secuencia de aminoacidos de TbpA y TbpB, tal como se
describe en los documentos W0O983/08861 y EP586266.

Tbp contlene diversas regiones distintas. Por ejemplo,
en el caso de TbpA procedente de |la cepa N. meningitidis
H44/76, los 186 aminoacidos de terminal amino forman un
dominio globular interno, 22 hebras beta abarcan Ila
membrana, formando una estructura de barril beta. Estas
@ enlazan mediante lazos intracelulares cortos y lazos
extracelulares mas largos. Los lazos extracelulares 2, 3, y
5 tienen el mayor grado de variabilidad de secuencla y el

lazo 5 estd expuesto a la superficie. Los lazos 5 y 4 estan
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implicados en el enlace de ligante, y son fragmentos TbpA
preferidos para la Inclusi6bn en Ias composiciones
inmunogénicas de la presente invencldén.

Ademéas de las técnicas de actlvacién genética aqul
descritas, las proteinas de enlace de transferrina también
pueden ser activadas en bacterlas gram-negativas, cuando
crecen bajo condiciones de limitacién de hierro, tal como
50 describe maéas adelante. En composiciones
inmunogénicas de la presente invencién, en donde se
activa la proteina de enlace a transferrina en una vesicula
de membrana externa, la activacion se logra
preferentemente mediante el crecimiento de la cepa
huésped bajo condiciones de limitacién de hierro. Este
proceso también dard como resultado la activaciéon de
protelnas reguladas por hierro variables, particularmente
FrpB en cepas Neisserial y la protelna de utilizacién
heme/hemopexina C, HgpA y HgpB en Haemophilus
influenzae, el cual se puede volver inmunodominante. Por
consigulente es conveniente desactivar la expresién de (y
preferentemente eliminar los genes de codlficacién) las
proteinas que se describirdn méas adelante, para asegurar
que la composiclén inmunogénica de la presente invencidn
provoca una respuesta inmune contra antigenos que se
encuentran en un amplio rango de cepas.

Protelna similar a Hsf. Las protelnas similares a Hsf
son proteinas autotransportadoras que comparten
homologia con Hsf de N. meningitidis con las secuencias
encontradas en el documento WO099/31132; que comparten
preferentemente alrededor del 40%, 50%, 60%, 70%, mas

preferentemente alrededor del 80%, lo més



10

15

20

25

30

15

preferentemente alrededor del 20%, lo mas
preferentemente alrededor de 85%, 96%, 87%, 98%, 99%
de Iidentldad con una secuencia de aminoécidos Hsf
encontrada en el documento W0988/31132 (preferentemente
la SEQ ID NO:2, 4, 6, u 8). Las proteinas similares a Hsf
son protelnas expuestas en la superficie y se considera
que funcionan como adhesinas. Estas proteinas forman un
complejo multimérico y se expresan durante la infeccién y
colonlzacioén.

Las proteinas similares a Hsf se encuentran en
muchas bacterias gram-negativo incluyendo Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophllus
influenzae, Moraxella catarrhalis, y Escherichia coli. Los
ejemplos de protelnas similares a Hsf encontradas en
Noissorla meningitidis Incluyen Hsf (también conocido
como NhhA - NMB 0992) (W099/31132), protelna similar a
Alda-1 (Peak y Asociados, 2000, FEMS Imm. Maed.
Microbiot. 28; 328), proteasa IgA, Ssh-2, Hap
(W099/55873), NadA (J. Exp. Med. 2002, 185; 1445),
UspA2 y Tsh. Los ejemplos de proteinas similares a Hsf en
Moraxella catarrhalls Incluyen Hsf, UspA1 (WO083/03781),
UspA2 (WO093/03761), esterasa de membrana externa y
YtfN. Los ejemplos de proteinas similares a Hsf en
Haemophilus Influenzae Iincluyen Hia/Hsf (St. Geme y
Asociados, J. Bacteriol. 2000 182:6005-6013), Hap,
proteasa IgA1, HMW1, HMW2 (Barenkamp y Asociados,
Infect. Immun. 1992 60; 1302-1313), YadA, YadAc y YtfN
(Hendrixson y Asoclados, Mol. Cell 19988; 2:941-850; St.
Geme y Asociados, Mol. Microbiol. 19984; 14:217-233; Grass
y St. Geme Infect. Immunol. 2001; 69; 307-314; St. Geme y
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Cutter J. Bacteriology 2000; 182; 6005-6013). Los ejemplos
de proteina similares a Hsf en Escherichia coll incluyen
Hsf, Hia, y Hap.

Hsf tiene una estructura que es comuin para protelnas
autotransportadoras. Por ejemplo, Hsf procedente de I|a
cepa de N. meningitldis H44/76, consiste de una regién
principal en el término amino de la protelna (aminoacidos
52 a 479) que estd expuesta en la superficie y contiene
regiones variables (aminoacidos 52 a 108, 121 a 124, 191 a
210 y 230 a 234), una reglén del cuello (aminoacidos 480 a
509), una regién de alfa-hélice hidrofébica (aminoécidos
518 a 529) y un dominio de ancla en el cual cuatro hebras
de transmembrana abarcan |a membrana externa
(aminoacidos 539 a 591).

Hsf se puede referir al polipéptido de longitud total
incluyendo la secuencia de sefial que consiste de los
aminoacidos 1 a 51. La presente invencién también
comprende Hsf con la secuencia de seflal eliminada, de
modo que el polipéptido puede consistir de |la forma madura
de Hsf. Se pueden truncar otiras formas preferidas de Hsf
para eliminar reglones variables de la proteina descrita en
el documento WOO01/55182. Las variantes preferidas
podrian inclulr la eliminacién de 1, 2, 3, 4, 6 5§ regiones
variables tal como se define en el documento WO01/55182.
Las varilantes preferidas podrian eliminar residuos de entre
la secuencla de aminoécidos del 52 al 237 o podrian
eliminar los aminodcidos del 54 al 237, mas
preferentemente eliminando residuos entre el aminoacido
52 al 173 o los aminodcidos 55 al 133. Quedaréa entendido

que las variantes truncadas pueden Incluir o excluir la
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secuencia de sefial de los aminoéacidos 1 a 51 de Hsf. La
secuencia anterior y las descritas a continuacién, pueden
truncarse o ampliarse mediante 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 6 15
aminoacidos ya sea en ambos o cualesqulera de los
términos N y C.

Cuando se utiliza Hsf en una vacuna de subunidad, se
prefiere que se utilice una parte del dominio pasajero
soluble; por ejemplo el dominio completo de Ilos
aminoacidos 52 a 479, méas preferentemente una parte
conservada de |la misma, por ejemplo, los aminoacidos 134
a 479,

Aunque la proteina similar a Tbp y/o Hsf de longitud
total (en particular TbpA y Hsf) se utiliza preferentemente,
o variantes naturales de la misma, o secuencias de
longitud total que carecen de no méas de 60 aminoacidos de
los téarminos N y/o C, también se incluyen fragmentos
antigénicos de proteinas similares a Tbp y/o Hsf en la
composicién inmunogénica de la presente invencién. Estos
fragmentos que contienen al menos 10 aminoacidos,
preferentemente 20 aminoacidos, mas preferentemente 30
aminoéacidos, mas prefereantemente 40 aminoéacidos o lo
méas preferentemente 50 amlnoacidos, tomados en forma
contigua a partir de la secuencia de aminoacidos de la
proteina similar a Tbp y Hsf, preferentemente TbpA y Hsf.
Ademas, los fragmentos antigénicos denotan fragmentos
que son inmunolégicamente activos con anticuerpos
generados contra l|la protelna similar a Tbp 6 Hsf N.
meninglitidis, preferentemente TbpA ¢é Hsf o con
anticuerpos generados mediante la infeccibn de un

huésped mamifero con N. meningitidis. Los fragmentos
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antigénicos también incluyen fragmentos que provocan una
respuesta inmune que es especlifica contra la protelna
similar a Tbp ¢ Hsf, prefersntemente TbpA 6 Hsf de la
bacteria gram-negativa de la cual se derivan.
Preferentemente, protege contra infecclén procedente de la
bacteria de la cual se deriva, preferentemente infeccién por
Neisserial, mas preferentemente protege contra infeccién
por N. meningitidis, mas preferentemente, protege contra
infeccion por N. meningitidis de serogrupo B.

Los fragmentos preferidos de TbpA incluyen los lazos
extracelulares de TbpA. Utllizando la secuencia de TbpA
procedente de la cepa N. meningitidis H44/76, estos |lazos
corresponden a los aminoacldos 200 a 202 del lazo 1, los
aminoacidos 226 a 303 del lazo 2, los aminoé&cidos 348 a
395 del lazo 3, los amino&cidos 438 a 471 del lazo 4, los
aminoacidos 512 a 576 del lazo 5, los aminoécidos 608 a
625 del lazo 6, los aminoacidos 661 a 671 del lazo 7, los
aminoécidos 707 a 723 del lazo 8, los aminoacidos 7689 a
790 del lazo 9, los aminoacidos 814 a 844 del lazo 10, y
los aminoécidos 872 a 903 del lazo 11. Las secuencias
correspondlentes, después de |a alineacién de Ilas
secuencias, en otras proteinas Tbp podrian constituir
fragmentos preferidos. Los fragmentos mé&s preferidos
pueden incluir secuencias de aminoacidos que comprenden
el lazo 2, el lazo 3, el lazo 4, 6 el lazo 5 de Tbp.

Aunque los fragmentos preferidos de las protelnas
Tbp & TbpA descritas anteriormente se refieren a N.
meningitidis, un experto en la técnlca puede tener la
capacidad de encontrar faclimente los péptidos

equivalentes en las protelnas Tbp & TbpA de todas las
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cepas gram-negativa anteriores sobre una base de
homologla de secuencia, los cuales también son
fragmentos de la presente invencion.

Los fragmentos preferidos de Hsf Incluyen toda la
regién principal de Hsf, conteniendo preferentemente los
aminoéacldos 52 a 472 de Hsf. Los fragmentos preferidos
adicionales de Hsf incluyen regiones expuestas en la
superficie de la regién principal incluyendo los aminoacidos
52 a 62, 76 a 93, 116 a 134, 147 a 157, 157 a 175, 199 a
211, 230 a 252, 252 a 270, 284 a 306, 328 a 338, 362 a
391, 408 a 418, 430 a 440 y 469 a 479. Los fragmentos
méas preferidos son 139 a 591 para utilizarse en una
preparaciéon OMV de |la presente Invencioén y 134 a 479 para
utilizarse en una composiciéon de subunidad de la presente
Invenclén.

Aunque los fragmentos preferidos de las proteinas Hsf
6 similares a Hsf descritas anteriormente se refieren a N.
meninglitidis, un experto en la técnica podrad tener la
facilidad de encontrar facilmente los péptidos equivalentes
an las protelnas Hsf 6 similares a Hsf de todas las cepas
gram-negativa anteriores en una base de homologia de
secuencia, los cuales también son fragmentos de |la
presente invencién.

También incluldas en la presente invenclién, estan las
proteinas de fusién de la protelna simliar a Tbp y Hsf,
preferentemente TbpA y Hsf. Estas pueden combinar la
protelna tanto Tbp como similar a Hsf, preferentemente
TbpA y Hsf, o fragmentos de los mismos en el mismo
polipéptido. Como alternativa, la presente Iinvencidn

tamblén incluye proteinas de fusién individual de Tbp y
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proteina similar a Hsf, preferentemente TbpA y/o Hsf, o
fragmentos de los mismos, slempre que tanto Tbp como la
protelna similar a Hsf, preferentemente TbpA y Hsf, o
fragmentos de las mismas, se encuentren en Ila
composiciéon de la presente invencién. TbpA y Hsf podrian
formar por ejemplo una proteina de fusién con B-
galactosidasa, glutationa-S-transferasa, protelnas
fluorescentes verdes (GFP), etiquetas de epltopes tales
como FLAG, etiqueta-myc, polihistidina o proteinas de
superficie virales/bacterianas tales como haemaglutinina de
virus influenza, toxoide de tétano, toxoide de difteria 6
CRM187.

Las protelnas de enlace a transferrina aisladas que
podrian introducirse en una composlicién inmunogeénica, son
bien conocidas en la técnica (WO00025811). Se pueden
expresar en un huésped bacteriano, extraerse utllizando
detergente (por ejemplo, Elugent al 2%) y purificarse
mediante cromatografia por afinidad o utllizando técnicas
de cromatografia de columna estandar bien conocidas en el
arte (Oakhlll y Asociados, Biochem. J. 2002, 364; 613-6).
En forma similar, el aislamiento de Hsf se puede lograr
utilizando técnicas conocidas en el arte. Hsf recombinante
puede expresarse en E. coll u otras cepas bacterianas. La
proteina puede ser purificada utlllzando cromatografia por
afinidad. Esto puede ser un procedimiento de rutina si se
introdujera una secuencia en la etiqueta Hsf.

Los términos “que comprende”, “comprende” vy
“comprenden” de la presente invencion, estan proyectados
para ser opcionalmente substituibles con los términos "que

consiste de”, “consiste de", respectivamente, en cada caso.
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Combinaciones de Vacunas

La presente Invencién se refiere a combinaciones de
antigenos incluyendo Tbp y protelna similar a Hsf, las
cuales son efectivas para provocar una actividad
bactericida superlor contra la bacterla gram-negativa. Las
composiciones antigénicas de |la presente Invencién pueden
comprender antigenos ademés de Tbp y Hsf. Pueden
comprender otros antigenos de proteina procedentes de la
bacteria gram-negativa, preferentemente Neisseria y mas
preferentemente de N. meningitidis.

Para N. meninglitidis, las composiciones
Inmunogénicas de la presente invencién comprenden
preferentemente Hsf y TbpA. En una preparaciéon OMV, se
prefiere que Hsf y TbpA sean activadas en la cepa N.
meningitidis de la cual se deriva el OMV. TbpA puede
presentarse en una forma de peso molecular tanto alto
como bajo y preferentemente se representan formas de
peso molecular tanto alto como bajo. Hsf esta presente
preferentemente en OMVs como un truncado integrado por
la membrana, preferentemente los aminoéacidos 134 a 591.
Hsf también puede estar presente como una vacuna de
subunidad, preferentemente como un dominlo pasajero
(aminoéacido 52 a 479), lo mas preferentemente como un
truncado de dominio pasajero de los aminoécidos 134 a
479.

Se pueden agregar antigenos adicionales a las
composiciones anteriores (o activarse si se presentan en
un OMV), por ejemplo, NspA (WO0B886/29412), Hap
(PCT/EP99/02766), PorA, PorB, OMP85 (tamblén conocido



15

20

25

30

como D15), PilQ (PCT/EP99/036803), PIdA
(PCT/EP99/06718), FrpB (WO096/31618 ver la SEQ ID
NO:38), FrpA (NMB 0585) 6 FrpC 6 una parte conservada
en comin para ambos de al menos 30, 50, 100, 500, 750
aminoéacidos (W0O92/01460), LbpA y/o LbpB
(PCT/EP98/05117; Schryvers y Asoclados, Med. Microbiol.
1999, 32:1117), FhaB (WO098/02547 SEQ ID NO:38
[nucleétidos 3083-8025)), HasR (PCR/EP98/05989), lipo02
(PCT/EP99/08315), MItA (WO98/57280) (NMBO0033) y ctrA
(PCT/EP00/00135).

Las combinaciones de antigenos preferidas en una
composlcién inmunogénica de la presente Iinvencidn,
incluyen combinaciones que comprenden Tbp y la proteina
similar a Hsf y FhaB; Tbp y la proteina similar a Hsf y PIIQ;
Tbp y la proteina similar a Hsf y NspA; Tbp y la proteina
similar a Hsf y FrpC; comprendlendo més preferentemente
Tbp y la proteina similar a Hsf y Hap; Tbp y la protelna
similar a Hsf y FrpA/C; Tbp y la protelna similar a Hsf y
LbpB; Tbp y la proteina similar a Hsf y D15. MAas
preferentemente, D15 podria incorporarse como parte de
una preparacion de vesicula de membrana externa.
Antigenos Moraxella catarrhalis

Se prefieren una 0 mas de las sigulentes proteinas
procedentes de Moraxella catarrhalis para la incorporacién
en una composiclén inmunogénica de la presente invencién
{preferentemente en donde TbpA y las protelnas similares
a Hsf se derivan de Moraxella catarrhalis): OMP108 (WO
97/41731 y WO 06/34960), HasR (PCT/EP99/03824), PilQ
(PCT/EPB0/03823), OMP85 (PCT/EP00/01468), lipo06 (GB
9917977.2), lipo10 (GB 8©18208.1), lipo11 (GB 9918302.2),
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lipo18 (GB 9918038.2), P6 (PCT/EP98/03038), ompCD,
CopB (Helminen ME y Asociados (19983) Infect. Immun.
61:2003-2010), D15 (PCT/EPS89/03822), OmplA1
(PCT/EP99/08781), Hly3 (PCT/EP99/03257), LbpA y LbpB
(WO 98/556068), TbpA y TbpB (WO 07/13785 y WO
97/32980), OmpE, UspA1, y UspA2 (WO 93/03761), y
Omp21.

Antigenos Haemophilus influenzae

Se prefiere una o mas de las siguientes protelnas
procedentes de Haemophllus iInfluenzae para la inclusién
en una composiciéon Inmunogénica de la presente invencién
(preferentemente en donde ThpA y las proteinas similares
a Hsf se derivan de Haemophilus Influenzae):. D15 (WO
94/12641), P6 (EP 281673), TbpA, TbpB, P2, P5 (WO
94/26304), OMP28 (WO 987/01638), HMW1, HMW2, HMWS3,
HMW4, Hla, Hsf, Hap, Hin47, y Hif.

Un aspecto adicional de la presente Iinvencién son
combinaciones de vacunas que comprenden la composicién
antigénica de la presente invencién, con otros antigenos
los cuales se utilizan de manera conveniente contra clertos
estados de enfermedad que incluyen aquellos asociados
con enfermedades virales o bacteria gram-positiva.

En una combinaclién preferida, las composiciones
antigénicas que comprenden Tbp y proteina simllar a Hsf
de la presente invencién, se formulan con 1, 2, 3, 6
preferentemente los 4 de los polisacaridos u oligosacaridos
capsulares meningococales que se encuentran a
continuacién, los cuales pueden ser planos o conjugados
para un transportador de proteina: A, C, Y 6 W-135. Dicha

vacuna que contiene TbpA y Hsf de N. meningitidis, puede
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utilizarse de manera conveniente como una vacuna de
meningococcus global. Se Incluyen pollsacéaridos
capsulares meningococales conjugados preferentemente,
C,CyYoAyC.

En una modalidad preferida adicional, las
composiciones antigénicas que comprenden TbpA y Hsf de
la presente Invencién, formuladas preferentemente con 1,
2, 3, 6 los 4 de los polisacaridos (u oligosacaridos)
capsulares meningococales planos o conjugados A, C, Y 6
W-135 descritos anteriormente, se formulan con un
polisacarido u oligosacarido capsular de H. Influenzae b
conjugado, y/o uno o méas polisacaridos u oligosacaridos
capsulares neumococales conjugados o planos.
Opcionalmente, la vacuna también puede comprender uno o
mas antigenos de protelnas que pueden proteger un
huésped contra infeccidn por Sitreptococcus pneumoniae.
Dicha vacuna puede utilizarse de manera conveniente como
una vacuna de neumonia meningitis/estreptococus.

En una modalidad alan preferida, la composicién
inmunogénica que comprende Tbp y la proteina similar a
Hsf de la presente Invencidén, se formula con polisacéaridos
capsulares derivados de una o mas de Nelsseria
meningitidis, Haemophllus Influenzae b, Streptoccus
pneumoniae, Grupo A Streptococci, Grupo B Streptococci,
Staphilococcus aureus y Staphilococcus epidermidis. En
una modalidad preferida, ia composicién inmunogénica
puede comprender polisacaridos capsulares derivados de
uno o mas grupos A, C, W-135 y Y de Nelsseria
meningitidis. Una modalidad preferida adicional podria

comprender polisacaridos capsulares derivados de
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Streptococcus pneumoniae. Los antilgenos de polisacaridos
capsulares neumococales son selecclonados
preferentemente de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8,
9N, 8V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20,
22F, 23F y 33F (mas preferentemente de los serotipos 1, 3,
4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F). Una modalidad
preferida adicional podria contener los polisacaridos
capsulares PRP de Haemophilus influenzae. Una modalidad
preferida adicional podrla contener los 336 polisacéaridos
funcionales, tipo 5 6 tipo 8 de Staphylococcus aureus. Una
modalldad preferida adicional podria contener Ilos
polisacéridos capsulares Tipo I, Tipo IlI, 6 Tipo Il de
Staphylococcus epidermis. Una modalidad preferida
adicion_al podria contener los polisacaridos funcionales
Tipo 1a, Tipo 1¢, Tipo -II 6 'I:Ipo i1l de estreptococcus Grupo
B. Una modalidad preferida adicional podria contener los
polisacéridos funcionales de estreptococcus Grupo A, que
comprenden preferentemente ademas al menos una
protelna M y més preferentemente miltiples tipos de
proteina M.

Los antigenos de proteinas neumococal preferidos,
son aquellas protelnas neumococales que estan expuestas
en la superficie externa del neumococcus (con la capacidad
de ser reconocidos por un sistema inmune del huésped
durante al menos parte del ciclo de vida del neumococcus,
o son protelnas que son segregadas o liberadas mediante
neumococcus. Méas preferentemente, la proteina es una
toxina, adheslna, transductor de sefial de dos componentes
o lipoproteina de Streptococcus pneumonlae, o fragmentos

de los mismos. Las protelnas particularmente preferidas,
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incluyen pero no se limitan a: neumolisina (destoxificada
preferentemente mediante tratamiento o mutacién quimica)
[Mitchell vy Asoclados, Nucleic Acids Res. 1880 julio 11;
18(13): 4010 “Comparison of pneumolysin genes and
proteins from Streptococcus pneumoniae types 1 and 2°,
Mitchel y Asoclados, Biochim Blophys Acta 1889 Enero 23;
1007(1): 67-72 “"Expression of the pneumolysin gene in
Escherichia coli: rapld purification and Dbiological
propertles”, WO 96/05859 (A. Cyanamid), WO 90/069851
(Paton y Asociados), WO 88/03884 (NAVA)]; PspA y
variantes de eliminaciéon de transmembrana del mismo
(Patente Norteamericana 5804193 - Briles y Asociados);
PspC y varlantes de eliminaciétn de transmembrana de los
mismos (WO 97/09994 - Briles y Asocliados); PsaA vy
variantes de eliminacién de transmembrana de los mismos
(Berry & Paton, Infect. Immun. 19988 Diciembre;
64(12):5255-62 "Sequence heterogeneity of PsaA, a 37-
kilodalton putative adhesin essential for virulence of
Streptococcus pneumoniae®); protelnas de enlace a colina
neumococal y variantes de eliminaclén de transmembrana
de las mismas; CbhpA y variantes de eliminacién de
transmembrana de la misma (WO 987/41151; WO 99/51268);
gliceraldehido-3-fosfato - deshidrogenasa (Infect. Immun.
1996 64:3544); HSP70 (WO 96/40928); PcpA (Sanchez-
Beato y Asoclados, FEMS Microbiol Lett 1998, 164:207-14);
protelna similar a M (EP 0837130) y adhesina 18627, (EP
0834568). Los antigenos de protelna neumococal
preferidos son los que se describe en el documento WO
98/18931, particularmente aquellos seleccionados en el

documento WO 98/18930 y PCT/US998/30390.
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La vacuna también puede comprender opcionalmente
antilgenos que proporcionan proteccién contra una o mas
infeccliones por Diphtheria, tétanos y Bordetlella pertussis.
El componente pertussis puede ser B. periussis de célula
completa exterminado (Pw) o pertusis acelular (Pa) que
comprende al menos un antigeno (y preferentemente los
tres) de PT, FHA, y pertactina de 68 kDa. Normalmente, los
antigenos que proporcionan proteccién contra Diphtheria y
tétanos podrian ser toxoide de Diphtherla y toxolde de
tétanos. Los toxoides pueden ser toxinas desactivadas en
forma quimica o toxinas desactivadas medlante Ila
introduccién de mutaciones de punto.

La vacuna también puede comprender opclonalmente
uno o méas antigenos que pueden proteger a un huésped
contra Haemophilus Influenzae sin poderse tipificar, RSV
y/o uno o0 mas antigenos que pueden proteger a un huésped
contra el virus de influenza. Dicha vacuna puede utllizarse
de manera conveniente como una vacuna de otitis global.

Los antilgenos de proteina de H. Influenzae que no se
pueden tlpificar preferidos, incluyen proteina de Fimbrina
(Patente Norteamericana 5766608) vy fislones que
comprenden péptidos de los mismos (eg LBl Fusién)
(Patente Norteamericana 5843464 - Ohio State Research
Foundatlon), OMP28, P6, protelna D, TbpA, TbpB, Hla,
Hmw1, Hmw2, Hap, y D15.

Los antigenos de virus de influenza preferidos
incluyen virus completos, vivos o desactivados, virus de
influenza dividido, residuos en huevos o células MDCK, o
células Vero o virosomas flu completos (tal como Ilo

describe R. Gluck, Vaccine, 1992, 10, 915-820) o
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purificados o protelnas recombinantes de los mismos, tales
como proteinas HA, NP, NA, 6 M, o comblinaciones de las
mismas.

Los antigenos RSV preferidos (Virus Sincicial
Respiratorio) incluyen glucoproteina F, la glucoprotelna G,
proteina HN, proteina M o derivados de las mismas.

Se debe apreciar que las composiciones antigénicas
de la presente Invencién pueden comprender uno 0 mas
polisacéridos capsulares procedentes de una sola especie
de bacteria.

Las composiciones antigénicas también pueden
comprender polisacaridos derivados de una o méas especies
de bacterias.

Dichos polisacaridos capsulares pueden ser no
conjugados o conjugados a una proteina transportadora tal
como toxoide de tétanos, fragmento toxoide C de tétanos,
toxoide de difteria, CRM187, neumolisina, protelna
(USB342224), TbpA 6 Hsf. Una modalidad de |la presente
invencién podrila contener polisacaridos capsulares
separados conjugados a TbpA y Hsf.

El conjugado de polisacarido puede prepararse a
través de cualquier técnica de acoplamlento conocida. Por
eJemplo, el polisacarido puede ser acoplado a través de
enlace de tioéter. Este método de conjugacién depende de
la activaciéon del polisacarido con tetrafluoroborato de
piridinio de 1-ciano-4-dimetilamino (CDAP) para formar un
éster de cianato. E| polisacarido activado puede ser
acoplado de esta forma directamente o a través de un
grupo 2 a un grupo amino en la protelna transportadora.

Preferentemente, el éster de cianato se acopla con diamina
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de hexanos y el polisacarido derivado mediante amino se
conjuga a la proteina transportadora utilizando quimica de
heteroligacién que comprende la formacién del enlace de
tloéter. Este conjugado se describe en la Solicitud PCT
publicada WO93/15760 de Ia Uniformed Services
University.

Los conjugados también pueden ser preparados
mediante métodos de aminacién reductiva directa tal como
se describe en |a Patente Norteamericana 4365170
(Jennings) y en Ila Patente Norteamericana 4673574
(Anderson). Otros métodos se describen en las patentes
EP-0-161-188, EP-208375 y EP-0-477508.

Un método adiclonal implica el acoplamiento de un
polisacarido activado mediante bromuro de clanogén
derivado con hidrazida de 4acido adipilco (ADH) al
transportador de proteina mediante condensacién de
carbodi-imida (Chu y Asoclados, Infect. Immunity, 1983,
245-258).

Composiclones antigénicas que comprenden vesiculas
de membrana externa

Un aspecto preferido de la presente invencidon es la
activacién o sobreexpresién de Tbp y Hsf en un OMV. Las
bacterias gram-negativas se separan del modo externo
mediante dos capas sucesivas de estiructuras de
membrana, |la membrana cltoplasmica y l|la membrana
externa. La membrana externa de la bacteria gram-negativa
es dinamica y dependiendo de las condiclones ambientales
puede pasar por drasticas transformaciones morfoldgicas.
Entre estas manifestaciones, la formaciéon de vesiculas o

flictenas de membrana externa han sido estudiadas vy
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documentadas en muchas bacterias gram-negativas (Zhou y
Asoclados, 1998). Entre estos, una lista no exhaustiva de
patégenos bacterianos reportados para producir flictenas
incluyen: Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi,
Brucella melitensis, Brucella ovis, Chiamydia psittaci,
Chiamydia trachomatls, Escherichia coli, Haemophilus
Influenzae, Legionella pneumophila, Neisseria
gonorrhoeae, Nelisseoria meningitidis, Pseudomonas
aoruginosa, y Yernisia enterocolitica. Aunque el mecanismo
bioquimico responsable de la producclén de OMV/flictenas
no es aln completamente comprendido, estas vesiculas de
membrana externa han sido ampliamente estudladas ya que
representan una metodologla poderosa con el objeto de
alslar preparaciones de proteina de membrana externa en
su conformacion nativa. Dentro de dicho contexto, el uso
de preparaclones de membrana externa es de particular
interés para desarrollar vacunas contra Neolsseria,
Moraxelia catarrhalls, Haemophilus Influenzae,
Psoeudomonas aeruginosa y Chiamydia. Ademéas, las
flictenas de membrana externa combinan mdltiples
antigenos proteindceos y no proteinaceos que
probablemente confleren una proteccién prolongada contra
variantes Intra-especle.

Las vesiculas de membrana externa de la presente
invencién, tendran regulada Tbp y la protelna simliar a Hsf
(preferiblemente TbpA y Hsf). Esto se logra opcionalmente
tenlendo Tbp y la proteina similar a Hsf activadas en
vesiculas de membrana externa derivadas de una sola
bacteria gram-negativa, preferentemente la cepa

Neisserial. Tbp y la proteina similar a Hsf también pueden
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ser reguladas por separado en vesiculas de membrana
externa derivadas de diferentes cepas de bacteria gram-
negativa, preferentemente cepas Neisserial. En una
modalidad preferida, las diferentes cepas de Nelisseria en
las cuales se activan Tbp y la protelna similar a Hsf, mas
particularmente Tbp y Hsf seran un inmunotipo de N.
meningitidis L2 y L3, 6 L3 y L2, respectivamente.

La fabricacién de las preparaciones de flictena
procedentes de cepa Neisserial puede lograrse a través de
cualesquiera de los métodos conocidos para los aexpertos
en l|la técnica. Preferentemente, se utililzan los métodos
descritos en las Patentes EP 3019892, Patente
Norteamericana 5,597,572, EP 11243 6 Patente
Norteamericana 4,271,147, Frederikson y Asociados (NIPH
Annals [1991), 14:67-80), Zollinger y Asoclados (J. CliIn.
Invest. [1979], 63:836-848), Saunders y Asociados (Infect.
Immun. [1999], 87:113-118), Drabick y Asociados (Vaccine
[2000], 18:160-172) 6 en l|a Publicacién WO 01/08350
(Ejemplo 8). En general, se extraen los OMVs con un
detergente, preferentemente desoxicolato, y opcionalmente
se eliminan los &acidos nucleicos en forma enzimatica. Se
logra la purlficacion mediante ultracentrifugacién seguida
opcionalmente por cromatografia de exclusién por tamafio.
Si se incluyen dos o mas flictenas diferentes de la presente
invencién, pueden combinarse en un solo contenedor para
formar una preparaciéon multivalente de la presents
invencién (aunque una preparacidén tamblén se conslidera
multivalente si las diferentes flictenas de l|a presente
invenclén son composiciones separadas en contenedores

separados los cuales se administran al mismo tiempo [la
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misma visita al especialista] a un huésped. Las
preparaciones OMV con frecuencia son esterilizadas
medlante filtracién a través de un filiro de 0.2 uyM, y se
almacenan preferentemente en una solucion de sacarosa
(por ejemplo, 3%) la cual es conocida por estabilizar las
preparaciones de flictena.

La activaciédn de Tbp y la proteina simllar a Hsf dentro
de las preparaciones de vesicula de membrana externa
pueden lograrse mediante la insercién de una copia extra
de un gen dentro de la bacterla gram-negativa de ia cual se
deriva la preparacién OMV. Como alternativa, el promotor
de un gen puede Intercambiarse por un promotor mas fuerte
en la cepa bacterlana de la cual se deriva |la preparacién
OMV. Dichas técnicas se describen en la Publicacién
WO001/09350. La activacidon de una proteina conducira a un
mayor nivel de protelna que estd presente en OMV, en
comparacién con el nivel de proteina presente en OMV
derivado de N. meningitidis no modificada (por ejemplo
cela H44/768). Preferentemente, el nivel sera de al menos
1.2,1.5,2,3,4,5,7, 10 6 20 veces mayor.

Cuando LPS se proyecta para ser un antigeno
adicional en el OMV, se puede utilizar preferentemente un
protocolo que utiliza una baja concentracién de detergente
de extraccién (desoxicolato o DOC) en el método de
preparacién OMV, para conservar los altos niveles de LPS
enlazados, en tanto que se elimina el LPS enlazado en
forma deficiente, particularmente téxico. La concentracidén
de DOC utilizada es preferentemente de 0 a 0.5% DOC,
mas preferentemente de 0.2% a 0.4%, de 0.03% a 0.3%, de
0.04% a 0.2%, de 0.05% a .15%, de 0.05% a 0.2% DOC,
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mas preferentemente alrededor de o exactamente el 0.1%
DOC.

El término “secuencia promotora mas fuerte®" se
refiere a un elemento de control regulador que incrementa
la transcripcion de un gen que codifica el antigeno de
intereés.

E! término "expresién de activacion™ se refiere a
cualquier medio para aumentar la expresién de un antigeno
de Interés, relativo a dicha flictena no modificada (por
ejemplo, que ocurre en forma natural). Quedara entendido
que la cantldad de "actlvaclén® dependera del antigeno de
interés en particular, pero no excedera una cantidad que
interrumpa la Integridad de la membrana de la flictena. La
activacién del antigeno se refiere a la expresién que es al
menos el 10% mayor que la de la flictena no modificada.
Preferentemente, es al menos 50% mayor. Mas
preferentemente, es al menos el 100% mayor (2 veces).
Mas preferentementes, es al menos 3, 4, 5, 7, 10, 20 veces
mayor. Preferentemente, el nivel de expresién se evalla
cuando las flictenas han sido derivadas de bacterias que
crecen en condiciones limitadas de hierro (por ejemplo, la
presencia de un quelador de hlerro).

Como alternativa o en forma adicional, la expresién
se puede referir a convertir la expresién no condiclonal en
cambios metabdlicos o nutricionales, particularmente en el
caso de TbpA, TbpB,. LbpA y LbpB.

Nuevamente con el prop6sito de ser mas claros, los
términos “construccién de una cepa bacteriana para
producir menos de dicho antigeno” o “desactivacién”®, se

refiere a cualquier medio para reducir la expresién de un
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antigeno (o la expresién de un producto de gen funcional)
de interés, con relacién al del no modificado (por ejemplo,
una flictena que ocurre en la naturaleza), preferentemente
mediante eliminacién, de modo que la expresién sea al
menos 10% mas baja que |la de la flictena no modificada.
Preferentemente es al menos 50% mas baja y mas
preferentemente estd completamente ausente. Si la
proteina desactivada es una enzima o una proteina
funclonal, la desactivaclén puede lograrse introduciendo
una o mas mutaciones que dan como resultado una
reduccion del 10%, 20%, 50%, 80%, & preferentemente
100% en actividad enzimatica o funcional.

Los pasos de construccién requeridos para modular la
expresién de proteina Nelsserlal pueden llevarse a cabo en
una variedad de formas conocldas para los expertos en la
técnica. Por e]Jemplo, se pueden Insertar secuencias (por
eJemplo promotores o estructuras de lectura ablerta) y se
pueden interrumpir promotores/genes mediante la técnica
de insercién de transposén. Por ejemplo, para [a activacién
de la expresién de un gen, se puede insertar un promotor
fuerte a través de un transposén de hasta 2 kb en la

corriente ascendente del coddén de inicio del gen (mas

" preferentemente una corriente ascendente de 200 a 600

pares base, méas preferentemente una corriente ascendente
de aproximadamente 400 pares base). Tamblén se puede
utilizar mutacién de punto o eliminacion (particularmente
para desactivar la expresién de un gen).

Sin embargo, dichos métodos pueden ser muy
inestables o inclertos y por consigulente se prefiere que se

lleve a cabo el paso de construccién a través de un caso
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de recombinacién homéloga. Preferentemente, el caso toma
lugar entre una secuencia (o regién recomblnogénica) de al
menos 30 nucledétidos en el cromosoma bacteriano, y una
secuencia (una segunda regién recombinogénica) de al
menos 30 nuclieétidos en un vector transformado dentro de
la cepa. Preferentemente las reglones son de 40 a 1000
nucledtidos, mas preferentemente de 100 a 800
nucledtidos, lo mas preferentemente de 500 nucleétidos.
Estas regiones recombinogénicas deben ser lo
suficlentemente similares para que tengan la capacidad de
hibridar a otra bajo condiciones altamente estrictas.

Los métodos utilizados para llevar a cabo los casos
de modificaciéon genética aqul descritos (tal como la
activacién o desactivacién de genes mediante casos de
recombinacién y de introduccién de secuenclas genéticas
adicionales en un genoma Neisserial), se describen en la
Publicaclén WO001/09350. Los promotores fuertes tipicos
que pueden ser Integrados en Neisseria son porA, porB,
igtF, Opa, p110, Ist, y hpuAB. PorA y PorB son preferidos
como promotores fuertes, constitutivos. Se ha establecido
que la actividad del promotor PorB esté4 contenida en un
fragmento que corresponde a la corriente ascendente de

los nucleétidos del -1 al 250 del codén de iniclo de porB.

ctl I xpresidn rotelna de adquisicién de
jerro mediante crecimiento bajo co e limitaclén
de hierro

La activacién de protelna que enlaza transferrina en
una preparacién de vesicula de membrana externa de la
presente invencion, se logra preferentemente aislando las

vesiculas de membrana externa de una cepa paterna de
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bacteria gram-negativa creclda bajo condiciones de
limitacidn de hlerro. Una baja concentracién de hierro en el
medio, dard como resultado una expresion de protelnas
incrementada Iimplicada en la adqulsicién de hierro,
incluyendo TbpA y TbpB. La expresién de estas proteinas
se activa por consiguiente sin la necesidad de modificar en
forma recombinante el gen implicado, por ejemplo,
insertando un promotor méas fuerte o insertando una copia
adicional del gen. La presente invencién también puede
comprender la activaciébn de una protelna que enlaza
transferrina mediante el crecimiento en un medio de
limitaciobn de hierro, en donde el gen también ha sido
modificado en forma recombinante.

La limitaclén de hierro se logra mediante la adicién de
un quelador de hierro al medio de cultivo. Los queladores
de hierro adecuados incluyen 2,2-dipirldil, EDDHA (acido
etilenodiamina-di(o-hidroxifenllacético), y Desferal
(mesilato de desferoxamina, Sigma). El desferal es el
quelador de hierro preferido y se agrega al medio de
cultivo en una concentracién de entre 10 y 100 uM,
preferentemente 25 a 75 yM, méas preferentemente 50 a 70
MM, 1o mas preferantemente 60 uyM. El contenido de hierro
del medio, viene principalmente del extracto de levadura y
constituyentes de peptona de soya y la cantidad presente
puede variar entre lotes. Por consiguiente, pueden ser
6ptimas diferentes concentraciones de Desferal para lograr
la activaclén de protelnas de adquisicién de hlerro en
diferentes lotes del medio. Los expertos en la técnlca
deben tener la capacidad de determinar facilmente la

concentracién oéptima. En términos bésicos, se debe
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agregar suficiente quelador de hierro al medio para activar
la expresién de la proteina regulada por hierro deseada,
pero no demaslado como para afectar de manera adversa el
crecimiento de la bacteria.

Preferentemente, la activaciéon de la protelna de
enlace a transferrina mediante el crecimiento bajo
condiciones Ilimitadas en hlerro, se combina con |la
activacion mediante la protelna similar a Hsf, de modo que
se logre la vesicula de membrana externa de la presente
invencion.

Desactivacién/eliminacién de antigenos inmunodomi tes
variables y no protectores

Muchos antigenos de superficie son variables entre
cepas bacterianas y como consecuencia protegen
tnicamente contra un grupo limitado de cepas relaclonadas
en forma cercana. Un aspecto de la presente Invencién
cubre las vesiculas de membrana externa que comprenden
Tbp y ia proteina similar a Hsf, preferentemente TbpA y
Hsf, en donde la expresion de la otra protelna se reduce, 0,
preferentemente, se elimina el gen{(es) que codifica la
protelina(s) de superficie variable. Dicha eliminacién da
como resultado una cepa bacteriana que produce flictenas,
las cuales cuando se administran en una vacuna, tlenen un
potencial mayor de reactividad cruzada contra diversas
cepas, debido a una mayor influencia eJercida por las
protelnas conservadas (retenidas en Ilas membranas
externas) en el sistema inmune de la vacuna. Los ejemplos
de dichos antigenos variables Incluyen: para Neisseria-plii
(PilC) que pasa por variaciones antigénicas, PorA, Opa,

OpC, PilC, PorB, TbpB, FrpB; para H. Influenza - P2, PS5,

q@
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pilina, IgA1-proteasa; y para Moraxella OMP1086.

Otros tipos de gen que pudieran ser desactivados o
cambiados son genes los cuales, In vivo, pueden ser
activados (expresados) o desactivados faciimente mediante
la bacteria. Ya que las proteinas de membrana externa
codificadas de dichos genes no slempre estan presentes en
las bacterias, la presencia de dichas protelnas en las
preparaciones de flictena también puede ser perjudicial
para l|la efectlvidad de Ia vacuna por Ilas razones
manifestadas anteriormente. Un ejemplo preferido para
desactivar o eliminar es la proteina Nelsseria Opc. La
inmunidad anti-Opc inducida mediante una vacuna de
flictena que contiene Opc, podria tener Gnicamente una
capacidad protectora limitada ya que el organismo de
infeccién podria ser convertido facilmente en Opc™; H.
influenza HgpA y HgpB son otros eJemplos de dichas
proteinas.

Por ejJemplo, estos genes variables y no protectores
pueden ser desactivados en expresion, o terminalmente
desconectados. Esto tiene la ventaja de concentrar el
sistema inmune en antigenos mejores que se encuentran en
bajas cantidades de la superficie externa de los flictenas.

En la Publicacién WO01/09350 se describen métodos
para desactivar la expresidn.

Mediante |a frase "desactivaciéon de una protelna de
membrana externa inmunodominante® se entiende que se
disminuyen los niveles de expresién y preferentemente se
desactivan, y que las mutaciones y/o eliminaciones de
lazos inmunodominantes expuestos en la superficle hacen a

la protelna de membrana externa menos inmunodominante.
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Medlante la frase “desactivacidén de una protelna con
funcién enzimética®, se entiende que el nivel de expresion
de la protelna se disminuye o preferentemente se
desactiva, o puede significar que |la expresién de |la enzima
funcional se reduce o elimina preferentemente.

La cepa de bacterlas meningococales preferidas para
utilizarse en la elaboracién de composiclones
Inmunogénicas de la presente Iinvencién tienen
desactivaciéon, preferentemente la eliminacién de 1, 2, 6 3
de PorA, OpA y Opc. Preferentemente PorA y Opa; PorA y
OpC; OpA y OpC; PorA y Opa y OpC se desactivan.

Se conocen cuatro diferentes genes Opa para existir
en el genoma meningococal (Aho y Asociados, 1991 Mol.
Microbiol. 5:1429-37), por consiguiente cuando se dice que
Opa sera desactivado en la expreslén, se entiende que
también se desactlvan preferentemente 1, 2, 3, o
(preferentemente) los 4 genes que se encuentran en el
meningococcus. Dicha desactivacién puede llevarse a cabo
en forma genética tal como se describe en la Publicaclén
WO 01/08350 o buscando cepas meningococales estables,
naturales, que se encuentran faclimente que tienen una
baja expresidn o ninguna expresién de loci Opa. Dichas
cepas pueden encontrarse utilizando la técnica descrita en
la publicaciébn de Poolman y Asociados (1985 J. Maed.
Micro. 19:203-208) en donde las células que son Opa’
tienen un diferente fenotipo a las células que expresan
Opa, las cuales pueden observarse buscando en Ila
apariencia de las células en las placas o bajo un
microscoplo. Una vez encontrada, la cepa puede mostrarse

como Opa" estable, llevando a cabo un manchado Western



10

15

20

25

30

en contenidos de células después de una corrida de
fermentacioén para establecer la carencia de Opa.

Cuando 1a activaciéon de Ila proteina que enlaza
transferrina en las vesiculas de membrana externa de la
presente invencién se logra mediante el crecimiento bajo
condiciones de limitaciébn de hlerro, también se pueden
activar las protelnas reguladas por hierro variables. Estas
incluyen FrpB en Nelisseria meningitidis y Neisseria
gonorrhoeae (Microbiology 142; 32698-3274 (19986), J.
Bacteriol. 181:2805-2001 (1999)), y la protelna C de
utilizacién heme/hemopexina (J. Bacteriol. 177; 2644-2853
(1985)) y HgpA, HgpB y HgpC (Infect. Immun. 686;
4733:4741 (1998), Infect. Immun. 87; 2728-27398 (1999),
Microbiology 145; 905-814 (1989)) en Haemophiius
influenzae. Los inventores han descubierto que es
conveniente desactivar la expresién de al menos las partes
varlables de dichas proteinas, cuando se utlliza |Ila
limitacién de hierro para activar la expresién de |la protelna
que enlaza a transferrina. Esto se logra ya sea utilizando
el proceso descrito en l|a Publicacién WOO01/08350 o
eliminando la parte(s) variable de la proteina. Esto
asegurard que l|a respuesta inmune provocada por la
composiclén Inmunogénica se dirija hacia antigenos que se
encuentran en un amplio rango de cepas. La desactivacién
de FrpB se combina preferentemente con la desactivacion
de PorA y OpA; PorA y OpC; OpA y OpC; PorAy OpA ¥y
OpC en las composiciones Inmunogénicas de flictena de la
presente Invencidén derivadassde cepas de bacterias gram-
negativa, preferentemente cepas Moraxella catarrhalis,

Haemophilus influenzae 6 Neisserilal (mas preferentemente
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N. meningitidis). En una modalidad alternativa de Ila
presente invencion, se desactiva FrpB en vesiculas de
membrana externa que han sido preparadas a partir de
cepas de bacterias gram-negativa, preferéntemente cepas
Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae 6 Nelsserial
(mas preferentemente N. meningitidis), no crecidas
preferentemente bajo condiciones de limitacién de hierro.
toxifi ion LP

Los OMVs en la composicién inmunogénica de la
presente invencidén, pueden ser destoxificados a través de
métodos para destoxificaciobn de LPS los cuales se
describen en la publicacién WO 01/09350. En particular,
los métodos de destoxificaciobn de LPS Involucran Ila
desactivaciéon, preferentemente eliminacién de las enzimas
hrtB y/o msbB las cuales se describen en la publicacién
WO 01/08350. Los mutantes de eliminacién de estos genes
estan genotipicamente caracterlzados mediante e! LPS
mutante msbB que pierde una cadena de acilo secundaria
comparada con LPS mutantes tipo natural y htrB que
plerden 2 (0o ambas) de las cadenas de acilo secundarlas.
Dichos métodos se combinan preferentemente con métodos
de extracciébn OMV que implican bajos niveles de DOC,
preferentemente 0 a 0.3% DOC, méas preferentemente 0.05
a 0.2% DOC, lo mas preferentemente alrededor de 0.1%
DOC.

Los métodos adicionales de destoxiflcaclon LPS
incluyen agregar a l|las preparaciones de fllctena un
equivalente funcional de péptido no téxico de polimixina B
[una molécula con alta afinildad con el |Ilpido A]

(preferentemente SAEP 2) (ver las publicaclones WO
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93/14115, WO 905/03327, Velucchi y Asociados (1987) J.
Endotoxin Res. 4:1-12, y en l|la patente 976402 para
detalles adicionales de equlvalentes funcionales de
péptidos no téxicos de polimixina B - particularmente el uso
de SAEP 2 del péptido (de |la secuencia KTKCKFLKKC en
donde 2 cistelnas forman un puente de disulfuro)).
Polisacaridos de _reaccidn cruzada

El alslamiento de flictenas de membrana externa
bacteriana procedentes de bacterias gram-negativas
encapsuladas, con frecuencia da como resultado la co-
purificacién de polisacéridos capsulares. En algunos casos,
este material “contaminante® puede probar ser Gtil, ya que
el polisacarido puede aumentar l|la respuesta inmune
conferida mediante otros componentes de flictenas. Sin
embargo, en otros casos, |la presencia de material de
polisacarido contaminante en preparaciones de flictena
bacterianas puede probar ser perjudicial para el uso de
flictenas en una vacuna. Por ejemplo, s ha mostrado que
al menos en el caso de N. meningitidis que el polisacarido
capsular de serogrupo B no confiere Inmunidad protectora y
es susceptible a inducir una respuesta autoinmune adversa
en humanos. En consecuencia, se pueden aislar vesiculas
de membrana externa de la presente invencién a partir de
una cepa bacteriana para la produccién de flictena, que ha
sido construidq de modo que quede libre de polisacéridos
capsulares. Lqs flictenas posterlormente serdn adecuados
para utilizarse en humanos. Un ejemplo particularmente
preferido de dicha preparacién de flictena, es uno del N.
meningitidis serogrupo B desprovisto de polisacaridos

capsulares. En general, el aislamiento de vesiculas de
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membrana externa debe ser de cepas de bacterilas gram-
negativas que no pueden sintetizar pollsacéaridos
capsulares, particularmente cuando la cepa 8s un mutante
msbB como el descrito antariormente.

Esto se puede lograr utilizando cepas de produccion
de flictena modificadas, en las cuales se han dafiado los
genes necesarios para la biosintesis capsular yl/o
exportaciéon. La desactivacién del gen que codifica I|a
biosintesis o exportacién de polisacaridos capsulares
puede lograrse mediante mutacién (mutaclén, eliminacién o
Iinsercién de punto) de cualquier regién de control, la
regiéon de codificaciéon o ambas (utilizando preferentemente
las técnicas de recombinaclén homoéloga descritas
anteriormente) o mediante cualquier otra forma de
disminuclén de funcién enzimética de dichos genes.
Ademas, la desactivacién de genes de biosintesis capsular
también puede lograrse mediante la sobreexpresién de
antisentido o mutagénesis de transposdén. Un método
preferido es la eliminacidn de parte o todos los genes de
polisacaridos capsulares (cps) de Neisseria meningitidis
requeridos para |a bilosintesis de exportacién de
polisacaridos. Para este propésito, el plasmido de
reemplazo pMF121 (descrito en la publicacién de Frosh y
Asoclados, 1980, Mo/. Mlicrobiol. 4:1215-1218) se puede
utilizar para administrar una mutacién que elimine la
aglomeracién del gen cpsCAD (+ galE).

Cuando Ilas composiciones inmunogénicas de |Ia
presente invencién se derivan de una cepa de
meningococcus B, se prefiere ademas que también se

elimine el polisacarido capsular (el cual tamblén contiene

o\
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estructuras de sacéaridos similares a ias de los humanos).
Aunque muchos genes pueden ser desactivados para lograr
esto, los inventores han mostrado de manera conveniente
que es preferible que la cepa de produccién de flictena
haya sido construida en forma genética para desactivar en
forma permanente ia expresiétn del producto del gen
funcional del gen siaD (por ejemplo, desactivando Ila
actividad de polisialiltransferasa a-2-8), cambiando
preferentemente el gen, méas preferentemente eliminando
todo o parte del promotor y/o estructura de lectura abierta
del gen. Dicha desactivacién se describe en la Publicaclén
WO 01/08350. La mutacién siaD (también conocida como
synD) es la mas conveniente de muchas mutaciones que
dan como resultado la eliminacién de epltope similar al
humano procedente del polisacarido capsular, debido a que
es una de las anicas mutaclones que no afecta Ila
biosintesis de los epltopes protectores de LOS, siendo
conveniente por lo tanto, en un proceso que ayuda a la
utilizacién final de LOS como un antigeno protector, y tiene
un efecto minimo en el crecimiento de las bacterlas. Un
aspecto preferido de Ila presente Invencién, es por
consiguiente, una preparacién inmunogénica de flictena tal
como se describe anterlormente, la cual es derlvada de una
cepa mutante de meningococcus B IgtE", siaD", IgtA°, slaD",
o preferentemente IgtB~, siaD". La propia cepa, €8 un
aspecto adicional de la presente invencion,

Aunque es preferible la mutacién siaD™ por Ilas
razones anteriores, se pueden utilizar otras mutaclones
que desactivan la sintesis del polisacarido Neisserial

(preferentemente meningococcus B). Por lo tanto, ia cepa
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de produccion de flictena puede ser construida en forma
genética para desactivar preferentemente la expresién del
producto de gen funcional de uno o més de los sigulentes
genes: ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, los genes synA (equivalente a
synX y siaA), synB (equivalente a slaB) o synC
(equivalente a slaC), preferentemente mediante Ia
desactivacién del gen, mas preferentemente, eliminando
toda o parte del promotor y/o estructura de lectura abierta
del gen. La mutacién IgtE" puede comblnarse con una o
mas de estas mutaciones. Preferentemente, la mutacién
IgtB~ se combina con una o més de estas mutaciones. Un
aspecto adicional de I|a presente Iinvencién, es por
consiguiente una preparacién inmunogénica de flictena tal
como la que se describe anteriormente, la cual se deriva de
dicha cepa mutante comblnada de meningococcus B. La
propia cepa es un aspecto adicional de la presente
invenclon.

La heterogeneidad dentro de Ila parte del
oligosacérido de LPS, genera diversidad estructural y
antigénica entre diferentes cepas Neisserial (Griffiss vy
Asociados, Inf. Immun. 1987; 55:1792-1800). Esto ha sido
utilizado para subdividir las cepas meningococales en 12
inmunotipos (Scholtan y Asociados, J. Med. Microbiol.
1994, 41:236-243). Los Inmunotipos L3, L7 y L8 son
inmunoiégicamente idénticos y estructuralmente simllares
(o incluso los mismos) y han sido designados por
consigulente L3, 7, 9 (o, para los propésitos de la presente
especlificaciéon, genéricamente, “L3"). El LPS meningococal
L3,7.9 (L3), L2 y LS5 pueden ser modificados medlante

sialilaclén, o mediante la adicién de acido 5'-monofosfato-



15

20

25

30

N-acetilneuraminico de citidina. Aunque los LPS L2, L4 ¥y
L6 son inmunolégicamente distinguibles, son
estructuralmente similares y cuando se menciona L2 en la
presente Invencién, ya sea L4 6 L6 pueden ser
opcionalmente substituldos dentro del alcance de Ila
presente invencioén. Ver la publicacién de M.P. Jennings y
Asociados, Microbiology 19968, 145, 3013-3021 y Mol.
Microbiol 2002, 43:931-43 para una ilustracién adicional de
la estructura y heterogeneidad de LPS.

La seguridad de anticuerpos elevados a LPS L3 6 L2
ha sido cuestionada, debido a |a presencia de una
estructura similar al grupo de oligosacarido lacto-N-
neotetraosa (Galp1-4GIcNAcB1-3Galp1-4GicpB1-) presente
en glicosfingolipildos humanos. Incluso si un mayor nimero
de personas han sido vacunadas en forma segura con
vacunas de vesiculas extraldas mediante desoxicolato que
contienen una cantidad residual de LPS L3 (G. Bjune y
Asociados, Lancet (1991), 338, 1093-1096; GVG, Sierra y
Asociados, NIPH ann (1991), 14, 185-210), la eliminacién
de la parte terminal del LOS sacaridico es conveniente
para evitar cualquier reaccién cruzada con estructuras que
se encuentran en la superficie de tejidos humanos. En una
modalidad preferida, |la desactivacién del gen IgtB da como
resultado una estructura LPS intermedia en la cual estén
ausentes el residuo de galactosa terminal y el acido sidlico
(la mutacién dejJa una estructura 4GIcCAcp1-3Galp1-
4Glcp1- en LOS L2 y L3). Dichos intermediarios podrian
obtenerse en una cepa LPS L3 y L2. Una version
alternativa y menos preferida (corta) del LPS, puede

obtenerse desactivando el gen IgtE. Una version alternativa
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adicional y menos preferida de LPS puede obtenerse
apagando el gen IgtA. Si se selecclona la mutaclién IgtA” es
preferible tamblén apagar la expreslén IgtC para evitar que
se forme el inmunotipo L1 no inmunogénico.

Los mutantes LgtB" son los méas preferidos, ya que los
inventores de la presente invencién han descubierto que
ésta es la truncacion O6ptima para resolver el aspecto de
seguridad, mientras se retiene un eplitope de
oligosacaridos preferidos LPS que pueden Inducir adn a
una respuesta de anticuerpos bactericidas.

Por consiguliente, las composiciones inmunogénicas
de Ia presente Iinvencién que contienen ademas
preparaciones L2 6 L3 (ya sea purificadas o en un flictena
alslada), o preparaciones de flictena meningococales en
general, se derivan de manera conveniente de una cepa
Neisserial (preferentemente meningococal) que ha sido
construlda en forma genética para desactivar en forma
permanente la expresién del producto del gen funcional
procedente del gen IgtB, IgtA, 6 IgtE, preferentemente,
desactivando el gen, mas preferentemente eliminando todo
o parte del promotor y/o estructura de lectura abierta del
gen.

Un locus Neisserial que contiene diversos genes IgtB
e IgtB, y sus secuencias son conocidas en la técnica (ver
M.P. Jennings y Asociados, Microblology 1999, 145, 3013-
3021 y las referencias ahl menclonadas, y J. Exp. Med.
180:2181-2190 [1984].

En preparaciones de flictena, particularmente en
preparaciones extraldas con bajas concentraciones DOC,

se puede utilizar LPS como un antigeno en la composicién
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inmunogénica de la presente invencién, sin embargo es
conveniente desactivar y/o eliminar la funcién enzimatica
ya sea de IgtE, IgtA (particularmente en combinacién con
IgtC), o, preferentemente, productos de genes/gen IgtB,
con el objeto de eliminar las estructuras lacto-N-
neotetraosa similares a las de los humanos. El| locus
Neisserial (y secuencia del mismo) que comprende los
genes Igt para la biosintesis de |a estructura de
oligosacaridos LPS, es conocido en la técnica (Jennings y
Asociados, Microbiology 1999, 145; 3013-3021 y las
referenclas ahl mencionadas, y J. Exp. Med. 180:2181-2190
[1984]). La desactivacion/eliminacién de IgtB (o producto
de gen funcional es preferido ya que deja intacto el epltope
protector LPS.

En preparaciones de flictena de N. meningitidis de
serogrupo B de la presente Invencién, es preferible la
desactivacién/eliminaciéon tanto de siaD como de IgtB
(aunque también se puede utilizar una combinacién de IgtB-
con cualesquiera de ctrA-, ctrB", ctrD", synA" (que equivalen
a synX" y slaA’), synB" (que equivale a siaB") o synC" (que
equivale a siaC") en una cepa de produccién de flictena de
meningococcus B) lo que conduce a una preparacién de
flictena con una 6ptima seguridad y retencién del epltope
protector LPS.

La composicién Inmunogénica de I|a presente
invencion puede comprender al menos uno, dos, tres,
cuatro o cinco diferentes preparaciones de vesicula de
membrana externa. Cuando se Incluyen dos o mas
preparaciones OMV, se activa al menos un antigeno de la

presente invencién en cada OMV. Dichas preparaciones
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OMV pueden derivarse de cepas Nelisserial de |la misma
especle y serogrupo, o preferentemente de cepas
Neisserial de diferente clase, serogrupo, serotipo,
subserotipo o Iinmunotipo. Por ejemplo, una composicién
Inmunogénica puede comprender una o més preparaciones
de vesicula de membrana externa que contenga LPS de
inmunotipo L2 y una o mas preparaciones de vesicula de
membrana externa que contengan LPS de preparaciones de
inmunotipo L3, L2 6 L3 OMV son preferentemente derivadas
de una cepa estable |la cual tiene una minima variabilidad
de fase en el locus del gen de sintesis de oligosacéaridos
LPS.
P ci flictena N rlal preferidas

Ademéas de Hsf y Tbp, se prefileren uno o méas de los
sigulentes genes (que codifican los antigenos protectores)
para la activacién cuando se lleva a cabo en una cepa
Neisserial, incluyendo gonococcus Yy meningococcus
(particularmente N. meningitidis B): NspA (WO 86/29412),
Hap (PCT/EP99/02766), PorA, PorB (NMB 2039), OMPB85
(WO 00/23585), PilQ (PCT/EP99/03603), PidA
(PCT/EP88/06718), FrpB (WO 96/31618), FrpA/FrpC (WO
92/01460), LbpA/LbpB (PCT/EP958/05117), FhaB (WO
98/02547), HasR (PCT/EP99/05989), lipo02
(PCT/EPS898/08315), MItA (WO 99/57280), MafA (NMB 06852),
MafB (NMB 0643), Omp26 (NMB 0181), adhesina NMB
0315, adhesina NMB 0995, adhesina NMB 1118, P2086
(NMB 0399), Lipo28 (NMB 2132), NM-ADPRT (NMB 1343),
VapD (NMB 1753) y ctrA (PCT/EP00/00135). También son
preferidos como genes que puedan Introducirse en forma

heterdloga en otras bacterlas gram-negativa.
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Uno o méas de los siguientes genes son preferidos
para la desactivacién: PorA, PorB, PIIC, LbpA, LbpB, Opa,
Opc, htrB, msbB y IpxK.

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos
para la activaclén: pmrA, pmrB, pmrE, y pmrF.

Las secuencias de control represivas preferidas que
seran modiflcadas son:. la reglén operadora fur
(particularmente ya sea para cualqulera o ambos de los
genes TbpB 6 LpbB); y la regién de operador DtxR.

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos
para desactivacion: galE, siaA, siaB, siaC, siaD, ctrA, ctrB,
ctrC, y ctrD.

Las composiciones Inmunogénicas de l|a presente
Invenclén, también pueden comprender preparaciones
OMV/flictena derlvadas de bacteria gram-negativa que
incluyen Pseudomonas aeruginosa, Moraxella catarrhalis, y

Haemophllus influenzae b.

Preparaciones de flictena de Pseudomonas aeruginosa
preferidas

Ademéas de Hsf y Tbp, uno o mas de los siguientes
genes (que codifican los antigenos protectores) son
preferidos para activacién: PcrV, OprF, Oprl. También se
prefieren como genes que puedan introducirse en forma
heter6loga en otras bacterlas gram-negativa.

Preparacidn de flictena de Moraxel/la catarrhalis preferidas

Ademas de Hsf y Tbp, uno o mas de los siguientes
genes (que codlflcan antigenos protectores) son preferidos
para actlvacién: OMP106 (WO 97/41731 y WO 9886/34960),
HasR (PCT/EP998/03824), PIIQ (PCT/EP99/03823), OMPa5
(PCT/EP00/01488), lipo08 (GB 9917977.2), lipo10 (GB

aQ\
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9918208.1), lipo11 (GB 9918302.2), lipo18 (GB 9918038.2),
P8 (PCT/EP99/03038), ompCD, CopB (Helminen ME, vy
Asociados (1983) Infect. Immun. 61:2003-2010), D15
(PCT/EPB89/03822), Omp1A1 (PCT/EP998/06781), Hily3
(PCT/EP99/03257), LbpA y LbpB (WO 988/55608), TbpA y
TbpB (WO 97/13785, WO985/13370 y WO 87/32980), OmpE,
UspA1 y UspA2 (WO 93/03761), v Omp21. También son
preferidos como genes que puedan ser Iintroducidos en
forma heteréloga en otras bacterias gram-negativa.

Uno o méas de los siguientes genes son preferidos
para desactivacion: CopB, OMP1068, OmpB1, LbpA, y LbpB.

Uno o méas de los siguientes genes son preferidos
para desactivaciéon: htrB, msbB y IpxK.

Uno o méas de los siguientes genes son preferidos
para activacién: pmrA, pmrB, pmrE, y pmrF.
Preparaciones de flictena de hilus influenzae
preferidas

Ademéas de Hsf y Tbp, uno o mas de los siguientes
genes (que codifican los antigenos protectores) son
preferidos para activacion: D15 (WO 04/12641,
wWO095/12641), P6 (EP 281673), P2, P5 (WO 94/26304),
OMP26 (WO 97/01638), HMW1, HMW2, HMW3, HMW4, Hia,
Hap, Hin47, y Hif (todos los genes en este oper6on debe ser
activados con el objeto de activar pilin). También son
preferidos como genes que pueden ser introducidos en
forma heterdéloga en otras bacterias gram-negativa.

Uno o méas de los siguientes genes son preferidos
para desactivacién: P2, PS5, Hif, IgA1-proteasa, HgpA,
HgpB, HMW1, HMW2, Hxu, htrB, msbB y IpxK.

Uno o més de los sigulentes genes son preferidos

ol



10

15

20

25

30

62

para activacién: pmrA, pmrB, pmrE, y pmrF.

Preferentemente, las composiciones o0 vacunas
inmunogénicas de la presente invencién, no consisten de
y/o comprenden las combinaciones particulares de las SEQ
IDs descritas en la tabla que abarca de la pagina 3, Illnea
18 a la pagina 52, llnea 2 de la Publicacléon WO 00/71725
y/o cualquier combinacién individual descrita en los
ejemplos del 1 al 11 de la Publicacién WO 00/71725.

Preferentemente ademés en forma alternativa,
cualesquiera comblinaciones Iindividuales descritas en la
Publicacién WO 01/52885 no estan relvindicadas en la
presente invencion.

Formulacio v nas

Una modalidad preferida de la presente invencién, es
la formulacién de [a composicion inmunogénica de la
presente invenciébn en una vacuna que también puede
comprender un exciplente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La fabricacién de preparaciones de veslcula de
membrana externa procedentes de cualesquiera de las
cepas modificadas menclonadas anteriormente, se puede
lograr a través de cualesquiera de los métodos conocidos
para los expertos en la técnica. Preferentemente se utilizan
los métodos descritos en las Patentes EP 301992, Patente
Norteamericana US 5,587,572, EP 11243 6 Patente
Norteamericana US 4,271.,147. Mas preferentemente, se
utiliza el método descrito en la Publicacién WO 01/08350.

La preparacién de vacuna generalmente se describe
en la publicaclén de Disefio de Vacunas (“The subunit and

adjuvant approach® (eds. Powell M.F. & Newman M.J.)

a4
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(19685) Plenum Press Nueva York).

Las composiciones antigénicas de Ila presente
invencién pueden ser adyuvadas en la formulacién de
vacuna de Ila presente Invencién. Los adyuvantes
adecuados incluyen una sal de aluminio, tal como gel de
hidréxido de aluminlo (alum) o fosfato de aluminio, aunque
también puede ser una sal de calclo (particularmente
carbonato de calcio), hierro o zinc o puede ser una
suspension Insoluble de tirosina acilada, o azucares
acilados, polisacaridos derivados en forma catiénica o
anidnica, o polifosfacenos.

Los sistemas adyuvantes Th1 adecuados que pueden
utilizarse incluyen, lipido A de monofosforilo,
particularmente |lIpido A de monofosforilo 3-de-O-acilado, y
una combinacién de llpido A de monofosforilo,
preferentemente lipido A de monofosforilo 3-3-de-O-acllado
(3D-MPL) Junto con una sal de aluminio. Un sistema
mejorado comprende |la combinacién de un !lpido A de
monofosforilo y un derivado de saponina, particularmente
la combinacion de QS21 y 3D-MPL._ tal como se describe en
la Publicacibn WO 94/00153, o una composicién menos
reactogénica en donde QS21 se extingue con colesterol, tal
como se describe en la Publicacion WO 96/33738. Una
formulacién adyuvante particularmente potente que
comprende QS21 3D-MPL y tocoferocl en un aceite en
emulsién de agua, se describe en Ila Publicacion
WO0985/17210 y es una formulacién preferida.

La vacuna puede comprender una saponina, mas
preferentemente QS21. Tamblén puede comprender un

aceite en una emulsién de agua vy tocoferol. Los
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oligonucledétidos que contienen CpG no metilado
(Publicaciébn WO 08/02555) tamblién son inductores
preferenciales de una respuesta Th1 y son adecuados para
utilizarse en la presente invencién.

La preparacién de vacuna de la presente invencidn,
se puede utilizar para proteger o tratar un mamifero
susceptible a infeccion, por medlo de administrar la vacuna
a través de ruta sistémica o de mucosa. Estas
administraciones pueden Incluir inyeccién a través de rutas
intramusculares, intraperitoneales, intradérmicas o
subcutaneas; o a través de administracién mucosal a los
tractos oral/alimenticio, resplratorio o genitourinario. Por lo
tanto un aspecto de la presente invencion, es un aspecto
para inmunizar un huésped humano contra una enfermedad
originada contra una Iinfeccién de una bacterla gram-
negativa, en donde el método comprende administrar al
huésped una dosis inmunoprotectora de la preparaciéon de
flictena de la presente invencion.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna, se
selecciona como una cantidad la cual induce una respuesta
inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos,
Importantes en vacunas tlpicas. Dicha cantidad varlara
dependiendo de cuél inmunogén especifico se emplea y de
como se presenta. Generalmente, se espera que cada dosis
comprenda de 1 a 100 upg de antigeno de protelna,
preferentemente 5 a 50 ug y lo mas normalmente dentro del
rango de 5 a 25 ug.

Una cantidad 6ptima de una vacuna en particular
puede lograrse mediante estudios estandar que

comprenden I|a observacion de respuestas inmunes
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adecuadas en sujetos. Después de una vacunaclén inicial,
los sujetos pueden recibir una o diversas Inmunizaciones
de refuerzo separadas en forma adecuada.
Polinucledtidos de la pr nte invencién

El término “polinucleétido”, se refiere de manera
general a un polirribonucleétido o
polidesoxirribonucleétido, el cual puede ser ARN 6 ADN no
modificado o ARN 6 ADN modificado. Los “polinucleétidos”
incluyen, sin limitacién ADN de un solo hllo o hilo doble,
ADN que es una mezcla de regiones con un solo hilo e hilo
doble, ARN de un solo y de hilo doble, y ARN que es una
mezcla de regiones con un solo hilo y con hilo doble,
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que
pueden ser de un solo hilo, o mas tipicamente, de doble
hilo o una mezcla de regiones con un solo hilo y con doble
hilo. Ademaéas, el término “polinucleétido” se refiere a
regiones de tres hilos que comprenden ARN o ADN, o tanto
ARN como ADN. El término “polinucleétido”, tamblén
incluye ADNs 6 ARNs que contienen una o mas bases
modificadas y ADNs 6 ARNs con esqueletos modificados
para estabilidad o por otras razones. El término bases
“modificadas” incluye, por ejemplo, bases tritiladas y bases
no usuales, tales como inosina. Se han realizado una
variedad de modificaciones al ADN y ARN; por lo tanto, el
"polinucleétido” abarca formas modificadas en forma
quimica, enziméatica, o metabélica tal como se encuentran
normalmente en la naturaleza, asl como las formas
quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células.
El término “polinucleétidos® también abarca polinucleétidos

relativamente cortos, con frecuencia referidos como
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oligonucledétidos.

Otro aspecto de la presente invencién, se refiere a
una formulacién inmunolégica/de vacuna que comprende
uno o0 mas polinucleétidos que codifican Tbp y la proteina
similar a Hsf, particularmente aquellos que corresponden a
combinaciones de protelnas de la presente invencidn.
Dichas técnicas son conocidas en el arte, ver por ejemplo
la Publicacion de Wolff y Asoclados, Sclience, (1990)
247:1465-8.

La expresion de Tbp y la protelna similar a Hsf,
preferentemente TbhpA y Hsf en dicho polinucleétido, podria
estar bajo el controf de un promotor eucariético, con la
capacidad de conducir la expresién dentro de una célula
mamlfera. El polinucleétido puede comprender ademas una
secuencia que codifica otros antigenos. Los ejemplos de
dichos promotores eucaritéticos, Incluyen promotores
procedentes de virus que utillzan células mamliferas como

huésped, Incluyendo promotores de adenovirus, promotores

" retrovirales. Como una alternativa, los promotores

mamiferos pueden utillzarse para conducir la expresién de
TbpA y la proteina similar a Hsf.
Anticuerpos e inmunizacidn v

Otro aspecto de la presente invencion es el uso de
una composicién inmunogénica que comprende TbpA vy
proteina simllar a Hsf para generar inmunoglobulina que se
puede utilizar para tratar de evitar Infeccibn mediante
bacteria gram-negativa o preferentemente Nelsserla, o
preferentemente Nelsseria meningitidis y |lo méas
preferentemente Neisseria meningitidis serogrupo B.

Las inéculas para la produccién de anticuerpos

91X
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policlonales, normalmente se preparan dispersando Ia
composicion antigénica en un diluyente fisiolégicamente
tolerable, tal como solucibn salina u otros adyuvantes
adecuados para uso humano, para formar una composlicioén
acuosa. Una cantidad inmunoestimuladora de indculo se
administra a un mamlifero y el mamlifero inoculado
posteriormente se mantiene durante un tiempo suficiente
para que la composicion antigénica Induzca anticuerpos
protectores.

Los anticuerpos pueden ser alslados hasta el grado
deseado mediante técnicas conocidas, tales como
cromatografia por afinidad.

Los anticuerpos pueden incluir preparaciones de
antisuero procedentes de una variedad de. animales
cominmente utilizados, por ejemplo, cabras, primates,
monos, cerdos, caballos, cerdos de guinea, ratas u
hombres. A los animales se les extrae sangre y se recupera
el suero.

Una inmunoglobulina producida de acuerdo con la
presente invencién, puede inclulr anticuerpos completos, o
fragmentos o subfragmentos de anticuerpos. Los
anticuerpos pueden ser Inmunoglobullnas completas de
cualquler clase, por ejemplo, I1gG, IgM, IgA, IgD, 6 IgE,
anticuerpos quiméricos o anticuerpos hibridos con
especificidad doble para Tbp y Hsf. También pueden ser
fragmentos, por ejemplo F(ab')2, Fab', Fab, Fv y similares,
incluyendo los fragmentos hibridos. Una inmunoglobulina
también puede incluir protelnas naturales, sintéticas o
construidas en forma genética que actide en forma similar

al anticuerpo que estd enlazando a antigenos especificos
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para formar un complejo.

Se puede administrar una vacuna de la presente
invencidén a un receptor, el cual posteriormente actia como
una fuente de inmunoglobulina, producida en respuesta al
estimulo procedente de la vacuna especlifica. Por lo tanto
un sujeto tratado de este modo, podra donar plasma del
cual se podra obtener hiperinmunoglobullna a través de
metodologla de fraccionacién de plasma convencional. La
hiperinmunoglobulina podra administrarse a otro sujeto con
el objeto de impartir resistencia contra, o para tratar,
infeccién por Neisserial. Las helperinmunoglobulinas de la
presente Invenciébn, son particularmente (tiles para el
tratamiento o prevencidén de enfermedad por Nelsserla en
infantes, e Individuos comprometidos Iinmunolégicamente o
cuando se requiere tratamiento y no existe tiempo de que
el individuo produzca anticuerpos en respuesta a la

vacunacion.

Un aspecto adicional de la presente invencién, es una
composicion farmacéutica que comprende anticuerpos
monocionales que reaccionan contra TbpA y Hsf que se
pueden utilizar para tratar o evitar infeccién por bacteria
gram-negativa, preferentemente Neisseria, més
preferentemente Neisseoria meningitidis y lo mas

preferentemente Neisseria meningitidis serogrupo B.

Dichas composiciones farmacéuticas comprenden

anticuerpos monoclonales que pueden Inmunoglobulinas
completas de cualquier clase, por eJemplo 1gG, IgM, IgA,
IgD, 6 IgE, anticuerpos quiméricos o anticuerpos hibridos
con especificidad doble para Tbp y proteina similar a Hsf.
También pueden ser fragmentos, por ejemplo F(ab’)2, Fab’,

Gav, Fv, y simllares, Incluyendo fragmentos hibridos.
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Los métodos para elaborar anticuerpos monocionales
son bien conocldos en la técnica, y pueden Incluir la fusién
de esplenocitos con células de mieloma (Kohler y Milstein
1975 Nature 256; 495; Antibodies - a laboratory manual
Harlow and Lane 1988). Como alternativa, se pueden
obtener fragmentos monoclonales Fv clasificando una
biblioteca de despliegue de fago adecuado (Vaughan TJ y
Asociados, 1998 Nature Biotechnology 16; 535). Los
anticuerpos monoclonales también pueden ser humanizados
o humanizados en parte, utllizando técnicas que son blen

conocidas en el arte.
Ensayo bactericida r

El ensayo bactericida de suero es el método preferido
para evaluar la relaclén sinérgica entre antigenos, cuando

se combinan en una composiclén inmunogénica.

Dicha respuesta sinérgica esta caracterizada por el
SBA provocado por la combinacién de antigenos que es de
al menos el 50%, dos vaces, tres veces, preferantemente
cuatro veces, cinco veces, seis veces, siete veces, ocho
veces, nueve veces y lo mas preferentemente diez veces
mas que ol SBA provocado por cada antigeno por
separado. Preferentemente, SBA se mide contra una cepa
homéloga de la cual se derivan los antigenos y también
preferentemente contra un panel de cepas heterblogas (ver
posterlormente un panel representativo, por ejemplo BZ10
(B:2b:P1.2) que pertenece a la aglomeracién A-4, B16B8
(B:2a:P1.2) que pertenace al complejo ET-37; y H44/76
(B:15:P1.7,16). SBA es el marcador inmunolégico mas
normalmente elegido para estimar |la eflcacia de una
vacuna meningococal (Perkins y Asociados, J. Infect. Dis.

1998, 177:683-691). El SBA satisfactorio puede lograrse a
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través de cualquier método conocldo. El SBA puede
llevarse a cabo utilizando sueros obtenidos de modelos

animales (ver ejemplos 686 a 8) o de sujetos humanos.

Un método preferido adicional para llevar a cabo SBA
con sueros humanos, es el que se indica a contlnuacién.
Se toma una muestra de sangre antes de |a primera
vacunacion, dos meses después de la segunda vacunacién
y un mes después de I|a tercera vacunacién (tres
vacunaciones en un afio que son un programa de
vacunacién primario para humanos tipilca administrado en,
por ejemplo, 0, 2 vy 4 meses, 6 0, 1, y 86 meses). Los
programas de vacunaclén humana primaria pueden llevarse
a cabo en infantes menores a un afio (por eJemplo, al
mismo tiempo que se llevan a cabo las vacunaciones Hib) o
de dos a cuatro afios o adolescentes que también pueden
ser vacunados para probar el SBA con un programa de
vacunacién primario. Se puede tomar una muestra de
sangre adiclonal de los 6 a 12 meses posteriores a la
vacunacién primaria, y un mes después de una dosis de

refuerzo, si es que aplica.

El SBA serd satisfactorio para un antigeno o
preparacién de flictena con actividad bactericida homologa,
si un mes después de la tercera dosis de vacunaciéon (del
programa de vacunacién primaria) (en de 2 a 4 afios o
adolescentes, aunque preferentemente en Infantes en el
primer afio de vida), el porcentaje de sujetos con un
Iincremento de cuatro veces en términos de titulador SBA
(diluclén de anticuerpo) comparado con titulador previo a la
vacuna contra la cepa de meningococcus del cual se
derivaron los antigenos de ia presente Iinvencion, es mayor

al 30%, preferentemente mayor al 40%, mas

\0\
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preferentemente mayor al 50% y lo méas preferentemente

mayor al 60% de los sujetos.

Por supuesto, un antigeno o preparaciéon de flictena
con actividad bactericida heterdloga también puede
constituir una preparaciébn de flictena con actividad
bactericida homéloga, si también produce un SBA
satisfactorio contra la cepa meningococal de la cual se

deriva.

SBA sera satisfactorio para un antigeno o preparacién
de flictena con actividad bactericida heteréloga, si un mes
después de la tercera dosis de vacunacioéon (del programa
de vacunacion primario) (en de 2 a 4 afios o adolescentes,
aunque preferentemente en Infantes en el primer afio de
vida), el porcentaje de sujetos con un Incremento de cuatro
veces en términos de titulador SBA (dilucién de anticuerpo)
(comparado con titulador previo a la vacuna) contra tres
cepas heterdlogas de meningococcus es mayor al 20%,
preferentemente mayor al 30%, mas preferentemente mayor
al 35% y lo mas preferentemente mayor al 40% de los
sujetos. Dicha prueba es una buena indicacién de sl el
antigeno o preparacion de flictena con actividad bactericida
heterbloga puede incluir anticuerpos bactericidas cruzados
contra diversas cepas meningococales. Las tres cepas
heter6logas deben tener preferentemente diferentes
patrones de generacidén de tipo de secuencia de locus
midltiple (MLST) o compiejo-tipo electroforético (ET) (ver la
publicaclén de Malden y Asociados, PNAS EUA 1998,
95:3140-5) para cada uno de los otros y preferentemente al
de la cepa de la cual el antigeno o preparacién de flictena
con actlvidad bactericlda heteréloga se elabora o deriva.

Un experto en la técnica también tendra la capacidad de
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determinar tres cepas con diferentes complejo-ET que
reflejen la diversidad genética observada entre
meningococcus, particularmente entre cepas de
meningococcus tipo B que son reconocidas como la causa
de carga de enfermedad significativa y/o que representan
linajes hiper-virulentos de MenB reconocidos (ver
publicacién de Malden y Asociados, supra). Por ejemplo,
tres cepas que pueden utilizarse son las siguientes: BZ10
(B:2b:P1.2) que pertenece a la aglomeracién A-4; B16B8
(B:2a:P1.2) que pertenece al complejo ET-37; y H44/76
(B:15:P1.7,18) que pertenece al complejo ET-5 o
cualesquiera otras cepas que pertenecen al mismo
ET/aglomeracién. Dichas cepas se pueden utllizar para
probar un antigeno o preparacién de flictena con actividad
bactericida heterb6loga elaborada o derivada de, por
ejemplo, la cepa meningococal Cu385 (B:4:P1.15) que
pertenece al comple]o ET-5. Otra cepa de muestra que se
puede utilizar procede del clon epidémico de linaje 3 (por
ejemplo NZ124 [B:4:P1.7.4]). Otra cepa ET-37 es NGP165
(B:2a:P1.2).

Los procesos para medir la actividad de SBA son
conocidos en la técnica. Por ejemplo en la Publicacion WO
89/09176 en el ejemplo 10C, se describe un meétodo que
puede ser utilizado. En términos generales, un cultivo de
cepa que sera probado se crece (preferentemente en
condiciones de agotamiento de hlerro - mediante la adiciéon
de un quelador de hlerro tal como EDDA al medio de
crecimiento) en la fase log de crecimiento. Esto se puede
suspender en un medio con BSA (tal como medio Hanks
con 0.3% de BSA) con el objeto de obtener una suspensién

celular de trabajo ajustada aproximadamente 20,000

0>
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CFU/ml. Se puede elaborar una serie de mezclas de
reaccion, mezclando una serie de diluciones de suero al
doble que seran probadas (preferentemente desactivadas
por calor a una temperatura de 56°C durante 30 minutos)
[por ejemplo en un volumen de 50 pl/depdsito] y la
suspension de cepa meningococal de 20,000 CFU/mI| que
sera probada (por ejemplo en un volumen de 25
ul/depdsito]. Los frascos de reaccion deben ser incubados
(por ejempio, a temperatura de 37°C durante 15 minutos) y
agitados (por ejemplo a 210 rpm). La mezcla de reaccidn
final [por ejemplo en un volumen de 100 pui] contiene
ademéas una fuente complementaria [tal como 25% de
volumen final o suero de conejo recién nacido probado
previamente], y se incuba tal como se indicé anteriormente
[por ejemplo, a una temperatura de 37°C durante 60
minutos). Para este ensayo se puede utilizar una piaca
microtituladora de 96 depésitos de fondo en forma de U de
poliestireno estéril. Se puede tomar un alicuota (por
ejemplo 10 ul) de cada depdsito, utllizando una pipeta de
canal maltiple, y gotearse sobre placas de agar Mieller-
Hinton (que contlenen preferentemente 1% de Isovitalex y
1% .de Suero de Caballo desactivado con calor) e
incubadas (por ejJemplo durante 18 horas a una temperatura
de 37°C en CO: al 5%). Preferentemente, se ponen en
contacto clones individuales de hasta 80 CFU por allicuota.
Las sigulentes tres muestras de prueba, se pueden utilizar
como controles: regulador + bacteria + complemento;
regulador + bacteria + complemento desactivado; suero +
bacteria + complemento desactlvado. Los tituladores SBA
pueden ser calculados en forma sencilla utilizando un

programa que procese los datos para producir una medida
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exterminadas mediante un calculo de regresion.

Todas las referencias o solicltudes de patente citadas
en |a presente especificaciobn de patente, estan

incorporadas a la misma como referencia.

Los ejemplos que se encuentran méas adelante, se
llevan a cabo utilizando técnicas estandar, las cuales son
bien conocidas y de rutina para los expertos en la técnica,
excepto en donde se describe con detalle lo contrario. Los
ejemplos son ilustrativos, aunque no limitan la presente

invencién.

Ejemplo 1: Métodos para construir cepas de Nejsseria
eningitidi rogr B 1] n_preparaciones

de vesicula de membrana externa

La Publicaciéon WO01/09350 proporciona métodos
detallados para preparar vesiculas de membrana externa y
manipular las cepas bacterianas de las cuales las vesiculas
de membrana externa se derivan. Cuando las vesiculas de
membrana externa son para retener lipoproteinas, tales
como TbpB y/o lipopolisacaridos, se prefieren métodos de

aislamlento con bajos niveles o sin desoxicolato.

Ejemplo 2: Actlvacién del antigeno de proteina Hsf en una

Nelsserla meningitidis de serogrupo
recombinante que carece de genes cps funcionales aunque
expresa PorA

Tal como se describe en los ejemplos de Ila
Publicacién WO01/08350, en ciertos palses, ia presencia
de PorA en vesiculas de membrana externa puede ser
conveniente, y puede reforzar la eflcacla de |la vacuna de

flictenas mejorados en forma recombinante. En el ejemplo
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que se encuentra a continuacién, se ha utilizado un vector
pCMK(+) modificado para activar la expresiéon del antigeno
de proteina Hsf en una cepa que carece de genes cps
funcionales pero que expresa PorA. El vector pCMK(+)
original contlene un promotor porA/lacO quimérico
representado en el huésped E. coli que expresa lacl9,
aunque transcripcionalmente activo en Neisseria
meningitidis. En el vactor pCMK(+) modificado, el promotor
porA nativo se utilizé para conducir la transcripcion del gen
Hsf. El gen que codifica Hsf fue amplificado mediante PCR
utilizando los cebadores de oligonucleb6tidos HSF 01-Ndel y
HSF 02-Nhel, presentados en |a tabla que se encuentra a
continuacién. Debldo a que se expresd |la secuencia del
cebador HSF 01-Ndel de la protelna Hsf, contendra dos
residuos de metionina en el extremo 5'. Las condiciones
utilizadas para la amplificacion PCR fueron las descritas
por el proveedor (polimerasa de ADN HIFI, Boehringer
Mannhelm, GmbH). El ciclado térmico fue como se Indica a
continuacién: 25 veces (temperatura de 94°C 1 minuto,
48°C 1 minuto, 72°C 3 minutos) y una vez (temperatura a
72°C 10 minutos, 4°C hasta la recuperacién). El amplicén
correspondiente se clondé subsecuentemente en los sitios
de restriccion correspondiente del vector de suministro
‘CMK(+). En weste plasmido recombinante, designado
pCMK(+)-Hsf, se elimindé el lacO presente en el promotor
porA/iacO medlante una estrategia PCR recombinante. Se
utilizé el plasmido pCMK(+)-Hsf como una plantilla para
amplificacibn PCR de dos fragmentos de ADN por

separado.

- fragmento 1 que contiene la regién recombindgeno

porA 5', el gen de resistencia a canamicina y el promotor
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porA. Los cebadores de oligonuclettidos se utilizaron
RP1(Sacll) y RP2, se presentan en |a tabla que se
encuentra mas adelante. El cebador RP1 es homélogo a la
secuencia justo de la corriente ascendente del operador

lac.

- fragmento 2 que contiene la secuencia Shine-
Dalgarno del gen porA, el gen hsf, y la region
recombinogénica porA 3. Los cebadores de
oligonucledbtidos utllizados, RP3 y RP4(Apal), se presentan
en la tabla que se encuenira mas adelante. El cebador RP3
es homoélogo a la secuencia justo de I|la corriente
descendente del operador /ac. El extremo 3' de fragmento 1
y el extremo 5' de fragmento 2, tienen 48 bases que
traslapan. Se utllizaron 500 ng de cada PCR (1 y 2) para
una reaccién PCR final utilizando los cebadores RP1 y
RP4. El amplicén final obtenido fue subclonado en el vector
pSL1180 restringldo con Sac/l y Apal. ElI plasmldo
modificado fue purificado a gran escala utllizando el equipo
maxiprep QIAGEN y 2 ug de este material se utilizé para
transformar una cepa de Neisserla meningitidis de
serogrupo B que carece de genes cps funcionales. Con el
objeto de conservar la expresion de porA, se selecciond la
integracién que resulta de un solo cruce mediante una
combinaclén de procedimientos de clasificacion PCR y de
manchado Western. Se realizaron pruebas positivas de los
clones resistentes a canamicina mediante PCR especlifico
de porA y de manchado Western se almacenaron a una
temperatura de -70°C en la forma de existencias de glicerol
y se utilizaron para estudios adicionales. Se suspendieron
nuevamente bacterias (que corresponden a

aproximadamente a bacterias 5.10°%) en 50 pl de regulador

\o¥
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PAGE-SDS, congelados (-20°C)/calentados (100°C) tres
veces y posteriormente 80 separaron mediante
electroforesis Whole-cell en un gel de al 12.5%. Se
examiné la expresién de Hsf en lisados bacterlanos de
célula completa (WCBL) derivados de Nmb [Cps-, PorA+_ 6
NmB [Cps-, PorA+, Hsf+]. La tincién Coomassie detectd un
incremento slgnificativo en la expresién de Hsf (con
respecto al nilvel Hsf endégeno). Este resultado confirma
que el vector pCMK(+)-Hsf modificado es funclonal y se
puede utllizar en forma exitosa para activar la expresién de
las proteinas de membrana externa, sin abolir Ila
produccion del antigeno de proteina de membrana externa

PorA mayor.

Oligonucleétidos utllizados en este trabajo.

[ Gligonuciedtidos . Secuencla Marcas(s)

Hsf 01-Nde 5-GGA ATT CCA TAT GAT GAA CAA AAT ATA | altio de clonacidn Ndel
CCG C-¥

Hasf 02-Nhe 5-GTAGCT AGC TAG CTT ACC ACT GAT AAC | sitio de clonacidn Nhe |
CGAC3' .

[GFP-mut-Asn | 5-AAC TGC AGA ATT AAT ATG AAA GGA GAA |sitio de clonacion Asnl
GAA CTT TTCY' compatible con Ndel

GFPSpc __ |6-GACATA CTA GTT TAT TTG TAG AGC TCA |efio de clonacidn Spel|
TCC ATG-3' compatible con Nhel

RP1 (Sadli) 5-TCC CCG COG GCC GIC TGA ATA CAT | sitio de clonacidn Sacll
CCC GTC-¥

[RP2 5-CAT ATG GGC TTC CTT TTG TAA ATT TGA
GGG CAA ACA CCC GAT ACG TCT TCA-3

RP3 5-AGA CGT ATC GGG TGT TTG CCC TCA AAT
TTA CAA AAG GAA GCC CAT ATG-3'

RP4{Apal) 5-GGG TAT TCC GGG CCC TTC AGA CGG | sitio de clonacion Apal
CGC AGC AGG-3'

o
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EJemplo 3: Activacién del gen de N. meningitidis de

serogrupo B mediante reemplaz romotor

El objetivo del experimento, fue reemplazar |la regién
promotora endégena del gen TbpA mediante el promotor
porA fuerte, con el objeto de activar la produccién del
antigeno TbpA. Para dicho propésito, se construye un
plasmido de reemplazo de promotor utilizando
metodologias de clonacién E. coll. Se descubrié una regién
de ADN (731 pares base) localizada en la corrlente
ascendente de la secuencia de codlficaclén TbpA, en la
base de datos privada Incyte PathoSeq del ATCC 13090 de
la cepa N. meningitidis. Este ADN contiene la secuencia
que codifica el antigeno ThpB. Los genes se organizan en
un operéon. El gen TbpB sera eliminado y reemplazado
mediante la cinta del promotor CmR/porA. Para dicho
propésito, se amplifilcO medlante PCR un fragmento de ADN
de 3218 pares base que corresponde a la regidén de
flanqueo 5' de 509 pares base del gen tbpB, la secuencia
de codiflcacién TbpB de 2139 pares base, la secuencla
intergénica de 87 pares base y los primeros 483 pares base
de la secuencia de codificacién TbpA, procedentes de ADN
genémico de Neisseria meningitidis de serogrupo B
utilizando los oligonucledétidos BAD18 (5'- GGC CTA GCT
AGC CGT CTG AAG CGA TTA GAG TTT CAA AAT TTA TTC-
3') y BAD17 (5'-GGC CAA GCT TCA GAC GGC GTT CGA
CCG AGT TTG AGC CTT TGC-3') que contlenen secuencias
de captaciéon y sitios de restriccion Nhel y Hindlll
(subrayados). Se limpi6é este fragmento PCR con un equipo
High Pure (Boerhinger Mannheim, Alemania) y se clonaron
directamente en un vector pGemT (Promega, EUA). Este

pldsmido fue presentado a mutagénesis PCR de clirculo
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(Jones & Winistofer (1992)) con el objeto de (i) insertar
sitios de restricclén adecuados que permiten la clonacién
de una cinta promotora CmR/PorA y (ii) para eliminar 209
pares base de la secuencia de flanqueo 5’ de tbpB y la
secuencla de codificacién tbpB. Se llevé a cabo PCR de
circulo utilizando el BAD 18 (5'-TCC CCC GGG AAG ATC
TGG ACG AAA AAT CTC AAG AAA CCG-3') vy el BAD 19
(5'-GGA AGA TCT CCG CTC GAG CAA ATT TAC AAA AGG
AAG CCG ATA TGC AAC AGC AAC ATT TGT TCC G-3')
oligonuclet6tidos que contienen sitios de restriccién
adecuados Xmal, Bgll y Xhol (subrayados). Se amplifico la
cinta del promotor CmR/PorA a partir del plasmido pUC
D15/Omp85 descrito previamente, utilizando cebadores
BAD21 (5'-GGA AGA TCT CCG CTC GAG ACA TCG GGC
AAA CAC CCG-3') y BAD20 (5'-TCC CCC GGG AGA TCT
CAC TAG TAT TAC CCT GTT ATC CC-3') que contienen
sitlos de restriccion adecuados Xmal, Spel, Bglll, y Xhol
(subrayados). Este fragmento PCR se cloné en el plasmido
PCR de circulo. Este plasmido se utilizara para transformar
las cepas Neisseria meningitidls serogrupo B [cps] vy [cps-
porA]. La integracién mediante un doble cruce en la regién
de corriente ascendente de tbpA, dirigirad la inserciéon del
promotor porA directamente en la corriente ascendente del

ATG tbpA.

EJemplo 4: Construccién de_la cepa de N. meningitidis de
serogrupo B activada para la expresjon de dos antigenos:
TbpA v Hsf.

El objetivo del experimento fue activar la expresién
simultdneamente de TbpA y Hsf en la misma cepa de N.
meningitidis de serogrupo B. Se activé la produccién de

TbpA reemplazando su reglién promotora endégena por el
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promotor porA fuerte (reemplazo de promotor). Dentro de
este contexto, se eliminé el gen tbpB localizado en Ia
corriente ascendente de tbpA, y la proteina TbpB no se
presenta en la membrana externa.

Se activo la expresiétn de Hsf mediante la insercidn
(recombinacién homéloga) de una segunda copia del gen
correspondiente en el locus porA (suministro de gen). Se
han descrito ambas cepas en una patente por separado
referida como I|a publicacibn WO 01/09350. Los
marca;dores de selecclén utilizando en ambas estrategias
(Cm"OKANn®) permitieron la combinacién de ambas
Integraciones en el mismo cromosoma.

Se extrac;tb el ADN gendmico total de la cepa Nm.B
cps-/TbpA+/PorA+ recombinante mediante el protocolo de
punta 500-G Qiagen Genomic. Se restringleron diez ug de
ADN o/n con enzimas de restricclon Dralll y se utilizaron
para transformar Neisseria meningitidis de serogrupo B a
través del protocolo de transformacién clédsico. Las células
utilizadas para la transformacién fueron ya sea NmB cps-
/MHsf+/PorA+ recombinante (recombinacién homéloga
mediante un cruce en el locus porA) o NmB cps-/Hsf+/PorA-
(intercamblio alélico/recombinaclén homéloga mediante 2
cruces en el locus porA). Se plaquearon durante la noche
una placa de agar GC que contiene 200ug/ml de
canamicina, diluilda a DOgse=0.1 en un medio !Iquido GC de
10mM MgCl,, vy 8e incubaron a 6 horas a una temperatura
de 37°C bajo agitacién vigorosa con 10 pg de ADN
genémico restringldo por Dralll. EIl Neisseria meningitidis
recombinante que resulté de un cruce doble en el evento
(clasificacién PCR) se selecciondé en un medio GC que

contiene 200 pupg/m! de canamicina y & pug/ml de
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cloramfenicol y se analizaron con respecto a la expresién
TbpA y Hsf en preparacliones OMV. Tal como se representé
en la figura 1, se incrementdé en forma significativa la
produccién tanto de TbpA como de Hsf en el OMV preferido
preparado a partir de la cepa de NmB TbpA/Hsf cuando se
compardé con el OMV preparado a partir de las cepas de
control NmB cps. EIl nivel de sobre expresiéon de cada
proteina en el recombinante doble, es comparable con el
nivel de expresiéon obtenida en los recombinantes solos
correspondientes. EI nivel de sobre expresién de TbpA y
Hsf fue comparable en |las cepas PorA+ y PorA- (datos no
mostrados). Todos juntos, estos datos demuestran que: (i)
la expresién de TbpA y Hsf puede ser activada en forma
unida y concomitante en N. meningitidis y (ii) las flictenas
recombinantes enriquecidas con TbpA y Hsf, se pueden
obtener y utilizar para Inmunizacién.

Andlisis de contenido Hsf y TbpA de Vesliculas de
Me a_Externa.

SDS-PA t n azul Coomassie.

Se diluyeron 15 pg de proteina en preparaciones de
vesicula de membrana externa con activacion de Hsf 6
TbpA o tanto Hsf como TbpA en un regulador de muestira
que contiene B-mercaptoetanol y calentado a una
temperatura de 95°C durante 10 minutos. Posteriormente
las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida SDS-
PAGE (Novex 4-20% Tris-glicina 1.5 mm 2Dwell SDS Page),
se tiferon en azul Coomassie durante una hora y se
destifieron con diversos lavados de destinte. Los
resultados se muestran en la figura 1, |la cual muestra que
el nivel de Hsf y TbpA es considerablemente mayor en

preparaciones de vesicula de membrana externa, derivados
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de N. meningitidis en donde se ha mejorado su nivel de

expresion.
EJemplo 5: |[nmunogenicidad de OMVs con Activacién de
Hsf y/o TbpA

Se inmunizaron tres veces grupos de 20 ratones con
OMV mediante ruta intramuscular a los dias 0, 21 y 28.
Cada Inoculacién se realizé de 5 ug (contenido de
proteina) de OMVs formulado en AIPO4 con MPL. Los
OMVs fueron derivados de la cepa N. meningitidis H44/78,
construidos de modo que los polisacaridos capsulares y
PorA fueran desactivados. Se realizé una comparacién de
OMVs en |la cual Hsf, TbpA, tanto Hsf como TbpA o
ninguno, fueron activados. El dla 41, se tomaron muestras
para andlisis mediante ELISA o mediante ensayo
bactericida de suero.

nsayo ELISA par tectar anticuerpos contra Hsf

Se recubrileron micro placas de 986 dopd.osltos (Nunc,
Maxisorb) durante |la noche a una temperatura de 4°C con
100 ul de 1 pg/ml de antigeno especifico en PBS. Después
de lavar t.:on NaCl 150 mM Tween 20 0.05%, se saturaron
las placas con 100 ul de PBS-BSA al 1% bajo agitacion a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Entre cada paso
{llevado a cabo bajo agitaciobn a temperatura ambiente
durante 30 minutos y con PBS-BSA al 0.2% como regulador
diluyente), se eliminaron los reactivos en exceso mediante
lavado con NaCl-Tween 20. Se agregaron cien microlitros
de muestras de suero diluido con microdepdsitos. Se
reconocieron los anticuerpos enlazados mediante un Ig
anti-ratén blotinllado (Prosan) (1/2000). Se reveld el
complejo de antigeno-anticuerpo medlante incubaclién con

conjugado de peroxidasa biotinilado con estreptatividina
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(Amersham) (1/4000). Se utilizé OrtoFenllenoDlamina/H20,
{4 mg/10 ml de regulador de citrato 0.1M pH 4.5 + 5 ul de
H;03,), para revelar el ensayo. Las placas fueron
incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad antes de detener la reaccién, mediante la adicion

de 50 pl de HC1 1IN. La absorbancia fue medida a 490nm.

Thulador Punio Medio {sobre suero reunido)
g1, fictenas ThpA-HSF, IM 15471
g2, fiictenas ThpA, IM 15.41
g3, fictenas HSF, IM 14508
g4, fictenas CPS(-JPorA(-), IM -
MPL/AIPO4, 1M -

Los resultados mostrados en Ia tabla anterior
muestran que los tituladores de anticuerpos altos vy
equivalentes contra Hsf, fueron elevados medlante
inmunizacién con OMVs con activaclén de Hsf o tanto Hsf
como TbpA. Virtualmente no se pudo detectar ninguln
anticuerpo contra Hsf en sueros surgidos después de la
inoculacién con adyuvante solo u OMV, en donde ni Hsf ni
TbpA hablan sldo activadas u OMV, en el cual dnicamente
se habla activado TbpA.

EJemplo 6: Actividad Bactericida de_Suer e _antisuero
surgido contra OMVYs con activacién de Hsf y/o TbpA

Se compard la actividad bactericida de antisueros
procedentes de ratones inoculados con OMVs con
activacién de Hsf, TbpA, tanto Hsf como TbpA o sin
activacién, en ensayos que utilizan ya sea la cepa
homoéloga H44/76 o la cepa heteréloga Cu385. E| ensayo
bactericida de suero ha sido mostrado, para ilustrar una

buena correlacién con la protecciéon y por lo tanto es una
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buena indicaclén de que tan efectivo seréd una composicién
candidata en provocar una respuesta inmune protectora.

Las cepas Nelsserla meningitidis de serogrupo B tipo
natural (cepa H44/76=B:15 P1.7,16 L3,7,0 y cepas
Cu385=B:4P1.198, 15 L3,7,9) se cultivaron durante la noche
en MH + 1% Polivitex + 1% de suero de caballo en platos
de Petri a una temperatura de 37°C + 5% de CO2. Se
subcultivaron durante 3 horas en un medilo TSB liquido
suplementado con 50 uM de Desferal (quelador de hierro) a
una temperatura de 37°C bajo agitaciédn, para alcanzar una
densidad dptica de aproximadamente 0.5 a 470 nm.

Se desactivaron los sueros reunidos o Individuales
durante 40 minutos a una temperatura de 58°C. Las
muestras de suero fueron diluidas 1/100 en HBSS-BSA al
0.3% y posteriormente se diluyeron en serie dos veces (8
diluciones) en un volumen de 50 ul en micro placas de
fondo redondo.

Las bacterias, en el OD adecuado, fueron diluidas en
HBSS-BSA al 0.3% para producir 1.3 10e4 CFU por ml. Se
agregaron 37.5 ul de esta dllucion a las diluclones de
suero y se incubaron las microplacas durante 15 minutos a
una temperatura de 37°C bajo agitacién. Posteriormente,
se agregaron 12.5 ul de complemento de conejo a cada
depésito. Después de 1 hora de Incubacién a una
temperatura de 37°C y bajo agitacién, se colocaron las
microplacas en hlelo para detener el exterminio.

Utillzando el método de Inclinacidn, se plaquearon 20
ul de cada depésito en MH + 1% Polivitex + 1% de suero de
caballo en platos de Petrl y se incubaron durante la noche
a una temperatura de 37°C +CO2. Los CFU's fueron

contados y se calculé el porcentaje de exterminio. El
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titulador bactericida de suero es la altima dllucién que

produce un exterminio de 50%.

HA4ITS cules

oMY GMT %derespussta GMT % de respuesia
|cPst) PorA () 83 30% 58 5%
CPS{-) PorA (-) Haf 158 40% 108 20%
CPS(-) PorA (-} ThpA azr 80% 147 30%
|CPS{) PorA (-) Haf - ThpA 3335 100% 1174 80%

Se obtuvieron resultados similares a [os que se
muestran en la tabla anterior, en otros dos experimentos
simlilares.

Se observd un Incremento dramatico en los tituladores
bactericidas (GMT) contra la cepa homoéloga y una cepa
heterdloga después de |la vacunaclén con OMV en donde se
activaron tanto Hsf como TbpA. Por comparacién, los
GMTs bactericidas medidos en ratones vacunados con
OMVs activados con Hsf 6 TbpA, fueron similares a los
obtenldos con ratones vacunados con OMVs de control.

También se observé de manera clara el beneficio de
una activacion doble observada en el porcentaje de ratones
que producen un nivel significativo de anticuerpos
bactericidas (tituladores mayores a 1/100), particularmente

en experimentos que utilizan la cepa heteréloga.

EJemplo 7: Efecto de mezclar los sueros anti-Hsf y anti-
TbpA en |a actividad bactericida

Se inmunizaron tres veces grupos de 20 ratones con
OMV medlante ruta intra-muscular en los dfas 0, 21 y 28.
Cada inoculacién se elaboré de 5 pupg (contenido de
proteina) de OMVs formulados en AIPO4 con MPL. Sae
derivaron los OMVs de la cepa N. meningitidis H44/78,

construida de modo que los polisacaridos capsulares y

W
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PorA fueron desactivados. Se inmunizé un grupo de
ratones con OMVs de control en los cuales no existi6
activaclén de las proteinas. En un segundo grupo, se
activé la expresiéon Hsf, en un tercer grupo se activd la
expresién TbpA y en un cuarto grupo se activo |la expresién
tanto de Hsf como de TbpA.

Se reunieron los sueros, utilizando ya sea sueros
procedentes de ratones que se encueniran en el mismo
grupo o mezclando sueros aislados del grupo en donde se
habia activado Hsf solo o TbpA solo. Se midi6é la actividad
bactericida de suero para cada uno de los sueros reunidos
y los resultados se muestran en la tabla que se encuentra a

continuacion.

SBA reallmado en sueros reunidos Thulador
procedantss de ratones inmunizados con flictina SBA
TbpA-Hsf flictinas T4
ThpA fiictinas 200
Haf fiictings
CPS{-) PorA{-) fliclinas 50
Meazsiar sueros anii-ThpA + anti-Haf 1162

Los resultados en la tabla anterior, muestran que el
mezclado de antisueros anti-Hsf y anti-TbpA dio como
resultado una actividad bactericida de suero mucho mayor
que la que se logré mediante cualquier antisuero Individual.
El efecto sinérgico parece lograrse por la presencia de
anticuerpos tanto contra Hsf como TbpA.

EJemplo 8: Las rote Hsf trunca ueden
combinarse sinérgicamente con TbpA

Se realizé una serie de construcciones de Hsf
truncado utillzando procedimientos de blologla molecular
estandar. Estos incluyen una construcclén que codifica los

aminoécidos del 1 al 54 que contiene la secuencia de sefial

Y



10

15

20

25

30

77

de Hsf y los aminoéacidos 134 a 592 de Hsf (Tr1Hsf). Un
segundo Hsf truncado contenia los aminoacidos del 1 al 53
secuencia de sefial de Hsf

de Ia seguido de los

aminodcidos 238 a 592 de Hsf (Tr2Hsf). Estas dos
construcclones de Hsf truncados y Hsf de longitud total,
fueron introducidos en la cepa de N. meningitidis B MC58
slaD-, Opc-, PorA-, de modo que su expresidén pudiera ser
actlvada y se produjeran vesiculas de membrana externa
utilizando los métodos descritos anteriormente.

Se adsorbieron preparaciones de veslcula de
membrana externa en A1(OH)3 y se inyectaron en ratones
en los dilas 0, 21 y 28. En el dla 42, a los ratones se les
extrajo sangre y se prepararon los sueros. Los sueros
fueron mezclados con sueros procedentes de ratones
vacunados con OMVs de TbpA activado y se llevaron a
cabo ensayos bactericidas de suero tal como se describid

anteriorments.

Resultados
Tiuladores Bactericidas de Suero

Grupo HA4/78 Cu3ss
MCS8 PorA+sisD+ 25600 23600
MC38 PorA-slaD-Hsf 1530 800
MC58 PorA-alaD-TriHsf 1015 1360
MC58 PorA-slaD-Tr2Hef 50 50
Control negativo 50 50
ThpA + MCS58 PorA + giaD+ 25600 24182
TbpA + MC58 PorA - slaD- Hef 2505 1438
TbpA + MC58 PorA - siaD-TriHsf  |4383 2891
ThpA + MC38 PorA-slaD-Tr2Hef  [1568 742
[ThpA + Control negativo 778 |532

Los resultados mostrados en la tabla anterior revelan
que la primera truncacion (Tri1Hsf) provoca una respuesta
la capacidad de combinarse con

inmune que tiene

antisueros contra TbpA para producir una mayor actividad
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bactericlda de suero que cuando se utilizé Hsf de longitud
total. Sin embargo, el grado de truncacién es Importante y
la truncacién producida en Tr2 tiene un efecto perjudicial
comparado con el Hsf de longitud total. Se observd la
actividad bactericida mejorada de TriHsf, contra ambas de

las cepas utilizadas.

Ejemplo 9: Actividad bactericida de suero de anticuerpos
contra TbpA, Hsf v una tercera proteina meningococcal.

Se utilizé la cepa de N. meningitidis H86/76 en |la cual
se desactivaron, tal como se describié anterlormente, PorA
y los polisacéridos capsulares, como |la cepa de soporte
para activar TbpA y Hsf, LbpB, D15, PilQ 6 NspA utilizando
el procedimiento descrito anterlormente. Se prepararon
vesiculas de membrana externa de cada cepa tal como se
describié anteriormente. Se elaboraron FhaB, FrpC,
FrpA/C y Hap recombinante utilizando técnicas conocidas
en el arte, tal como se descrlbe en los documentos
PCT/EP99/02766, W092/01460 y WO98/02547.

Se adsorbieron sobre A1(OH)3 preparaciones de
vesicula de membrana externa y protelnas recombinantes y
se inyectaron en ratones los dilas 0, 21 y 28. El dia 42, a
los ratones se les extrajo sangre y se prepararon los
sueros. Los sueros contra OMVs activados mediante ThpA
y Hsf fueron mezclados con sueros procedentes de ratones
vacunados con OMVs de LbpB, D15, PIIQ & NspA dctivado
o FhaB, FrpC, FrpA/C 6 Hap recombinante y se llevaron a
cabo ensayos bactericidas de suero tal como se describié
anteriormente.

Resultados

Los resultados se muestran en |a tabla que se
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encuentran a continuacién. En ensayos que utilizan la
cepa H44/76 homéloga, la adicién de los anticuerpos contra
el tercer antigeno meningococcal, con la excepcién de
FrpC, no produjeron un titulador bactericida de suero
mayor al que se produjo utilizando anticuerpos contra TbpA
y Hsf solo.

Sin embargo, la adicién de anticuerpos contra un
tercer antigeno fue conveniente en ensayos bactericidas de
suero utilizando una cepa heterdloga. Los anticuerpos
contra D15 (OMP85), Hap, FrpA/C y LbpB fueron
particularmente efectilvos en Incrementar el titulador

bactericida de suero contra las cepas CU385.

Thulador Bactericida de Suero
Maxcia de Antlsuerce H44/76 CuU3as
ant-TopA-Haf y suaro no Inmune 53r8 2141
ant-TbpA-Hsaf y anti-FhaB 8260 2583
ent-TbpA-Haf y enti-Hap 4577 5150
antl-ThpA-Hsf y ent-FrpA/C 5034 4358
antl-TbpA-Hsf y anti-LbpB 5400 4834
ant-TbpA-Haf y ant-D15 4823 40857
ent-TbpA-Haf y ant-FEQ 4708 2242
ant-TbpA-Haf y ant-NapA 4738 2518
antl-ThpA-Hsf y enti-Frpl 2300

EJemplo 10: Efecto de FrpB KO en vesiculas de membrana

terna con respecto a sSuU capac r rovocar una

re ta inmun bactericida en cepas h loga
heterdlogas

Se utllizaron dos cepas de H44/78 N. meningitidis
para preparar preparaciones de vesicula de membrana
externa tal como se describe en la publicacién
WO001/09350, utillzando una extraccién DOC al 0.1%, de
modo que el contenldo de LOS fue de airededor del 20%.
La cepa B1733 es slaD(-). PorA(-), y tlene la activacion de
Tr1 Hsf (ejemplo 8) e IgtB es ellminado. La cepa B1820
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B1733 es siaD(-), PorA(-), y tlene una activacién de Tri
Hsf, IgtB es eliminado y FrpB también es eliminado.
Ambas cepas fueron cultivadas en un medio suplementado
con 60 pM de Desferal, de modo que se activaron las
proteinas reguladas con hilerro tales como LbpA/B Yy
TbpA/B.

Las preparaciones de flictena se adsorbieron en
A1(OH)3 y se inyectaron 5 ug en forma intramuscular en
grupos de 30 ratones en el dla 0 y dia 21. Se tomaron
muestras de sangre en el dla 28.

Los ensayos bactericidas de suero se llevaron a cabo
en tres cepas L3 (la cepa H44/76 tipo natural homéloga y
dos cepas L3 heterbdlogas; NZ124 y M872506887), tal como

se describe en el ejemplo 6.

Resgultados
Flictenas ullizedos H44/78 Ma72508887 NZ124
para Inoculacién GMT SC GMT 8C GMT 8C
B1733 1518 3030 181 11730 70 4/29
B1820 781 1040 | 1318 24730 276 16/30

GMT indica el titulador promedio geomaétrico en el
SBA.

SC Iindica el nimero de sero conversion de ratones
(tituladores SBA >1/100).

Los resultados muestran claramente que las flictenas
FrpB KO (B1820) Inducen una mejor respuesta bactericida
cruzada heterdloga que las flictenas FrpB(+) (B1733). Los
tituladores SBA fueron mayores y existié una mayor
proporcién de ratones seroconvertidos en las cepas
M97250887 y NZ124. Los resultados en la cepa homéloga,
no fueron tan buenos como cuando se eliminé FrpB.

Estos datos sugieren que FrpB conduce la respuesta

\»
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inmune, ya que esta protelna de membrana externa es
altamente variable, los anticuerpos contra esta protelna
tienen la capacidad Gnicamente de inducir el exterminio de

la cepa homdloga.
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REIVINDICACI NES

1.- Una composicién inmunogénica que comprende
una protelna de. enlace a transferrina alislada (Tbp) o
fragmento antigénico de la misma y una protelna similar a
Hsf aislada o un fragmento antigénico de Ila misma
procedente de ia misma bacteria Gram negativa o una
diferente.

2.- La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 1, caracterizada porque |la protelna
que enlaza a transferrina o fragmento de la misma y la
proteina similar a Hsf o fragmento de |la misma, son
procedentes de Neisseria.

3.- La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 1 6 2, caracterizada porque la
protelna que enlaza a transferrina o fragmento de Ila
misma, se deriva de N. meningitidis.

4 - La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque la
proteina similar Hsf o fragmento de la misma se derlva de
N. meningitidis.

5.- La composicidbn inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizada
porque la proteina de enlace a transferrina o fragmento de
la misma se deriva de N. meningitidis de serogrupo B.

8.- La composiciéon inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a la 5, caracterizada
porque la protelna similar a Hsf o fragmento de la misma,

se deriva de N. meningltidis de serogrupo B.

\»2
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7.- La composicién Inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones de la 1 a la 6, caracterizada
porque la protelna que enlaza a transferrina o fragmento de
la misma se deriva de N. gonorrhoeas.

8.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizada
porque la proteina similar a Hsf o fragmento antigénico de
la misma se derlva de N. gonorrhoeae.

9.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a la 8, caracterizada
porque la proteina que enlaza a transferrina o fragmento
antigénico del mismo se derlva de Moraxella catarrhalis.

10.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a la 9, caracterizada
porque la proteina simllar a Hsf o fragmento antigénico de
la misma se deriva de Moraxella catarrhalis.

11.- La composlcién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a la 10, caracterizada
porque la protelna que enlaza a transferrina o fragmento
antigénico de la misma se deriva de Haemophllus
Influenzae.

12.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones de la 1 a la 11, caracterizada
porque la proteina similar a Hsf o fragmento antigénico de
la misma, se deriva de Haemophilus influenzae.

13.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaclonas de la 1 a la 12, caracterizada
porque la protelna que enlaza a transferrina es TbpA o un

fragmento antigénico de la misma.
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14.- La composicion Iinmunogénica de conformidad
con la relvindicacién 13, caracterizada porque comprende
una forma TbpA de peso molecular alto o una forma TbpA
de peso molecular bajo o una forma TbpA tanto de peso
molecular alto como una forma TbpA de peso molecular
bajo.

15.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaclones de la 1 a la 14, caracterizada
porque la protelna simllar a Hsf es Hsf o un fragmento
antigénico de la misma.

16.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de |la 1 a la 15, caracterizada
porque comprende fragmentos antigénicos de proteina
similar a Tbp y/o Hsf con |la capacidad de generar una
respuesta protectora contra Infeccién por Nelsserlal1
Moraxella catarrhalis o Haemophilus influenzae.

17.- La composlicién Inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de |la 1 a la 17, caracterizada
porque comprende fragmentos antigénicos de TbpA y/o Hsf.

18.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones de la 1 a |la 17, caracterizada
porque una proteina de fusién de proteina similar a Tbp y
Hsf o fragmentos antigénicos de la misma.

19.- La composicién inmunogénica de conformidad
con la relvindicacién 18, caracterizada porque comprende
una proteina de fusién que comprende TbpA y Hsf o
fragmentos antigénicos de |la misma con |la capacidad de
generar una respuesta protectora contra infeccién por

Nelsseriat.
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20.- Una composicidn Iinmunogénica aislada que
comprende una preparaclén de vesicula de membrana
externa derivada de bacteria Gram negativa, en la cual la
expresion tanto de proteina de enlace a transferrina como
a proteina similar Hsf es de al menos 1.5 veces mas que la
ocurre en forma natural en la bacteria Gram negativa no
modificada.

21.- La composicion Inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 20, caracterizada porque la expresion
de la protelna que enlaza a transferrina se actlva mediante
el crecimiento bajo condiciones de limitacién de hierro.

22.- La composicién inmunogénica de conformidad
con la relvindicacién 20 y 21, caracterizada porque al
menos parte de la preparacion de vesicula de membrana
externa se deriva de Nelsseria.

23.- La composicion inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 22, caracterizada
porque al menos parte de la preparaciéon de veslcula de
membrana externa se derilva de Nelsseria.

24.- La composicléon inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 23, caracterizada
porque al menos parte de |la preparacion de vesicula de
membrana externa se deriva de Nelsseria meningitidis se
serogrupo B.

25.- La composicibn inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 22, caracterizada
porque al menos parte de la preparacién de vesicula de

membrana externa se derlva de Nel/sseria gonorrhoeae.

Q\,
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26.- La composicibn inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 25, caracterizada
porque la céluia huésped de Ila cual se deriva Ia
preparacién de vesicula de membrana externa ha sido
construida para desactivar la expresién de uno o més de
LgtB y LgtE, preferentemente el primero.

27.- La composicion inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones de la 20 a la 28, caracterizada
porque la célula huésped de Ila cual se deriva Ia
preparaciéon de vesicula de membrana externa no tiene la
capacidad de sintetizar polisacédridos capsulares y éacido
construida preferentemente para desactivar la expresién
de, y eliminar preferentemente la expresién de, uno o més
de siaD, ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, synA, (que equivalen a synX
y siaA), synB (que equivalen a siaB y synC) (que equivalen
a siaC), mas preferentemente siaD.

28.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 27, caracterizada
porque [a célula huésped de la cual se deriva la
preparacién de vesicula de membrana externa ha sido
construilda para desactivar la expresién de, y eliminar
preferentemente uno o mas de, OpC, OpA y PorA,
preferentemente PorA.

29.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones de la 20 la 28, caracterizada
porque la célula huésped de la cual se deriva la
preparacién de vesicula de membrana externa ha sido
construida para desactivar la expresién vy eliminar

preferentemente FrpB.
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30.- La composiciobn Inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 29, caracterizada
porque la célula huésped de I|la cual se derilva la
preparacién de veslcula de membrana externa ha sido
construida para desactivar la expresiéon de, y eliminar
preferantemente msbB y/o HrtB, preferentemente msbB.

31.- La composicibn inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones de la 20 a fa 30, caracterizada
porque la preparacidon de vesicula de membrana externa
contiene LPS, el cual se conjuga a una proteina de
membrana externa (OMP).

32.- La composicién inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 31, caracterlzada porque LPS se
conjuga (preferentemente intra-flictena) a OMP in situ en la
preparacion de vesicula de membrana externa.

33.- La composiclén Inmunogénica de conformidad
con las relvindicaclones de la 20 a la 32, caracterizada
porque al menos parte de la preparacion de vesicula de
membrana externa se derilva de Moraxella catarrhalis.

34.- La composicidon inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 33;. caracterizada
porque al menos parte de la preparacién de vesicula de
membrana externa se derilva de Haemophilus influenzae.

35.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 34, caracterizada
porque comprende una preparacién de vesicula de
membrana externa alslada de dos 0 mas cepas de bacteria

Gram negativa.
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36.- La composiclén Inmunogénica de conformidad
con la reivindicacién 35, caracterizada porque la protelna
que enlaza a transferrina y la proteina similar a Hsf se
activan en diferentes vesiculas que se originan de
diferentes cepas de bacterias o en las mismas vesiculas
que se originan de la misma cepa de bacterias.

37.- La preparacién inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones 20 a 36, caracterizada porque
comprende una preparacion de vesicula de membrana
externa en la cual |la expresién de la protelna que enlaza a
transferrina mejorada se deriva de un écido polinuclelco
introducido en la bacteria Gram negativa.

38.- La composicion inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 37, caracterizada
porque comprende una preparaciéon de vesicula de
membrana externa, en la cual |la expresién de la protelina
simllar a Hsf mejorada se deriva de un &cido pollnucleico
introducido en la bacteria Gram negativa.

30.- La composiclén inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 38, caracterizada
porque comprende una preparacion de veslicula de
membrana externa en la cual la proteina que enlaza a
transferrina mejorada y la expresién de la proteina similar
Hsf se deriva de un &cido polinuclelico que codifica ambas
proteinas que fueron introducidas en la bacteria Gram
negativa.

40.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las relvindicaclones de la 20 a la 39, caracterizada
porque la cepa bacteriana ha sido construida en forma

genética para Introducir una corriente ascendente de
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secuencia de promotor més fuerte de un gen que codifica la
protelna de enlace a transferrina.

41.- La composicién Inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 40, caracterizada
porque la cepa bacterlana ha sido construida en forma
genética para Introduclr una corriente ascendentie de la
secuencia promotora méas fuerte de un gen que codifica la
protelna similar Hsf.

42.- La composicion inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 41, caracterizada
porque la cepa bacteriana ha sido construida en forma
genética para Introducir una corrlente ascendente de la
secuencla promotora mas fuerte de genes que codiflcan la
proteina de enlace a transferrina y la proteina similar a
Hsf.

43.- La composicion inmunogénica de conformidad
con las reivindicaclones de la 20 a la 42, caracterizada
porque la proteina que enlaza a transferrina es TbpA la
cual es preferentemente TbpA de peso molecular alto, TbpA
de peso molecular bajo o tanto TbpA de peso molecular
alto como TbpA de peso molecular bajo, mas
preferentemente de N. meningitidis.

44.- La composiciéon inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 20 a la 43, caracterizada
porque la proteina similar a Hsf es Hsf procedente de
Neisseria meningitidis.

45.- La composiclén inmunogénica c;e conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a la 44, caracterizada
porque comprende ademas polisacaridos u oligosacéaridos

capsulares bacterianos planos o conjugados.
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46.- La composiclén Inmunogénica de conformidad
con las reivindicaciones de la 1 a |la 45, caracterizada
porque comprende dos o mas polisacéaridos u
ollgosacéaridos capsulares bacterianos conjugados a
proteina que enlaza transferrina o protelnas similares a Hsf
0 ambas.

47.- La composicion Inmunogénica de conformidad
con las reivindicaclones 45 y 46, caracterizada porque el
pollsacéarido u‘'oligosacédrido capsuiar se deriva de una o
mas bacterias seleccionadas del grupo que consiste de N.
meningitidis de serogrupo A, N. meningitidis de serogrupo
C, N. meningitidils de serogrupo Y, N. meningitidis de
serogrupo W-135, Haemophilus influenzae b, Streptococcus
pneumoniae, Sireptococci Grupo A, Streptococcl! Grupo B,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

48.- Una composicién inmunogénica que comprende
uno o méas polinucleétidos que codlfican una protefina que
enlaza transferrina o un fragmento antigénico de la misma,
y un fragmento antigénico de proteifna similar Hsf de la
misma, cuya expresién se conduce a través de un promotor
eucariético.

49.- La composicién Inmunogénica de conformidad
con la relvindicacién 48, caracterlzada porque se codifican
TbpA y Hsf de Nelsseria.

50.- La composiclén inmunogénica de conformidad
con la relvindicacién 48 y 49, caracterizada porque se
codifican TbpA y Hsf de Neisseria meningitidis.

51.- La composicién Inmunogénica de conformldad
con las relvindicaciones de la 1 a la 50, caracterizada

porque comprende un adyuvante.

o
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52.- La composicién inmunogénica de conformidad
con las relvindicaclén 51, caracterizada porque comprende
sales de aluminio.

53.- La composiciéon inmunogénica de conformidad
con las relvindicaciones 51 y 52 caracterizada porque
comprende 3D-MPL.

54.- La composicidén inmunogénica de conformidad
con las reivindicacién 51, caracterizada porque comprende
un adyuvante que contiene CpG.

55.- Una vacuna que comprende la composicién
inmunogénica de conformidad con las reivindicaciones 1 a
54 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

56.- Un méiodo de tratamiento o prevencidn de
enfermedad de bacteria Gram negativa que comprende
administrar una dosis protectora o una cantidad efectiva de
la vacuna de conformidad con la reivindicacién 55.

57.- El método de conformidad con la relvindicaclion
56, caracterizado porque se evita o trata la Infeccién por
Neisserial.

58.- El uso de la vacuna de conformidad con la
relvindicacién 55 en la preparacién de un medicamento
para tratar o evitar la infecclén por bacteria Gram negativa.

59.- El uso de conformidad con la reivindicaclén 58
en la preparacion de un medicamento para tratar o prevenir
la Infeccién por Neisserial.

60.- Una cepa de bacterla Gram negativa construida
en forma genética de la cual se pueden derivar vesiculas
de membrana dentro de la composicion Inmunogénica de

conformidad con las reivindicacliones 20 a 44.
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81.- Un método para elaborar la composicién
inmunogénica de conformidad con las reivindicaciones 1 a
17, caracterizado porque comprende un paso de mezclar
junta la proteina de enlace a transferrina alslada y la
proteina similar a Hsf aislada o fragmentos antigénicos de
las mismas.

62.- Un método para elaborar la composicién
Inmunogénica de conformidad con las relvindicaclones 20 a
44, caracterizado porque comprende un paso de aislar las
vesiculas de membrana externa procedentes de un cultivo
de bacterla Gram negativa.

63.- El método de conformidad con la reivindicacidn
62, caracterizado porque el paso de aislar las vesiculas de
membrana externa comprende la extraccion con 0-0.5%,
0.02-0.4%, 0.04-0.3%, 0.06-0.2%, 0.08-0.15% o
preferentemente 0.1% de detergente, preferentemente
DOC.

64.- El método de conformidad con la relvindicacién
47, caracterizado porque comprende el paso de conjugar
pollsacaridos u ollgosacaridos capsulares bacterlanos para
protelna de enlace a transferrina y/o proteina similar a Hsf.

65.- Un meétodo para elaborar l|la vacuna de
conformidad con la relvindicacién 55, caracterizado porque
comprende el paso de combinar I|a composicién
inmunogénica de conformidad con las reivindicaciones de
la 1 a la 54 con un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

66.- Un método para preparar una inmunoglobulina
para utilizarse en la prevencién o tratamiento de infeccién

por Neisserial, en donde e! método comprende los pasos de
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inmunizar un receptor con la vacuna de conformidad con la
relvindicaclién 55 y aislar inmunoglobulina del receptor.

87.- Una preparacién de inmunogliobulina que se
puede obtener del método de conformidad con Ila
reivindicacion 86.

88.- Una preparaciéon farmacéutica que comprende la
preparacién de inmunoglobulina de conformidad con la
reivindicaclén 67 y un exciplente farmacéuticamente
aceptable.

69.- Una preparaclén farmacéutica que comprende
anticuerpos monoclionales contra TbpA y Hsf de Nelsserla
meninglitidis y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

70.- Un meétodo de tratamiento o prevencién de
infeccién por bacteria Gram negativa que comprende el
paso de administrar al paciente una cantidad efectiva de la
preparacion farmacéutica de conformidad con la
relvindicaclién 88 y 69.

71.- El uso de una preparacién farmacéutica de
conformidad con las reivindicaclones 68 y 69 en la
fabricaciébn de un medicamento para el tratamiento o

prevencién de enfermedad por bacteria Gram negativa.

)
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