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ANEXOS \

Comprobants de pago de la tasa de presentacion de |a solicitud.

Documentos que acreditan la exlstencla y representacidn legal cuando ks solicitantes sean personas
jurldicas.

Documaentos de Representacién Legal.
Documento de cesidn dal inventor al solicitante o a su causants,
Declaraciones

Copia ds |2 golicitud Intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de |a solicltud Intemacional al castellano. (Resumen, dascripcion, relvindiceclones, dibujos)

Copla del examen preliminar intemaclonal efectuado por la Autoridad Intermaclonal de Examen
Prellminar {IPEA).

Traduccién del examen preliminar intemaciona! efectuado por la IPEA.
De ser @l caso, copla del contrato de accesao.

Dé ser el caso, documento que ecredite la licencla o autorizacidn de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidadss indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras sollcitudes de patente o tltulos obtenldos en el extranjero por e:.‘
mismo titular 0 su ceusants, relacionados parcial o totalmente con la Invenclén de esta sollcitud.

De ser ol caso, modificaclones efectuadas a la solkdtud Intermaclonal.

Otros: Reporte de Blasqueda Intermaclonal con su traduecion, Publicactén con su traducclén y Sollcitud de
examen prellminar Intemacional,
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ANEXO

El documento que - acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO Yy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la socledad 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 personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda Intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicltud en €&l contenlda.

T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-08-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

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

Cenificado Natarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafiol.

Notarizacién, documento escrito en espariol.

APOSTILLA ‘
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1861)
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte

1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretaria e Irlanda del Norte
Este documento pablico
2. ha sido firmado James Kerr Milligan

actuando comoe Notario Publico

4.  lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico AT s o 32
COMO NOYAMNC BEATD N, C'PLULD
CERTIFICADO gm"' Coin Cotecron o '““‘"““:‘E
QUE HE TERIDO Al . A
5. en Londres 6. el 01 degseptiembre’de J004 5
‘(" .
7. por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad %;rgN % H5 5 ’
Exteriores y del Commonwealth . 5 w4
Jumunnur::am.g\'a“zu B T .\3'
Numero: G 749037 Bes Kbt AR Sk o wE
8. Sello/Estampilla: 10. Fima: (ilegible)

TRADUCTUR OFICIAL
RESOLUCION 2177

—

ANTTA ESCOBAR DB TAMATO
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

S| este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convenciéon
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la secclén consular
de [a mision que representa a ese pais. Una z_:postilla o certificado de
legalizacién unicamente c¢confirna que Ia firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos de! documento sean

correctos o que fa 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, Ministeric de Justicia, Republica de Colombia.

FRADULCTOR OFICIAL

REROLUCION 1177
_—

ANITA EBCOBAR DE TAMAYO | S
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de la 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 puno
y letra del Scior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya /
identidud me  consta, Aboderudo' de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A."” (anteriormente denominada
“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida
y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de

. I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE cl citndo Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON estd

debida y sulicicntemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en /

virtud del Poder otorgado en su favor por la refarida 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 Estututos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

IY PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de sefitrem ba Y
"« DN BOGOTA,
. DPIA COINCIA
mil cuattro.

I' ) ? -w ‘£~
Gt 27 ENE 2005
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~ JAMES KERR MILLIGAN
Notario Pablico de Londres, Inglaterra
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APOSTILLE
(Hague Coovention of 5 Ocrober 1961 /Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Payx Royaume-Uni de Grande-Bretagne ct d'{rlande du Nord

This public document/Le prisent acte public

@l i “hLO

Lo L

rdiﬂ"d}' , r‘ux‘.i, r

Crriified /Attestd

uUArJ UI\NUEL Honsno MED ﬁ

! _Lurﬁm'f 6 thesle oL U . ﬂ . x' EQH ..........

7. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Forelgn and Commonwealth AfMiirs/
par le Secrétrire d’Etat Principal de Sa Majesté avx Affuires Etrangtres ot du Commonawealth

+ newonare G 749037

For the Secretary of Stake/ Pour Ir Secriaire f Esol

If this docwment 14 to be used In 1 country which s

not party to the Hagws Convention of 5 October 1961,
12 should ha nossantad sa the somanlar sagtine of the

minsinn reprecanting thet eoxsatry.
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Los' abajc firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOL GICALS S.A., una socledad organizada y
existenta de conformidad con las leyes de Bélgica.

con domicilio en rue de 'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélglca

nombramos por al presente a ALICIA LLOREDA yfo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogots,
Colombia, ¢on oficinas en dicha ciudad, Cslla 72 Na.
5-83, plso Bo., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para raclbir
notificaciones y nombrar apodersdos udiclales o
axtrejudiclales, con sl fin de dar cumplimlento al
paragrafo 1o0. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o ios apoderados que cualqulera de ellos
designe, quedan especlaimente facultades para
representamos anta las autoridades colomblanas,
administrativas, judiciales o de policla, en todos los
tramites relatives a la propledad Industral, a cuyo

lo las facultamos pam dar anle dichas

ridades todos l0s pasos necaserios al objeto
indicado; elevar sollcitudes, declaraciones, reclamos,
racursos y presentar dasistimlentos; formular
descripciones, enmiendas, limitar 8! alcance de las
solicitudes, presentar oposiclones y apelacicnes;
instaurar  cancelaciones, renunclar total o
parciaiments a los registros, abonar todos Ios
impuestos y cuotas y efactuar todo otro pago
determinado por la ley, reclbir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros raquisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducantes al resguardo
ce nuesiros ‘niereses; y an casoc de producirse
opesicidn, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervancién como
demandanies o dermandados anle 08 jusces que
sean compstentas, pudiendo iransar, somater a
arbitros, desistir, parclbir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por ef
'_‘ente declaramos desde ahora valldo y bueno

lo dichos representantes y/o los apoderados que
cuaiquisra de elics nombre hicleran en nuestro
beneficio.

Asimismo, facullamos a los doclorea ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVC TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ, pars
solicitar en la Oficina de Propledad industiral 'a
protocolizacién de esta documento y de cualquler
podar que cualqulera de allos otorgue a8 nombre
nuBstro.

Dado y firmado

The = undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S5.A., a corporation organized and
axisting under the taws of Balglum.

domiclled at rue de I'Institut 88,
B-1330 RIxensart,
Belglum

hersby appoint, ALICIA  LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with officas In said town, Calle 72 Nc. 583, Sixth
Floor, our trua and legal representatives in Bogota,
with powar to receive notifications and to appoint
Judicial or extrajudicial agents, so Bs to comply with
paragraph 10. of arlicle 543 of decree 410 of 1871.

Doctars ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agenis by any ona of
them appoinled, are especially empowered lo
represent us befora the administrative, |udicial or
police authorlties of Colombia, in &ll proceedings
pertaining to Industrial proparty, for which purpose we
authorize them lo ke before the sald authoritias all
the necessary steps for the said end; to flla pstitlons,
declarations, claims, recoursss and withdrawals, lo
draw up spacifications; to fite amendments, to Iimit
the scope of applicatlons, flle oppositions; flle
cancellalions total or partlally waive registrations, to
pay s8ll installments and effect all other payments
prescribed by law; to recelve proper recelpts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may desm fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents lo act on our
behalf, as complainants as well as defandants, before
the compatant judges, with full powars to make
arrangements, to submit to arbitrators, 1o desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powars as may be required, and we heraby declare
from now on as valid and good all thal said
raprasentativas and/or the agents by any ons of them

appolnted may do for oy banefity, xwgxacg m,g

We also authorize docf
and/or GUSTAVO TAMAY
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ to &pply
for protocolization of thfﬁ document and of Any r
of attoney by any one of e EORTETEdT, our"né}‘rﬁ&
bafore the Office of IndUstrial: ‘Proparty:

31 AUG 2004
?hren and signad this

Marcus Udn€thah WillianrDALTON
Aftomaey a thorised Official

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélglca
{zs

Hoy de de 200 , comparecit

. &qulen conozcoy
de qulen me cansta que firmd el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declans y dijo que
¢l es
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A, la
compafila nombrada en el documanto que anteceds,
una sociedad debldamente organizada y existante
canforme a las Ieyes de Bélglca, domiclllada an Ia
cludad de Rixensart, Bélgica, legalmenta conatitukia
para un periodo de duracién que aun no ha
terminado, que ajarce su objseto moclal, conforme a
las leyes de

que el declarante astd

autorizado por dicha Compafila para conferir esta
poder;, que el sello estampado por 4l al ple de tal
poder, en nombre y en represantacion de la
expresada Compalfila, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para sl cual ae conflere este Instrumeanto
estd comprendldo dentro del de [a socledad.
El suscritc Notarle ha visto los Estatutos de
incorporacién firmados en ,
con fecha . y ceritfica que de
conformidad con la legislacién de dicho Pals, Ia
anterior declaracion juramentada es prueba
suficiente de que ios hechos sobre qua ella versa son
ciartos o verdsderos, de lo cual da fs.

Notary Public (Notario Pablico).

8

NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION)

Belglum
{ss

On this
personally
came '
te me known, and known to me to be the person who
signed the foregolng instrument, who being by ma
duly swom did depose and say that ha is the
of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S8.A_, the company named within, &
Corporation orgenized and existing under the |aws of
the Belglum, domiclled st the Clty of Rlixensart,
Belgium, legally constituted for a perlod of tenure
not yat expired, which axerciaes its corporata
purposes according to the laws of
., that tha deponent s
authorizad by sald Company lo confer this power of
sttomey, that the seal affixed hereunio by the
deponent in the name and on behaif of said
Corparsation Is the corporate seal thereof, and that the
purpose for which this Instrument is granted is
Included within tha corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articlas
of Incorporation of sald Corpeoration execuled al
, under dale of .
and hersby certifies that under the laws of said
Country the foragoing acknowladgmaent is sufficient
proof that the facts thereln contained are trua, which
he attests.

day of . 200 .

P JUAR WMANGEL 5 '

FR0 el P
Jh'}) YR wOhiA 1
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Industria y Comerclo

SUPERINTENDENCIA

EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

No. SOLICITUD

(21) No. SOLICITUD:

(22) FECHA DE
PRESENTACION:

(30) PRIORIDAD:
(31) No. DE SOLICITUD:

(32) FECHA DE
PRESENTACION:

(33) PAfs:

28-01-2005

0218037.0
0218038.2
0218035.4
0218051.1
0220197.8
0220199.4

02/08/02
02/08/02
02/08/02
02/08/02
30/08/02
30/08/02

GB

INTERNACIONAL:  PCT/EP2003/008571

0225524 .8
0225531.3
0230184.6
0230168.7
0230170.3
0305028.3

01/11/02
01/11/02
24/12/02
24/12/02
24/12/02
05/03/03

(S INT.CL.: A61K 39/095

(71) SOLICITANTE: GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A.
BERTHET, Francois-Xavier,

(72) INVENTORES: | ocques; BIEMANS, Ralph:
DENOEL, Philippe; FERON,
Christiane; GORAJ, Karine;
POOLMAN, Jan y WEYNANTS,
Vincent.

T A N TANTE ALICIA LLOREDA RICAURTE

“ -
S T8 P 0SICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN

UNA COMBINACION DE ANTIGENOS”

(5T) RESUMEN:

Relvindicaclén nimero 1.-

Una composicidn

inmunogénica que comprende dos O mMAas

antigenos diferentes en donde los antigenos se seleccionan de por lo

menos dos de las siguientes categorlas:

. : a) por lo menos una adhesina Neisserial;

b) por lo menos una autotransportadora Neisserial,

c) por lo menos una toxina Neisserial,

d) por lo menos una proteina de adquisiclén de Fe Neisserial;

por lo menos una protelina asoclada con la membrana Neisserial,
preferiblemente proteina de membrana exterior.




Relvindicacldn nimero 62.-

Una vacuna que comprende uno o mas polinuclebdtido(s) que
codifican dos o mas diferentes proteinas cuya expresién se conduce a
través de un promotor saucaridtico, en donde las proteinas se seleccionan
de por lo menos d.os de las siguientes categorias:

a) por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada de! grupo
que consiste de FhaB, NspA, PilC, Hsf, Hap, MafA, MafB, Omp286,
NMB0315, NMB09885, NMB 1118 y NadA;

b) por lo menos una autotransportadora Neisserial seleccionada del
grupo que consiste de Hsf, Hap, proteasa IgA, AspA y NadA,

c) por lo menos una toxina Naisserial seleccionada del grupo gque
consiste de FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD y NM-ADPRT,; -

d) por lo menos una protelna de adquisicién de Fe Nelsserial
saleccionada del grupo qua consiste de TbhpA alto, TbpA bajo, TbpB alto,
TbpB bajo, LbpA, LbpB, P2086, HpuA, HpuB, Lipo28, Sibp, FbpA, BfrA,
BfrB, Bcp, NMB0984 y. NMB0283; o »

e) por lo menos una proteina asociada con membrana Neisserial,
preferiblemente una proteina de membrana exterior integral seleccionada
del grupo que conslste de PIlQ, OMP85, FhaC, NspA, TbpA (alto), TbpA
(bajo), LbpA, HpuB, TspA, TspB, TdfH, PorB, HimD, HisD, GNA1870,
OstA, HIpA, MItA, NMB 1124, NMB 1182, NMB 1220, NMB 1313, NMB

19563, HirA y PIdA.




TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 41 y 44)

Registro de referencia del solicitmtz 0 sgente | PARA FUTURAS  ver Notiffcacion o Transmision del Reparts de Biisqueda Intermacional
CLI/BAS315 ACCIONES (Forma PCT/1SA/220) asl comn, donda ephiqus, cl {tem 5 & continuacidn.
Salicitud internactonal No. Focha de regiatro intermacional (dla/mex/aAa) Fecha de Prioridsd (Primen) (dia/mes/oto)
PCT/EP 03/08571 31/07/2003 02/08/2002

Solicitante

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Estr Reports de Blsquada Internacional ha rido preperado por esta Autoridad de Bdsqueda ntemacional y es transmitido al solicitante
Segim e Articulo 1B. Una copia serii transrmitide a 1a Oflcing Internacional.

Este de Basqueda Internacional consta de un total de 21 hojea.
Tarmnbién cstd acompefindo de uma copin de oada documento téemco anterior citado on exte repartz.

1. Bases del reporte

o Respecio al leogua]e, la Risqueda internacional sa llevd & eaba segidn la soticitud intemacional en ¢! lenguaje en ¢l cual se presentd,
1 Tenos que se indique de otro modo en este {tem .

[] Is bdaqueds ntemaciona| se Lievd a cabo segin ba truducceidn de la solicitud micmacional proporcionada & exta
Autoridad (Regla 23.1(b)).

b. Respecto a una secumncla de ddde aneledétido y/o amino revelado on s solicitid internacional, ta bisqueda intermacional
¢ lievo a cabo scgiin ln Hsta de ln secuencin:

contenido en b solicitud internacional en forma escrita.

presentaca juntn con [e solicitud intermacional en forma legible por computador.

proporcionada subsiguientemente & esta Autoridad en forma epcrita

proporcionads subsiguientemente & ests Autonidad en forma Jegible por computador.

ac ha proparcionado 1s afirmacion de que e listado de pecuencias escrito proporcionado subsigrientomenta no va mis alld de b
revelacidn en a solicltud internacional segpln se presemtd.

3¢ ha proporcionado s afirmacidn de que s miormicion registrads e forme kegible por computador g tdéntics al listado de 1a
BCCULTICIA CSCTilE.

Clertas retvindloaciones ao padleron localbxarse (Ver Recuadro 1)
Falts uolded de |nveodida (ver Recusdro 17).

XX X XX XU

4, R.upectnlll:hnk.a.
El texto es aprobado scgin lo presenta e sohiciante.
Exta Autorided ha establecido que el texto sa lea aai:

COMPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN
UNA COMBINACION DE ANTIGENOS

5. Respecio ul resamen,
Bl texio e3 aprobado scgin 1o presenta al soheitante.

Exta Autorided ha extablecido el texto de acverda can la Norma 38 2(b), segiln sparece en el Recusdmn |1, El soliciente puede, un
mes después de la feche de haber envisdo por cammeo este reports de bdaquada intemacional, presentar caomentarios & esta Autorided.

6. Ls figrs die los dibujos que sc pubiicard con €] resumen es b Figura No. —

(] comoto sugiré e solicimnte. X Ninguna de las figuras
porque el solicitants no rgmé una figure
porgue esta figum camcterim mejor 18 invencidn-

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Julio 1998)
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Solicitud [nternacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/08571

Casllla] Observaciones donde clertas relvindieaciones fueron Inescrutables (Continuacén del Item 1 de ln primers hojn)

Este informe de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)a) por las siguicntes razones:

1. E Reivindicaciones Nos.:
porque sc relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

Aunque la reivindicaciones 63-65, 80 estin dirigides e un método de tratammento del cuerpo
humsano/animal, la busqueda ha sido Ilevada a cabo y basada en los efectos alegados del

compuesto/ la composicion.
2. D Reivindicaciones Noa.:

porque ac relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos prescritos
hasta tal grado que no sc puede llevar & cabo una bisqueda internacional significativa, especificamente:
ver INFORMACIONAL ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

3. D Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estdn disefiadas de acuerdo con |r segunda y tercera oracién
de la Norma 6.4(a).

Casilla II Obsgervaciones donde falta unidad de invenclén {(Continuacidn del Item 2 de Ia primera hoja)

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones mmiltiples en esta solicitud internacionsl, asf:

VER HOJA ADICIONAL
como resultado del resumen de la prioridad abajo R. 40.2(e) PCT,
no serin solicitadas tasas adicionales

1. E] Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fueron pagados cportunamente por
el solicitante, este informe de bisqueda intermnacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas Ias reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

3. @ Puesto que sélo alguncs de los derechos de biisqueda adicionales fueron pagados oportimamente por el
solicitante, este informe de tusqueda internacional cubre inicamente aquellas reivindicaciones para
lan cuales se pagaron derechos, especificarnente las reivindicaciones Nos.:

1-10, 45-81 (parcialmemte), 11-16, 22-24, 27, 28, 82-91(completamentz)

4, I:] El solicitente no pagd oportunamente log dercchos de bisqueda adicionales requerides. Por consiguiente,
este informe de bisqueda intermacional sc restringe a la primera invencién mencionada en las
reivindicaciones; esth cubierto par las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta @ Los derechos de busqueda adicionales estuvieron acompafadas por la protesta del
solicitante,

[] E1 pago de los derechos de bisqueda adicionales no estuvo acompailado por una
protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de le primera hoja (1)) (Julio 1598)
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Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACIONA ADICIONAL CONTINUACION PCT/ISA/ 210

Esta Autoridad de Busqueda Intermacional encontrd multiples (grupos de) invenciones en esta

solicitud intermacional, a saber: :

1. Reivindicaciones: 1-5. 7-10, 45-91 (parciaimente), 16 (completamente)

Composiciones inmunogenicas que comprenden FhaB y otro antigeno Neisserial o

nucledtidos del mismo. Las vacunas comprenden dicha composicidn inmunogénica;
métodos de tratamiento de la enfermedad Neisserial que administra dichas vacunas.

El uso de dichas vacunas en la preparacién de un medicamento para el tratamiento y

la prevencion de la infeccidn Neissenal,

Cadena Neissenal diseflada genéticamente con una expresidn regulada

ascendentemente de FhaB y otro antigeno.

Métodos de preparacidn de dicha composicién inmunogénica y vacunas.

Método de preparacién de globulina inmune por la inmunizacién de un recipiente
con dicha vacuna, globulina inmune preparada por este método, composicién
farmacéutica que comprende la administracién de dicha composicién farmacéutica

2. Reivindicaciones: 1-10, 45-91 (parcialmente), 17 (completamente)
ver invenciéon 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas
comprendan NspA y otro antigeno o nucleétidos del mismo.

3. Reivindicaciones: 1-5, 7-10. 45-91 (parcialmente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogénica
comprendan PilC y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo.

4. Reivindicaciones: 1-10, 45-91 (parcialmente), 11-15,24 (completamente)
ver invencidon [, pero relacionada con composiciones inmunogenicas
comprendan Hsg y otro antigeno Neissenal o nucledtidos del mismo.

5. Reivindicaciones: 1-10, 13,45-91 (parcialmente), 23 (completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas
comprendan Hap y otro antigeno Neisserial o nucledtidos de! mismo.

6. Reivindicaciones; 1-3, 5-10. 45-91 (parciaimente), 34 (completamente)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones

que

que

que

que
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Solicitud [nternacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/ISAS 3

10.

1.

12.

13.

que .comprendan MafA y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-3, 5-10, 45-81 (parcialments), 35 (completamente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan MafB y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-3, 5, 7, 9, 10, 45-81 (parcialmente)
ver invencidn 1, perc relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan Omp26 y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1- 5, 7-10, 45-81 (parcialmente), 36 (completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB00995 y otro antigeno Neisserial ¢ nucledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-5, 7, 10, 45-81 (parcialmente), 37 (completamente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB00S85 vy otro antigeno Neisserial o nuclettidos del
mismo.

Reivindicaciones: 1- 5, 7-10, 45-91 (parcialmente), 37 (completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB1119 y otro antigeno Neisserial o nudledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-5, 7-10, 45-91 (parciaimente), 18 (completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que

comprendan NadA y otro antigenc Neisserial o nucledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-3, 5, 7, 9, 10, 45-91 (parcialmente)

plgina 2 de 11
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Solicitud Intemacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACIT N ADICIONAL CONTINUACION PC/ISA/ 350

14.

15.

16.

17.

18.

ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan proteasa IgA y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del
mismo.

Reivindicaclones: 1-3, 5, 10, 45-91 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan AspA y ofro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-5, 7-10, 13-15, 45-91 (parcialmente), 25 (completamente)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan FrpA y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-5, 7-10, 45-81 (parcialmente), 26 (completamente)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan FrpC y otro antigeno Neisserial o nuclettidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-3, 5, 7, 10, 45-91 (parcialmente), 36 (completamente)
ver invencidn 1, pero relacionada con compaosiciones inmunogenicas que
comprendan FrpA/C y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo.

Reivindicacionses: 1-3, 5, 7, 9, 10, 45-81 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan VapD y otro antigeno Neisserial o nuclettidos del mismo.
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Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICI NAL CONTINUACION PC/ISA/ 314

18.

20.

21

22.

23.

Reivindicaciones: 1-3, 5-10, 45-91 (parcialmente), 33 (completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NM-ADPRT y otro antigeno Neisserial o nuclettidos del
mismo.

Reivindicaciones: 1-10,45-81 (parcialmente), 14, 15, 27, 28, 82-91
(completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan LPS inmunotipo L1 y/o LPS inmunoctipo L3 y otro antigeno
Neisserial o nucledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-3, 5-10, 45-91 (parcialmente), 11,13, 15, 19
(completamante)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan TbpA alto y otro antigeno Neisserial 0 nucleétidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-3, 5-10, 45-81 (parcialmente), 12-15,20
(completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan TbpA baja y otro antigeno Neisserial o nucledtidos dal mismo.

Reivindicaciones: 1-10, 45-91 (parcialmente)
Ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan TbpB alto y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo.
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Solicitud Imternacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/ISA/ 350

24,

25.

26

27

28.

29

Reivindicaciones: 1-10, 45-91 (parcialmente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan TbpB bajo y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo

Reivindicaciones: 1-3, 5-10, 45-91 (parcialments), 39 (completamente)
ver invencion 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan LbpA y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-10, 13, 45-81 (parcialmente), 21 (completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan LbpB y otro antigeno Neisserial o nuclettidos del mismo.

Reivindicaciones: 1-3, 5-10, 45-91 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmuncgenicas que
comprendan P2086 y otro antlgeno Neisserial o nucledtidos del mismo
Reivindicaciones: 1-10, 45-91 (parcialmente)
ver invancion 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan HpuA y otro antigeno Neissenal o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones: 1-3, 5-10, 45-91 (parcialments)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan HpuA vy otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo
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Solicitud Internacional No.

PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/ISA/ 355

30.

31.

32.

33.

Reivindicaciones: 1-5, 7-10, 45-91 (parcialmente), 41 (completaments)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan Lipo28 y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones: 1-3,5, 7, 8-10, 4-91 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan Sibp y otro antigenc Neisserial o nucleétidos del mismo

Reivindicaciones: 1-3,5, 7, 9-10, 45-91 (parciaimente)
ver invencién 1, perc relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan FpbA y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones: 1-3,5, 7, 8-10, 45-91 (parcialments)
ver invencion 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan BfrA y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones: 1-3,5, 7, 8-10, 45-91 (parcialmente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan BffB y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo
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Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/ISA/ 5

35.

36

37

38

38

40

Reivindicaciones: 1-3,5, 7, 8-10, 45-91 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan Bcp y otro antlgeno Naeisserial o nucleétidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5, 7, 9-10, 45-81 (parciaimente)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB0864 y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5, 7, 8-10, 45-81 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB0293 y otro antigano Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5, 7, 9-10, 45-81 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones Inmunogenicas que
comprendan pilQ y otro antigeno Neisserial o nucladtidos del mismo

Reivindicaciones 1-10, 13-15, 45-91 (parciaimente), 22 (completaments)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan OMP85 y otro antigeno Neisserial o nucledtidos dael mismo

Reivindicaciones 1-3,5-10 45-91 (parcialmente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan FhaC y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo
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Solicitud Intemacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/ISA/ 350

41

42

43

45

Reivindicaciones 1-3,5-10 45-81 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan TspA y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5-10, 45-91 (parciaimente)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan TspB y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5-10, 45-91 (parcialmente}
ver invencién 1, pero relacionada con compaosiciones inmunogenicas que
comprendan TdfH y otro antigenc Neisserial o nucleétidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5,10, 45-91 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composicionas inmunogenicas que
comprendan PorB y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5,10, 45-81 (parcialmente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan HimD vy otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo
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Solicitud Imemacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/ISA/ 35

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Reivindicaciones 1-3,5-10, 45-81 (parcialmente), 38 (completamente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan HisD y otro antigeno Neisserial o nuclettidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5 -10, 45-91 (parciaimente), 32 (completamente)
ver invencidon 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan GNA1870 y otro antigeno Neisserial o nuclettidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5 -10, 45-91 (parciaimente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan OstA y otro antigeno Neissenal o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5 -10, 45-81 (parcialmente), 32 (completaments)
var invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan H1pA y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5 -10, 45-91 (parcialmente), 31 (completamente)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan M1tA y otro antigeno Neissenal o nuclettidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5, 7, 8, 10, 45-91 (parciaimente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB1124 y otro antigeno Neisserial 0 nucleétidos del mismo
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Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/08571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/ISA/ ),

52.

25.

56.

Reivindicaciones 1-3,5,7,10, 45-91 (parcialmente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB 1162 y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5, 7, 9-10, 45-91 (parcialmente)
var invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB1220 y otro antigeno Neisserial o nuclettidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5, 7. 9 -10, 45-91 (parcialmente), 43 {completamente)
ver invencidn 1, pero relacionada con compasiciones inmunogenicas que
comprendan NMB 1313 y otro antigeno Neisserial o nucleétidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5,7,9, 10, 4581 (parclaimente), 44 (completamente)
ver invencién 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan NMB1953 y otro antigeno Neisserial o nucledtidos del mismo

Reivindicaciones 1-3,5, 7, 9 10, 45-81 (parcialmente)
ver invencidén 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan HtrA y ofro antigeno Neisserial o nuciedtidos del mismo
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Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/0B571

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION PC/SA/ 30

57 Reivindicaciones 1—10, 45-91 (parcialmente)
ver invencidn 1, pero relacionada con composiciones inmunogenicas que
comprendan PIdA y otro antlgeno Neisserial o nucledtidos del mismo
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Imternecional No.
PCT/EP 03/08571

A CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 AG1K15/095

Segim 1n Clesificacidn de Patentes Intemaciona] (CPI) o segin ba clagificacidn nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscada (sisterma do clarificacion seguido de sfmbolos do clasificacion)

IPC7  A6LK

Documentacion buscada fuers de docurmentacion mminirs hasta donde dichos documentes se inchryan en hos campos buscados

Basc de datos clectronica consulttads duranie la lisqueds intemacional (nombre de Ll bage de datos v, donde sea prictico, buscar términos usadag)

EPO-Interno, BIOSIS, Dato WPI

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEYANTES

Categoria * Citaclén de documento, con mdicacion, donds sea apropiado, de los toxtos relevantes Relevantc g la reivindicacisn No.
X WO 01/09350 A (DALEMANS WILFRIED L J 1,2,57,

; SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG (BE); THIRY 9, 11-13,

GEORG) 8 de febrero de 2001 (2001-02-08) 16, 20,

citado en la solicitud 22,24,
46-61,
63-69,
71,72,

Y resumen 74-76,

1,2,
5-16, 20,
22-24,
27, 28,
45-61,
63-69,
71,72,
74-76,
8291

pégina 20, linea 13 - linea 22

phgina 25, linen 11 — pgina 26, linca 24

+—

E En el recuadro C se enumeman més documentos.

[X] En e tncxo se enurmeran miembros do la familia de patentes.

* Categorias especiales de documentos citndos:

'A' documento que define o extado genersl de 1a técnics el cual no e
considere de relevancin particular

'E' documento anterior pero publicada en o después da la fecha de
presentacidn mitcrmacional

'L’ documento que puede armojar dudza sobre relvindicaciones de
priondad o que sc cita pars establecer la fecha de publicacidn de otra
citacin u ot Tezdn especial (seqiin ae capecifica)

¥ documento que e refiere 1 una revelacion oral, use, exhibicidn u
otros medion

P documento publicado xntes de 1n fecha de presentacion intemacional
pero despufs de 1n fecha de prioridad reivindicada

T documento posterior publicado despuds de a fecha de presentacion
imternacional o fecha de prioridad y que no estd en eonflicto con ta
solicitud pero citado pars entender el principio o tearfa que sustenta
la invencion

'X' documento de relevancis particulr; 18 mvencidn relvindicada no
puede congiderarse nucve 0 no puede couidearte que comprende
um paso inventivo cuando e docurmento sc toma solo

Y documento de relevancia particubar; b invencidn refvindicada no
puede considerirse que comprende un paso {nventivo cuando el

documento s combrina con uno o mis documentos, Hendo dicha
combinacidn obvia pars una perzona experia on ln téonice

‘&' documento rmicmbro de la misma familia de patentes

Fecha de 1a terminacidn real de a buisqueds mtemacional

20 de Abril de 2004

Fecha de envio por correo del reparte de bisqueda internacional

25.05.2004

Nombre y direccida del comeo de [SA
Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. No.  (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

FaxNo.  (+31-70) 340-3016

Funclonario sutorizado

Nog, ¥

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Encro 2004)
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Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/08571

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ® | Citacin de documentn, con mdicactan, donde sca apropiado, dc ks textos rokevanies Relevants a la reivindicacian No.
pégine 31, linea | - lpnea 22
pagina 33, linea 1 - pdgine 34, linea 17
pigina 26, linea 5 - linea 32
cjemplo 8
reivindicaciones 14-20, 36, 37
X WO 00/71725 A (PLZZA MARIAGRAZIA; RAPPUOLI RING (IT); 1-4,
CHIRON SPA (IT); GIULIANI M) 11-13,
30 de Noviembre de 2000 (2000-11-30) 16, 20,
citado en la solicitud 22-24,
62-68,
70, 76-81
14,
Y resuwmen 11-16,
20,
22-24,
27,28,
62-68,
70, 76-81
pdging 1, linea 26 — linea 30
paging 2, linea 12 — pAgina 3, l{inea 1
pagina 54, linca 27 — pdgina 55, linca 21
cjemplo 9
X WO 00725811 A (GORRINGE ANDREW RICHARD; 1-3, 20
HUDSON MICHAEL JOHN (GB);
MICROBIOLOGICAL) 11 de Mayo de 2000 (2000-05-11)
Y regumen 438, 11,
12
pdgina 3, linca § — linea 19
pagina 7, linea 5 — pAgina 8, linea 3
X WO 01/52885 A (P1ZZA MARIAGRAZIA; RAPPUOLI RINO {IT); 1,2,5-8,
CHIRON SPA (IT); GIULIANI M) 11-13,
26 de Julio de 2001 (2001-07-26) 16, 20,
22, 24,
1,2,
5-16, 20
22-24,
Y resumen 27, 28,
4549,
5261,
63, 64,
66, 67,
pagina 2, linea S — linen 24 71-73,76

pagina 8, linea 24 — pdgina 10, linea 17
pagina 33, lines 32 — pégina 35, lines 22
reivindiceciones 1, 2, 4-8

=

Forme PCT/1ISA/210 (segunda hojr) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/08571

C. (Conbruacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfe ® Citacidn de documento, con indicacion, donde sea spropriado, de kos textos relevantes

Relevanta s la reivindicacion Na.

Y

WQ 98/02547 A (RUELLE JEAN LQUIS; VINALS
CARLA (BE); MAX PLANCK GESELLSCHAFT (DE))
22 de Enero de 1998 (1998-01-22)

citado en la solicitud

pégina 81 - pégina 90

reivindicaciones 8, 23, 31

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

pigina 2, linca 28 - pdgina 3, linea §

pigion 4, linca 1 —linea 6

pigina 7, linca 10 - linea 21

pigina 10, linca 3 — linea 15

plgina 29, linea 9 - pégina 30, linea 26
pdgina 14 linea 10 - linea 17

pégina 17, linca 7 — lnea 11

pégina 37, lnea 32 — pégina 38, linea 11

pégina 39, linea 22 - linca 25

WO 01/55182 A (UNIV QUEENSLAND)
2 de Agosto de 2001 (2001-08-02)
citado en la solicitud

resumen

pédgine 2, lines 15 - linea 31
pdgina 3, linca 7 —linea 8
pégina 5, linca 2 - linea 4
pégina 6, linea S —~ linea 11
phgina 11, linea 7 - lirea 16
pigina 22, linea 27 — linea 31
plgina 28, linca 9 — linea 11
plgina 32, Uneca § — linea 12
pdgion 34, inca 8 — lnea 17
plgioa 35, lnea 1 — linea §
¢jemplo 10

WO 99/55873 A (SMITHKLINE BEECHAN BIOLOG;
THONNARD JOELLE (BE))

4 de Noviembre de 1999 (1999-11-04)
citado en la solicitud

resumen

pégina 3, linca 14 - linea 21

pigina 4, linea 1 - linea 10
pégina 25, linca 9 - lincs 24

pégina 26, linez 9 — linea 10

pgina 32, linea 13 — pégina 33, linea 14
phgina 35, linea 4 — linea 6

pigina 36, lines 26 — pdgina 37, linea 7
phgina 39, linea | — linea 19

ejemplo 3

reivindicaciones 17-19

1-5,
7-10, 16,
45-81

1-15, 24,
45-82, 85

1-15, 24
45-82, 85

1-10, 13
23, 45-81

Forma PCT/1SA/210 (segunda hoja) (Enern 2004)
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Solicitud Intemacional No.
PCT/EP 03/08571

C. (Continuacitn} DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categora *

Citacidn de documnento, con indicucidey, dande ses epropiado, de tos textos relevantes

Relevante a 1a reivindicacin No.

Y

JENNINGS H ] ET AL: “CONJUGACION DE OLIGOSACARIDOS
TIPO-R LIPOPOLISACARIDO MENINGOCOCCAL AL TOXOIDE
TETANUS COMO RUTA PARA UNA VACUNA POTENCIAL
CONTRA MENINGITIDIS NEISSERIA DEL GRUPQ B™
INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SCCIETY FOR
MICROBIOLOGY, WASHINGTON, US,

vol. 43, No. 1, Enero 1984 (1984-01),

péginas 407412, XP0O0OS000590

ISSN: 0019-9567

resumen

pigina 407, columna 1, paragrafo |

pigine 409, columna 1, paragrafo 2 — columna 2,

parngrafo 2

pégina 412, columna 1

RUNE ANDERSEN S ET AL:

“HETEROGENEIDAD LIPOPOLISACARIDA Y MECANISMOS DE
ESCAPE DE MENINGITIDIS NEISSERIA: POSBILES
CONSECUENCIAS PARA EL DESARROLO DE LA VACUNA™
MICROBIAL PATHOGENESIS, ACADEMIC PRESS LIMITED, NEW
YORK, NY, US,

vol. 23, 1997, pdginas 139-155, XP002108656

ISSN: 08824010

resumen

pégma 140, columna 1, paragrafo 1 —

paragrafo 4

pégina 149, columma 2, paragrafo 4 —pdgina 150,

columna 1, paragrafo 1

FREDRIKSEN ] H ET AL: "PRODUCCION, CARACTERIZACION Y
CONTROL DE FOLKEHELSA MENB-VACUNA UNA VACUNA DE
VESICULA DE MEMBRANA EXTERNA CONTRA ENFERMEDAD
MENGICOCAL DEL GRUPQ B"

NIPH (NATIONAL INSTITUTE OF PUBLIC HEALTH)

ANNALS (OSLQ),

val. 14, No. 2, 1991, phginas 67-80,

XP002948832

MEETING ON THE MENINGOCOCCAL SEROGROUP B VACCINE
PROTECCION TRIAL IN NORWAY

1588-1991, OSLO, NORWAY,

ISSN: 0332-5652

resumen

pégina 68, paragrafo 6 — pdgina 69

pagina 72, ilimo paragmfo — pégina 785,

paregrafo 4; figuras 2,3; tablas 2,3

GAO LIHUI HU XUIING ET AL: “ESTUDIO SOBRE LA
ANTIGENICIDAD LOS DE 2 CEPAS CANDIDATAS PARA
YACUNA MENINGOCOCCAL DEL SEROGRUP B”

BIOSIS,

XP002133714

resumen

1-10, 27,
28, 63,
64, 66,
67,77, 78

1,2,
5-15, 28,
4549,
52-61,
63-69,
71-76,
82-91

1,2

5,6,28

14,15,

Forma PCT/ISA/210 (scgunda hoja) (Enerc 2004) phgina 4 de 6
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Solicrtud Internacional No.
PCT/EP 03/08571

C. (Contimacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ©

Citacidn de docutmnentn, con indicacién, donde sea spropiado, de los textos relevantes

Relevante a In reivindicacidn No.

Y

VERHEUL A FM ET AL: “PREPARACION, CARACTERIZACION E
INMUNOQGENECIDAD DE CONJUGADOS DE PROTEINA-
OLIGOSACARIDO QUE CONTIENE EL GRUPO
FOSFOETANOLAMINA DEL INMUNOTIPO MENINGOCOCCAL L2
Y13,7,9.

INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY FOR
MICROBIOLOGY, WASHINGTON, US,

vol. 59, No. 3, 1 de Marzo de 1991 (1991-03-01),

péaginas 843-851, XP002032436

ISSN: 0019-9567

resumen

pdgina 844, columna 2, dltima linea

pégina 845, columna 1, paragrafo 2

pagina 847, columna 1, paragrafo 2 — colurma 2,

paragrafo 3

pégina 850, colummna 2, dltimo paragrafo

QUAKYI E K AL: “LA MODULACION DE LAS ACTIVIDADES
BIOLOGICAS DE ENDOTOXINAS MENINGOCOCCALES
MEDIANTE LA ASOCIACION CON PROTEINAS DE MEMBRANA
EXTERNA NO ESTA ENLAZADA INEVITABLEMENTE A LA
TOXICIDAD.

INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY FOR
MICROBIOLOGY, WASHINGTON, US,

vol. 65, Na. 5, Mayo 1997 (1997-05), paginas 1972-1979, XP0O1 184760
ISSN: 0019-9567

esumen

WO 01/72337 A (GORRINGE ANDREW RICHARD;

HUDSON MICHAEL JOHN (GB);

MICROBIOLOGICAL)

4 de Octubre de 2001 (2001-10-04),

resumen

phgina 8, linea 11 — linea 35

pégina 10, linea 1 — pégina 11, linea 10

WO 00/23595 A (JUDD RAPH C; MANNING SCOTT D (US);
UNIV MONTANA (US))

27 de Abril de 2000 (2000-04-27)
citado en la solicitud

resumen

pégina 1, linea 8 — linea 11
pigina 6, linea 1 — linen 4
pdgina 6, linca 26— lines 27
pégina 7, linea 3 — linca 14
pégina 8, linca 7 — linea 14
pdgina 11, lineal? — linea 24
pagina 33, linea 9 — linea 20
pégina 34, linea 12 ~ linea 18
pdgina 35, paragrafo 2, 4
pégina 16, paragrafo 2, 4

pégina 37, linea 12 — linea 24

14,27,
28, 50,
51,61

1-10, 22,
4549,
52-81, 86

Forma PCT/ISA/210 (scgunda hoja) (Enero 2004) pgina 5 de 6
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Solicitud Intemacional No.
PCT/EP 03/08571

C. (Continuscidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgorin ©

Citacitn de documento, con indicacion, donde sea xpropindo, de los axtos relevantes

Relevante a la reivindicacion No.

Y

JENNINGS M P ET AL:; "ANALISIS MOLECULAR DE UN SITIO
PARA LA BIOSINTESIS Y EXPRESION DE FASE VARIABLE DE
LA ESTRUCTURA DE LIPOPOLISACARIDOS CON TERMINACION
LACTO-N-TETRAOSA EN MENINGITIDIS NEISSERIA™
MOLECULAR MICROBIOLOGY, BACKWELL SCIENTIFIC,
OXFORD, GB,

vol. 18, No. 4, 1995, piginas 729-740,

XP002084665

ISSN: 0950-382X

resumen

pigina 730, colurrma 1, paragrafo 2

pégina 731, colurrma 1, paragrafo 2 — colurmma 2,

paregrafo 1

pégina 733, columnas 1, paragrafo 2 — pdgina 734,

colurmma 1, paragrafo 2

pagina 737, colurmma 1, dltimo paragrafo — columma 2

WO 94/08021 A {(LEY PETER ANDRE V D; NEDERLANDEN
STAAT (NL); POOLMAN JAN THEUNIS ()

14 de Abril de 1994 (1954-04-14)

resumen

péigina 5, linea 13 — pdgina 6, linea 16

pagina 6, linca 31 — pdgina 7, linca 8

VAN ULSEN PETER ET AL: “EXPRESION IN VIVO DE
PROTEINAS DE MENINGITIDIS NEISSERIA HOMOLOGAS
A LOS AUTOTRANSPORTADORES HAP Y HIS DE
HAEMOHILUS INFLUENZAE"

FEMS INMUNOLOGY AND MEDICAL MICROBIOLOGY

vol. 32, No. 1, Diciembre 2001 (2001-12), ‘
phaginas 53-64,

XP0O01189744

ISSN: 0928-8244

citado en la solicitud

resumen

pégina 54, columna 1, paragrafo 2
paging 57, columna 2, paragrafo 3 — pdgina 58
pagina 63, colurmma 1, dltimo paragmafo - colurmma 2

TETTELIN H ET AL: “SECUENCIA GENOMICA COMPLETA DE LA
CEPA MCS58 DE MENINGITIDIS NEISSERIA DEL SEROGRUPO B"
SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT
OF SCIENCE, US,

vol 287, 2000, pdginas 1809 — 1815,

XP000914963

ISSN: 0036-8075

45-88,

8291

Forma PCT/1SA/210 (scgunda hoja) (Enero 2004) pégine 6 de 6
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Informe sobre miembros de familia de patentes

PCT/EP 03/08571

Solicitud Intermadonal No.

Documento de patente

citado en el reporte de Fecha de publicacién Miembro(s) de Ja familia de F;"l:“ de
basqueda patentes publicacién
wO 0109350 A 08-02-2001 AU 770360 B2 19-02-2004
AU 6833600 A 19-02-2001
BR 0012974 A 07-05-2002
CA 2380840 Al 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
PL 353891 Al 15-12-2003
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
CcP 1179072 A2 13-02-2002
wo 0071725 A2 30-11-2000
JP 2003500420 T 07-01-2003
NZ 515935 A 30-01-2004
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 A1l 11-05-2000
DE 69908805 D1 17-07-2003
DK 1126874 T3 29-059-2003
EP 1297844 A2 02-04-2003
EP 1126874 A2 29-08-2001
ES 2197688 T3 01-01-2004
WO 0025811 A2 11-05-2000
JP 2002528515 T 03-09-2002
PT 1126874 T 31-10-2003
Us 2003215469 Al 20-11-2003
wO 0152885 A 26-07-2001 AU 2875401 A 31-07-2001
CA 2397508 Al 26-07-2001
CN 1416352 T 07-05-2003
EP 1248647 A1l 16-10-2002
wO 0152885 A1l 26-07-2001
P 2003520248 T 02-07-2003
NZ 520466 A 26-09-2003
wO 9802547 A 22-01-1998 FR 2751000 Al 16-01-1998
AU 730423 B2 08-03-2001
AU 3697797 A 09-02-1998
CA 2260079 Al 22-01-1998
EP 0951552 A2 27-10-1999
wOo 9802547 A2 22-01-1998
JP 2001504684 T 10-04-2001
us 2002164603 Al 07-11-2002
woO 9931132 A 24-06-1999 AU 747742 B2 23-05-2002
AU 1649599 A 05-07-1999
Forma PCT/ISA/210 (ancxo familie de patentes) (Enero 2004) pégina 1 dec 2
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Solicitud Internacicnal No.

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP 03/08571
Documento de patente .
dtado:nelmportede Fecha de publicacién Mlembm{;)lix:“l::amﬂm de Pm;ﬂ
Gsqueda

WO 9931132 A woO 9931132 Al 24-06-1999
BR 8814276 A 3-16-2000
CA 2314319 Al 24-06-1999
CN 12B4965 T 21-02-2001
EP 1045859 Al 25-10-2000
HU 0100094 A2 28-05-2001
JP 20025083%¢ T 19-03-2002
NO 20002990 A 08-08-2000
NZ 505374 A 01-03-2002
PL 341160 A1l 26-03-2001
TR 200001709 T2 21-03-2001
US 6495345 Bl 17-12-2002
US 2002102276 Al 01-08-2002

woO 0155182 A 02-08-20011 WO 0155182 Al 02-08-2001
AU 2818101 A 07-08-2001
BR 0107857 A 29-10-2002
CA 2358139 Al 02-08-2001
CN 1419564 T 21-05-2003
cz 20022482 A3 15-01-2003
EP 1252182 Al 30-10-2002
HU 0300696 A2 28-07-2003
JP 2003523208 T 05-08-2003
NO 20023487 A 24-09-2002
NZ 520445 A 27-02-2004
US 2002160016 Al 31-10-2002

WO 9955873 A 04-11-1999 AU 3928499 A 16-11-1999
CA 2326375 Al D4-11-1999
CN 1336957 T 20-02-2002
woO 9955873 A2 04-11-1999
EP 1071783 A2 31-01-2001
JP 2002512800 T 08-05-2002
Us 6696062 Bl 24-02-2004

WO 7337 A 04-10-2001 AU 4260201 A 08-10-2001
CA 2403993 Al 04-10-2001
EP 1267938 Al 02-01-2003
wo 0172337 Al 04-10-2001
JP 2003528157 T 24-05-2003
Us 2003082211 Al 01-05-2003

woO 0023595 A 27-04-2000 wO 0023595 Al 27-04-2000
CA 2347849 Al 27-04-2000
EP 1123403 Al 16-08-2001

wO 9408021 A 14-04-1994 NL 9201716 A 02-05-1994
AU 684720 B2 08-01-1996
AU 4835193 A 26-04-1994
CA 2146145 Al 14-04-1954
EP 0680512 Al 08-11-1995
FI 951535 A 01-06-1995
JP B501840 T 0503-199%6
wO 9408021 Al 14-04-1994
NO 951181 A 01-06-1995
Us 5705161 A 06-(1-1998

Forma PCT/ISA/210 (ancxo femnilia de patentes) (Enero 2004) pigina 2 de 2
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Artica 18 and Rules 43 and 44)

Applcanty or agent's file roferenca FOR FURTHER see Notification of Tranemittal of Indemationa) Search Aepon
{Form PCT/SAZ220) as weil ms, whoro appicabln, ttam 5 baiow.

CLJ/B45315 ACTION

Intamational appcation No. Tntprredionss fiing data (CayAmontyyesr) (Exrfest) Priority Dato (aymondvyoar)

PCT/EF 01/08571 31/07/2003 02/08/2002

Apglicant

GLAXOBEMITHKLINE BIODLOGICALS 8.A.

This Intsmatonal Search Report has been by this imemational Searching Autharity and ls tranamittad 10 the applicant
according to Articls 18. A copy Ls baing to the Irdamational Bureau.

Thia intemational Search Report consists of & 1ot of a1 shoets.
[X]  issisc accompanied by @ copy of sach prior prt document citad In this report

1. Gasts of the report
o With ragard to tha language, the intermational search was camied out on the basis of tha Imemational eppbcation in the
language In which it was fied, unkess otharwise indicated under this itam.
D the Intermdiona! sea rch was oarrisd out on the baals of & anyaiion of the intsmational sppiication fumished to this
Authority (Rude 23.1(b)).

b.  With mgard ta any nucisotides and/or amina acid sequenca discatad in the IMmemetional spplication, tha (ntemational search
was caried ot an the besia of the saquance Deting :

comtalned n the Intamuions! eppication n written form.,

fiad together with the Imamatona apglication m computar remdable form.
umished subaaquently 10 this Authority In written torm.

furmnizshed subsequantly tn this AUuthorfty in computer reectbie form.

tha statamant that the subssquenty furmviafad witten sequence ksting doss not go beyond tha diaciosure in the
Imemational spplication as fied hes beon fumished.

the stadermem thet the Information recorded in computar reacable form s identical to the writtan saquenos Bsting has bean
tuminhed

Cartsin claime were found unesarchable (See Box 1,
Unity of invention la eciing (sas Box 11}.

61/ I CH R EH R ES

~

With regard to the tiia,
(]  the textis spprovad as mubmitted by the nppiicant
[(X]  the taxt hes boen exmbisted by this Authortty 10 read & follows:
NEIESERIAL VACCINE COMPOBITIONS COMPRIEBING A COMBINATICN OF ANTIGENS

m

Wih regard to lhe sbatract,

E] the taxt s approved as submitted by the applicant.
] the taxt Fes baen establishad, sccording to Rule 38.2(B), by this Authodty as h appeans in Box il The mey,
MhnothqrnhMtMnﬂhdmhlnmuun:.hmpon.lmhmmmmmh X

4. Tha igure of the drewings 1o be publishad with the abstract s Figure No.
[[] wssuggestd by the applicant None af the figu res.

D becmuisa the appiicant faliad to suggest & figure.
[] becausa this figure batter charactarizes the invanion.

Form PCTNSAZ10 (first shaot) (July 199€)



intamaanal applicadion No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP 83/88571

Box| Obsscvationa where certain claims were found unseerchable (Continuation of hem 1 of first ahoat)

This |marmational Sewrch Aspart has nat bean estabiishad [n respect of cartaln ciaime urnder Aricks 17(2)(a) for the lolowing romsons:

1. m Cluims Nos.:
because they ralate to subject metter not equired to be searched by this Authority, namely:
Although claims 63-65,80 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/camposition.

2 D Cinkms Noa.:
becauss they rataie to parts of the Intamafional Applicasion thet da not comgly with the prascribed requiremants o such
an extent that no mesninghd Intermational Search can be carred owt, speciScaly:

3 D Claims Nos.:
. bacauss they sre dependert ciaims and Lra not drafied In accondance with the second and third santences of Fule B.4(r).

Box 1 Obsarvetions where unity gf Invention Is lacking (Continuatian of tem 2 of Hirst sheet)

Thia Imemational Bearching Authortty found multiphs kmventions in this iMemetional appication, as follows:

see additional sheet

As a result of the prior review under R. 40.2(e) PCT, \z
no additional fees are to be refunded.

1. [:] As all requirad additional seerch fase ware Smety pali by the rpplicant, this Imemational Sesrch Repart covers Al
ssarchabie clalms.

2. D Aa al senrchable cleims could be ssarched without effort justifying wn additional fee, this Authority did not invite pey mem
of any additional fea.

3. Aa only some ¢! 1he requ!ned ecftiona) saarch leas were timely paid by tha appicant, iz Intamationa! Bearch Report
covers anly those clalms for which fess were paid, specifically cialrm Nos.:

1-18,45-81 (partially).11-16,22-24,27,28,82-91 (completely)

4 E] No required ardilonal search fees were Emety pakd by ths appiicant. Consequantly, this Intermational Seerch Report bs
restricted 1o the kvantian st menticred Lh tha claims; it s covered by clakms Nos.:

Ramark an Protest mmmmhmmWWMWImL

D Mo protest sccompenied the peyment of adeftional soarch 'sos.

Form PCTASA/210 {continuxtion of flwt sheet (1)) (Ady 1868)
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Imamational Appication No. PCT/ EP 83/ 688571

FURTHER INFORMATION CONTINVUED FROM PCTASA/ 219

This Intermational Searching Authority found multiple (groups of)
inventicns in this international application, as follows:

1. Claims: 1-5,7-18,45-91 (partially),16 (completely)

Immunogenic compositions comprising FhaB and another
Neisserial antigen or nucleotides thereof.

Vaccines comprising said immunogenic composition;

methods of treatment of Neisserial disease administering
said vaccines.

Use of said vaccines in the preparation of a medicament for
the treatment and the prevention of Neisserial infection.
Genetically engineered Neisserial strain with upregulated
expression of FhaB and the other antigen.

Methods of preparation of said immunogenic composition and
vaccine.

Method of preparing an immune globulin by immunising a
recipient with said vaccine, immune globulin prepared by
this method, pharmaceutical composition comprising this
immune globulin and method of treatment or prevention of
Neisserial infection comprising administering said
pharmaceutical composition.

2. Claims: 1-10,45-91 (partially),17 (completely)
see invention 1 but concerning irmuno?emc compositions
comprising NspA and another Neisserial antigen or
nuciectides thereof.

3. Claims: 1-5,7-18,45-91 (partially)
see {nvention 1 but concerming immunogenic compositions
camprising Pi1C and another Neisserial antigen or
nucleotides thereof.

4. Claims: 1-168,45-91 (partially),11-15,24 (completely)
see invention 1 but conceming immuncgenic compositions
comprising Hsf and another Neisserial antigen or nucleotides
thereof.

5. Claims: 1-10,13,45-91 (partially), 23 (completely)
see invention 1 but concerning {mmunogenic compositions
camprising Hap and another Neisserial antigen or nucleotides
thereof.

6. Claims: 1-3,5-19,45-91 (partially),34 (completely)

see invention 1 but concerming immunogenic compositions
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18.

11.

12.

13.

comprising MafA and another Neisserial antigen or
nucleotides thereof.

7. Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially),35{completely)

see {nvention 1 but concerming {mmunogenic compositions
comprising MafB and another Keisserial antigen or
nucleotides thereof.

8. Claims: 1-3,5,7,9,18,45-91 (partially)

see 1nvention 1 but concerming immunogenic compositions
comprising Omp26 and another Neisserfal antigen or
nucleotides thereof.

§. Claims: 1-5,7-18,45-91 (partially),36 (completely)

see fnvention 1 but concerning immnogenic compositions
comprising NMBO315 and another Neisserial antigen or
nucleotides thereof.

Claims: 1-5,7-10,45-91 (partially),40 (completely)
see invention 1 but concerming immunogenic compositions

comprising NMBO8995 and another Neisserial antigen or
nucleotides thereof.

Claims: 1-5,7-16,45-91 {partially),37(completely)
see invention 1 but concerning immunagenic

compositions comprising NMB1119 and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

Claims: 1-5,7-18,45-91 (partially),1B (completely)
see invention 1 but concerning iommunogenic

compositions comprising NadA and ancther Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5,7,9,10,45-91 (partially)

page 2 of 11
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see inventign 1 but concerming immunogenic
compositions comprising IgA protease and another Neisserial
antigen or nuclectides thereof,

14. Claims: 1-3,5-16,45-91 (partially)

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions cmﬁr‘ls‘lng AspA and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

15. Claims: 1-5,7-10,13-15,45-91 (partially},25 (completely)

see invention 1 but concerning immunogenic
compos{tions cuTr'ising FrpA and ancther Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

16. Claims: 1-5,7-18,45-91 {partially),26 {completely)

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising Frpl and ancther Keisserial antigen
or nucleotides thereof.

17. Claims: 1-3,5,7-18,45-91 (partially).36 (completely)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising FrpA/C and another Neisserial
antigen ar nucleotides thereof.

18. Claims: 1-3,5,7,9,16,45-91 {partially)
see jnvention 1 but concerning immunogenic

compasitions corrﬁrising VapD and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.
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19. Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially),33 (completely)

see {nvention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising NM-ADPRT and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

20. Claims: 1-18,45-81 (partially),14,15,27,28,
82-91 (completely)

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising LPS {immunot L2 and/or LPS
immunotype L3 and another Neisserial antigen or nucleotides
thereof.

2l. Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially),11,13-15,19 (campletely)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising TbpA high and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

22. Claims: 1-3,5-108,45-91 {partially)12-15,20 (campletely)

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising ThpA Tow and another Neisseria
antigen or nucleotides thereof.

23. Claims: 1-198,45-91 (partially)
see invention 1 but concerning immunogenic

compositions comprising TbpB high and another Neisserjal
antigen or nucleotides thereof.
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

Claims: 1-18,45-91 (partially)

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising TbpB Tow and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-16,45-91 (partially),39 (completely)

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising LbpA and another Neisserial antigen
or nuclectides thereof.

Claims: 1-16,13-15,45-91 (partially),2i,(completely}

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising LbpB and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-18,45-91 (partially)

see invention 1 but concerming jmmunogenic
compositions cmﬁ:ismg P28B6 and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Clafms: 1-3,5-10,45-91 (partially)
see invention 1 but concerning immunogenic

compositions comprising HpuA and another Neisserial antigen
or nuclectides thereof.

Claims: 1-3,5-108,45-91 (partially)
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see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising HpuB and another Neisserial antigen
or nuclectides thereof.

38. Claims: 1-5,7-19,45-91 (partiaily), 41 (completely)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising Lipo28 and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

31. Claims: 1-3,5,7,9-16,45-91 (partially)

see invention 1 but concerning immunogenic
campositions comprising Sibp and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

32. Claims: 1-3,5,7-18,45-9]1 (partially]

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising FpbA and another Keisserial antigen
or nucleotides thereof.

33, Claims: 1-3,5,9-10,45-91 (partiaily)
see invention 1 but concerning immunogenic

compositions comprising BfrA and another Neisserial antigen
or nucleatides thereof.

34. Claims: 1-3,5,7.9,10,45-91 (partially)
see invention 1 but concerning immunogenic

compositions comprising BfrB and another Nelsserial antigen
or nucleotides thereof.
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35.

36.

37.

38.

39.

Claims: 1-3,5,7,9-18,45-91 (partially)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising Bcp and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5,7,9-16,45-91 (partially)

see fnvention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising NMBO964 and another Nejsserial
antigen or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5,7,9-10,45-91 (partially)

see {nvention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising NMB8293 and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5,7-16,45-91 {partially).29 (completely)
see invention 1 but concerning immunogenic

compasitiaons conﬂrising P11Q and another Neisserial antigen
or nuclectides therecof.

Claims: 1-10,,13-15,45-91 (partially),2? (completely)
see invention 1 but concerming immuncgenic

compositions comprising OMP8S and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-18,45-91 (partially)
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41,

42.

43.

45,

see invention 1
compositions comprising FhalC and
or nucleotides thereof.

Ciaims: 1-3,5-10,45-91 (partially)

see invention 1

compositions corrﬁr‘lsin TspA and
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially)

see invention 1
compositions comprising TspB and
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-19,45-91 {partially)

see invention 1
compositions camprising TdfH and
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-10,45-91 (partialily)
see {nvention 1

compositions comprising PorB and
or nucleotides thereof.

but concerning immunogenic
another Neisserial antigen

but concerning immunogenic
another Neisserial antigen

but concermning immunogenic
another Neisserial antigen

but concerning immunogenic
another Neisserial antigen

but concerning immunogenic
another Neisserial antigen

Claims: 1-3,5-16,45-91 (partially),42 (completely)

see invention 1

compositions carﬁrising HimD and
or nuclectides thereof.

but concerning immunogenic
another Neisserial antigen
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46.

47.

49,

58.

51.

Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially),38 {completely)

see invention 1 but concerming immunogenic
compositions comprising HisD and another Neisserial antigen
er nucleotides thereaf.

Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially),.32 (completely)
see invention 1 but concerning immunogenic

compositions comprising GNAI870 and another Neisserial
antigen or nucleot{des thereof.

. Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially)

see invention 1 but concerming immuncgenic
compositions comprising OstA and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-16,45-91 (partially),38 {completely)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising HIpA and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5-10,45-91 (partially),3l (completely)
see invention 1 but concerning immunogenic

compositians canﬁr151ng MI1tA and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.

Claims: 1-3,5,7.9,18,45-91 (partialiy)

page 9 of 11

4{



Imematiorsl Appiication No. PCT/ EP 83/ 08571

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTABA/ 218

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising KMB1124 and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

52. Claims: 1-3,5,7,9-10,45-91 (partially)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising NMB1162 and ancther Neisserial
antigen or nucleotides thereof..

53. Claims: 1-3,5,7,9-10,45-91 (partially)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising NMB1220 and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

54. Claims: 1-3,5,7,9-160,45-91 (partially),43 (completely)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising NMB1313 and another Neisserial
antigen or nucleotides thereof.

55. Claims: 1-3,5,7,9-10,45-91 (partially),44 (completely)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising NMB1953 and another Neisserial
antigen or nuclectides thereof.

56. Claims: 1-3,5,7,9-10,45-91 {partially)
see invention 1 but concerming fmmunogenic

compositions cmﬁr*‘.sing HtrA and another Nefsserial antigen
or nucleotides thereof.
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57. Claims: 1-16,45-91 (partially)

see invention 1 but concerning immunogenic
compositions comprising P1dA and another Neisserial antigen
or nucleotides thereof.
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vol. 65, no. 5, May 1997 (1997-65), pages
1972-1979, XPe811847686

I5SN: 0019-9567

abstract

W0 81772337 A (GORRINGE ANDREW RICHARD
;HUDSON MICHAEL JOHN (GB):
MICROSIOLOGICAL)

4 October 2001 (2081-10-04)
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ISSN: 8958-382X

abstract

page 738, colum 1, paragraph 2
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COMPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE COMPRENDEN

UNA COMBINACION DE ANTIGENOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presenta invencidn se refiere a composiciones
Inmunogénicas y vacunas para el tratamiento y prevencién de
enfermedad Nelsserial. Las composiciones I[nmunogénicas de |la
invencidn contienen combinaciones de antigenos selaccionados de
por lo menos dos diferantes clases de antigenos incluyendo
adhesinas, protelnas autotransportadoras, toxinas, proteinas de
adquisicién de hierro, y protelnas asociadas con membrana
(prefaeriblemente proteinas de membrana exterior integral). Dichas
combinaciones de antigenos son capaces de activar la respuesta
inmune contra diferentes aspectos del ciclo de vida Neissarial, dando

como resultado una respuesta Inmune mas efectiva.
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C MPOSICIONES DE VACUNA DE NEISSERIAL QUE C MPRENDEN

UNA COMBINACION DE ANTIGENOS

CAMPQ TECNICO

La presente invencién se refiere al campo de composiciones
inmunogénicas y vacunas de Nelsserlal, su fabricacién y al uso de
dichas composiciones en meadicina. Mas particularmente, se refiere a
composiciones de vacuna que comprenden una comblnacién de
antigenos que tienen cualidades que permiten a las vacunas de la
invencién provocar una respuesta inmune sorprendentementa buena
segun medido en un ensayo de proteccidén o un ensayo bactericida de

suero.

ANTECEDENTES

Las cepas de Neisserial de bacterla son los agentes causantes
de un numero de patologlas humanas, contra los cuales existae ur.m
necesidad de que se desarrollen vacunas efectivas. En particular la
Neissaria gonorrhoeae y Naisseria meningitidis causan patologlas
que podrian tratarse a través de vacunacion.

Neisseoria gonorrhoesae e8s el agente etiolégico de gonorrea, una
de las enfermedades sexualmente transmitidas mas frecuentemente
reportadas en el mundo con una incidencla anual estimada de 82

millones de casos (Gerbase y otros, 1988 Lacet 351; (Supl. 3) 2-4).



10

15

20

25

3

Las manifestaclones clinicas de la gonorrea incluyen inflamacién de
las membranas mucosas del tracto urogenital, la garganta o recto e
infecciones de ojo neonatales. El aumento de las infecciones por
gonococo en las mujeres puede conducir a la infertilldad, embarazo
extrauterino, anfarmedad inflamatoria pélvica crénica, y formulacién
de abscesos tubo-ovaricos. La septicemia, artritis, endocarditis y
meningltis estdn asociadas con gonorrea complicada.

El alto numero de cepas gonocdcicas con resistencia a
antibiéticos contribuye al aumento de la morbosidad vy
complicaciones asociadas con gonorrea. Una alternativa agradabie
para el tratamiento de gonorrea con antibidticos podria ser su
prevencién utilizando vacunacion. Actualmente no existe ninguna
vacuna para infecciones por N. gonorrhoeas.

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

Trece sarogrupos de N. meningitidis han sido identificados en
base a las diferencias antigénicas en los polisacaridos capsulares,
los mas comunes siendo A, B y C, los cuales son reponsables del
80% de la enfermedades alrededor del mundo. El serogrupo B es la
causa maAs comun de la enfermedad meningocdcica en Europa, EUA y

varios palises en America Latina.

6!
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Las vacunas basadas en el polisacarido capsular de Ilos
serogrupos A, C, W e Y han desarrollado y han mostrado que
controlan los brotes de la enfermedad meningocodcica (Peltola y
otros, 1985 Pediatrics 76; 91-88). Sin embargo, el serogrupc B es
pobremente inmunogénico @ Induce solamente una respuesta de
anticuerpo temporal de un Isotipo predominantemente IgM
(Ala'Aldeen D y Cartwright K 1986, J. Infect. 33, 153-157). Por
consiguiente no existe una vacuna ampliamente efectiva actualmente
disponible contra los meningococos del serogrupc B, los cuales son
responsables de la mayoria de las anfermedades en los palses mas
templados. Esto as particularmente problematico ya que la incidencia
de la enfermedad del serotipo B esta aumentando en Europa,
Australia y América, en su mayor parte en nifios menores de 5 afios.
El desarrollo de una vacuna contra los meningococos del serogrupo
B presenta dificultades particulares porque |a capsula del
polisacarido es pobremente inmunocgénico debido a su similitud
inmunolégica a la molécula de adhesidn de la célula neural humana.
Las westrategias para la produccibn de vacunas tienen por
consiguiente concentradas en |la superficie, estructuras expuestas de
la membrana exterior meningocdcica pero han sldo obstaculizadas a
través de la variacién marcada en estos antigenos entre las cepas.

Los desarrollos adiclonales han conducido a la introduccidén de
vacunas hechas de vesliculas de membrana externas que contendran
un numerc de protelnas que forman el contenido normal de Ia

membrana bacterial. Una de esias es |la vacuna VA-MENGOC-BC

AT
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Cubana contra los serogrupos By C de N. meningitidis (Rodriguez y
otros 1999 Mem Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro 84; 433-440).
Esta vacuna fue disefiada para combatir un brote de ia enfermedad
meningocécica Invasora en Cuba, la cual no habfa sido eliminada a
través de un programa de vacunacion utilizando una vacuna AC de
polisacarido capsular. Los serogrupos B y C prevalentes y la vacuna
VA-MENGOC-BC tuvieron #éxito en el control del brote con una
eficiencia de vacuna estimada de 83% contra las cepas del s.erogrupo
B de N. meningitidis (Sierra y otros 1990 In Neisseria, Walter
Gruyter, Berlin, m. Atchman y otros (eds) p 129-134, Sierra y otros
1981, NIPH Ann 14; 195-210). Esta vacuna fue efectiva contra un
brote especifico, sin embargo la respuesta inmune provocada no
protegeria contra otras cepas de N. meningitidis.

Los estudios de eficacia subsigulentes conducidos en Amaérica
Latina durante las epidemias causadas por cepas meningocdcicas de
serogrupo B homdlogas y heter6logas han mostrado alguna eficacia
en nifflos mas grandes y adultos, pero su efectividad fue
significativamente baja en nifcs mas chicos que estan en un riesgo
mayor de infeccién (Milagres y otros 1994, Infect.
Immun. 62; 4419-4424). Es cuestionable que tan efectiva dicha
vacuna podria ser en paises con anfermedad endémica multicepas
tales como el Reino Unido. Los estudios de Inmunogenelcidad contra
cepas heterdlogas han demostrado solamente actividad bactericida
de suero Inter-reactiva limitada, especialmente en infantes (Tappero

y otro 1999, JAMA 281, 1520-1527).
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Una segunda vacuna de veslicula membrana externa fue
desarrollada en Noruega utilizando un serotipo B aislado tlpico de
aquellos predominantes en Escandinava (Fredriksen y otros 1891,
NIPH Ann, 14; 67-80). Esta vacuna se probé en evaluaciones clinlcas
y se probd que tiene una eficacia protectora después de 29 meses de
57% (Bjune y otro 1991, Lancet, 338; 1093-10886).

Sin embargo, 8l uso de vesiculas de membrana externa es
vacunas estd asociado son algunos problemas. Por ejemplo, el OVM
contiene lipopolisacaridos tdxicos y pueden contener antigenos
inmunodominantes los cuales son ya sea especificos de cepa o sa
expresan variablemente. Varios procesos han descrito que se podria
utilizar para superar algunos de los problemas de las vacunas de
praparacién de vesicula de membrana externa. WOO01/08350 describe
los procesos que tratan algunos de estos problemas, por ejemplo
reduciendo la toxicidad y modificando los antigenos presentes en sus
vesiculas de membrana externa.

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

Existen dlversos problemas con tas vacunas anti-
meningocdcicas actualmente disponibles. Las vacunas de membrana
externa en base a proteina tienden a ser especificas y sfectivas

contra solamente unas cuantas cepas. Las vacunas de polisacéaridos

6¢
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pohres y cortas, particularmente contra el serogrupo B (Lepow y
otros 1886; Peltola 1998, Pediatrics 76; 81-96).

Las infecclones Neisseria representan un problema del cuidado
de la salud considarable para el cual no existen vgcunas disponibles
en el casc de N. gonorrhoeae o las vacunas con |Imitaciones en su
eficacla y habilidad para proteger contra cepas heterélogas estan
disponibles contra infecciones Neisseria que mejoraran las vacunas
actualmente disponibles y permitirdn la proteccidén contra un rango

mas amplio de cepas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Deteccién de ThpA y Hsf en OMVs preparadas de un
cepa de N. meningitidis regulada de manera ascendente para la
expresion de tbpA y hsf. La separacién de las preparaciones OVM
(10 ug) a través de andlisis SDS-PAGE (4-20% geles de gradiente)
se tiNd con azul brillante Coomassie. |

Figura 2. Deteccién dal dominio pasajero Hsf recombinante
producido en E. colfl, 10 ug de protelna pasajera Hsf purificada
(Carriles 2 y 3) se separd a través de SDS-PAGE en 12% de gel an
comparacién con un marcador de peso molecular (Carril 1).

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

tincton Western anti-His5 y (D) anti-E. col/i 10 ug de antigenocs
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purificados se separaron a través de SDS-PAGE en un gsl gradiente
de archilamida al 4-20%.

Figura 4. Las regiones de la similitud de secuencia compartidas
a través de protelnas FrpA y FrpC se aislaron de la cepa N.
meningitidis FAM20. (A) Organizacién del dominio de la cepa de N.
meningitidis FAM20 RTX protelnas FrpA y FrpC. (B) Productos de
amplificaclédn FrpA/C obtanidos de |la cepa N. meningitidis H44/76.

Figura 5. Expresién del antigeno Frp23 recombinante (regién
conservada FrpA/C con 23 repeticiones) en analisis SDS-PAGE de
E.coli de extractos de célula totales no inducidos (NI) e inducidos (I)
de E. coli BL21DE3 transformado con vectores de control {(pET24d) o
construcciones recombinantes (Frp3, Frp13 y Frp23
respectivamente). Los geles se tifieron con azul Coomassie (A) o0 se
transfirieron a nitrocelulosa y suero de ratdn anti-His6 Inmuno-
detectado.

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

Figura 7. Purificacién de FHAB 2/3° de extractos de E. coli
B121DE3. (A) Pasos principalas en el proceso de purificacién. (B)
Analisis SDS-PAGE de fracciones de protelna amplificadas en
diferentes pasos del proceso de purlficaclén.

Figura 8. Actividades de blogqueo de adhesidn de anti-sueroc
dirigtdo contra FHAB 2!3-", Hap, domlnio pasajero Hap, Hsf y
antigenos del dominio pasajero Hsf de N. meningitidis.

Figura 8. Un gel tefildo con Coomassie mostrando |los niveles

46
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de expreslén de Hsf, TbpA y NspA en las preparaciones de la
vesicula de membrana exterior derivada de diferentes cepas de N.
meningitidis. Carril 1 - marcadores de peso molecular; carrll 2 -
vesicuias de la membrana exterior preparadas de la cepa H44/768 en
la cual los polisacaridos capsulares fueron regulados de manera
descendente; carril 3 — vesiculas de membrana exterior preparadas
de la cepa H44/78 en la cual los polisacarldos capsulares y PorA
fueron regulados de manera descendente; carril 4 — vesiculas de
membrana exterior preparadas de la cepa H44/76 en la cual los
polisacaridos capsulares y PorA fueron regulados de manera
descendente y Hsf fue regulado de manera ascendente; carril 8-
vasiculas de membrana exterior preparadas de la cepa H44/76 en la
cual los pollsacaridos capsulares y PorA fueron regulados de manera
descendente y ThpA fue regulado de manera ascendente; carril 7 -
vesiculas de membrana exterior preparadas de la cepa H44/76 en la
cual los polisacaridos capsulares y PorA fueron regulados de manera
descendente y TbpA y Hsf fueron regulados de manera ascendente;
carril 8 - vesiculas de membrana exterior preparadas de la cepa
H44/76 en la cual los pollsacaridos capsulares y PorA fueron
regulados de manera descendente y TbpA y NspA fueron regulados

de manera ascendente.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invenciéon describe combinaciones particulares de

Ty
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antigenos Neisserial que cuando se combinan, conducen a un
mejoramiento sorprendente de I|la eaficacia de ia vacuna contra
infeccion Neisserlal.

Las Infecclones Neisserial progresan a través de varias
diferentes etapas. Por ejeamplo, el ciclo de vida meningocbcica
involucra colonizacién nasofaringea, adheslén mucosal, cruzamiento
dentro de la corriente sangufnea, multipllcacién en I|a sangre,
induccién de choque téxico, cruce de ia barrera sangre/cerebro, y
multiplicaclon en el fluido cerebroesplnal y/o las meninges.
Diferentes molédculas sobre ia superficie de las bacterias estaran
involucradas en diferentes pasos del ciclo de la infeccidn. La
activaclén de la respuesta inmune contra una cantidad efectiva de
una combinacién de antigenos particulares, se Involucra en
diferentes procesos de Infecclién Neisserial, una vacuna Nelsserial
son una sorprendantemente alta eficacia puede ser lograda.

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

infecciébn Nelsserial, en donde se actlva mas de una funcién de la
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bacteria a través de la respuesta inmune en una forma Optima.

La eficacia de las vacunas puede ser evaluada a través de una
variledad de ensayos. Los ensayos de proteccldn en modelos de
animales con bien conocidos en |la técnica. Ademéas, el ensayo
bactericida de suero (SBA) es el marcador inmunoldgico mas
comunmente acordado para estimar l|la eficacia de una vacuna
menlingocécica (Perkins y otros, J. Infect. Dis. 1888, 177:683-681).

Algunas comblinaciones de antigenos (por sjemplo,
combinaciones de clertas proteinas autotransportadoras y clertas
proteinas de adqulsicién de hierro) pueden conducir hacia una
protecciébn mejorada en ensayos de modelos de animales y/o
dosificaclones SBS sinerglisticamente mas altas. Sin desear estar
ligado por teoria, dichas combinaciones sinergisticas de antigenos
son habilitadas medlante un nimero de caracteristicas de la
respuesta inmune a la combinacién de antigenos. Los antigenos
mismos son usualmente expuestos en la superficie sobre las células
Neisserial y tienden a ser conservades, pero también tienden a estar
presentes en una cantidad suficiente en la célula de superficle para
quea una raespuesta bactericida 6ptima tome lugar utllizando
anticuerpos provocados contra el antigeno solo. Al comblnar los
antigenos de la Invencién puede dar como resultado una formulacién
que provoca una combinacidén ventajosa de anticuerpos bactericidas
que interactuan con la célula‘ Neisserial mas alla de un umbral
critlco. En este nivel critico, suficientes anticuerpos de suficiente

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

Ya que los ensayos bactericidas de suero {SBA) estrechamente
raflejan |la eficacia de los candidatos de vacuna que logran buenas
dosificaciones de SBA a través de una combinacién de antigenos es
una buena indicacldn de la eficacia protectora de una vacuna que
contiene esa combinacién de antigenos. La invencidén se refisre al
uso de una combinacién de dos antigenos ya sea alslados o©
enriguaecidos en una mezcla de otros antigenos. Cuando se
cambinan, dichas combinaciones de antigenos interactuan
ventajosamente, y preferiblemente sinergisticaments provocan una
respuesta inmune que s mas alta en términos de actividad
bactericida (por ejemplo, segun medido a través del ensayo
bactericlda de suero o SBA), y preferlblemente mas alta que Ia
respuesta aditiva provocada por los antigenos individualmente, mas
praferiblemante poar un factor de por lo menos 1.2, 1.5, dos, tres,
cuatro, cinco, ssis, siete, ocho, nueve, mas preferiblemente por un
factor de por lo menos diez.

Una ventaja adicional de |la invencidn es que la combinacidn de
antigenos de la Invencion de diferentes familias de protelnas en una
composicion inmunogénica puede habllitar la protecciéon contra un
rango mas amplio de cepas.

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

de por lo menos dos diferentes categorias de proteina, que tienen
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diferentes funciones dentro de Neisseria. EJemplos de dichas
categorlas de proteinas son adhesinas, protefnas
autotransportadoras, toxinas, proteinas de membrana exteriores
integrales, y protelnas de adquisiclén de Fe. Las combinaciones de
vacunas de la Invencién muestran una sorprendente mejora en la
eficacia de la vacuna contira cepas Nelsserial homélogas (cepas a
partir de las cuales los antigenos se derivan) y preferiblemeante
también contar cepas Neisserial heterdlogas.

La invencldn proporciona composiciones inmunogénicas que
comprenden por lo menos o exactamente dos, tres, cuatro, cinco,
sels, slete, ocho, nuevo o diez diferentes antigenos selecclonados de
por lo menos o exactamente dos, tres, cuatro o las cinco categorias
de antigenos seleccionados de los siguientes:

e por lo menos una adhesina Neisserial,

por lo menos una autotransportadora Neisserial,

por lo menos una toxina Neisserial,

por lo menos una protelna de adquisicién de Fe Neisserlal;

s por lo menos una protelna asociada con la rhembrana
Nelsserlal (preferlblemente protelna de membrana exterior,
particularmente protelna de membrana exterior integral).

Preferiblemente, la invencién properciona composiclones
inmunogénicas que comprenden por lo menos o exactamente, dos,
tres, cuatro, cindo, seis, siete, ocho, nueve o diez dlferentes
antigenos Neisserla. Mas profariblemente estos én_t!ganos se

seleccionan del por los menos o exactamente dos, tres, cuatro o

N1
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cinco grupos de protelnas seleccionados a partir de lo slgulente:

« por lo manos una adhesina Neissarial selaccionada del grupo
que consiste de FhaB, NspA, PilC, Hsf, Hap, MafA, MafB, Omp286,
NMB 0315, NMB 0995, NMB 1118 y
NadA;

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

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

e por o menos una proteina de adquisicién de Fe Neisserial
seleccicnada del grupo que consiste de TbpA, TbpB, LbpA, LbpB,
HpuA, HpuB, Lipo28 (GNA2132), Sibp, NMB0964,
NMBO0293, FbpA, Bcp, BfrA, BfrB y P2086 (XthA); y

e por lo menos una proteina asociada con membrana
Neisserial, praferiblemente protelna de membrana exterior,
particularmente proteina de membrana exterior integral, seleccionada
del grupo que consiste de PilQ, OMPB85, FhaC, NspA, TbpA, LbpA,
TspA, TspB, TdfH, PorB, MItA, HpuB, HimD, HIsD, GNA1870, OstA,
HIpA (GNA1948), NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB
1853, HtrA, y PIdA (OmplA).

Los antigenos de la presents invencién todos estan aislados,
significando que estén alterados a través de |la mano del hombre.
Preferiblemente estan purificados el algun grado, mas

preferiblemente mas de 40, 50, 80, 70, 80, 80, 85, o 88% puros
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{antes de la combinaciédn con los otros componentes de las
composiciones inmunogénicas de la invencién).

Praferiblemente |la composicion inmunogénica de la Invenclén
comprende por lo menos una adhesina Nelsserial y por lo menaos un
autotransportador Neisserial y opcionalmente una toxina Neisserial,
una protelna de adquisiclén de Fe Neisserial o una protelna de
membrana asoclada con |la membrana Neissarial (preferiblemente
proteina de membrana exterior integral). Preferiblemente, los
antigenos se seleccionan del los antigenos nombrados
anteriormeante.

Preferiblemente, la composicidn inmunogénica de la Invencién
comprende por lo mencs una adheslina Neisserial y por lo menos una
toxina Neissarial y opcionalmente un autotransportador Naisserial,
una protelna de adguisicién de Fe Nelsserlal, o una protelna
asociada con membrana Neissarlal (preferiblemente proteina de
membrana exterior integral). Preferlblemente, los antigenos se
seieccionan del los antilgenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la Invencidn
comprende por lo menos una adhesina Neisserial y por lo menos una
proteina de adquisicidn de Fe Neisserial, y opcionalmente una toxina
Naisserial o una protselna asociada con membrana Neisserial
(prefariblemanta protelna de membrana exterior Integral).
Preferiblemente, los antigenos se seleccionan del los antigenos
nombrados anteriorments.

Preferiblemente, la composhiciOn inmunogeénica de la Invencion
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comprende por lo menos una adhesina Neisserlal y por lo menos una
protelna asociada con membrana Neisserial (preferiblemente
protelna de membrana exterior integral) y opcionalmente una toxina
Neisserial, una proteina de adquisiciobn de Fe Neisserial, o un
autotransportador Neisserial. Preferlblementa., los antigenos se
seleccionan del los antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicién inmunogénica de la Invencion
comprende por lo menos un autotransportador Nelsserial y por lo
menos una toxlna Neisserfal y opclonalmente wuna adhesina
Neisserlal, una protelna de adquisicidn de Fe Neisserial o una
proteina asociada con membrana Neisserlal (preferiblemente
protalna de membrana exterior integral). Preferiblemente, Ilos
antigenos se seleccionan del los antigenos nombrados
anteriormente.

Preferiblemants, |la composicién inmunogénica de la invencidn
comprende por lo menos un autotransportador Nelisserial y por lo
menos proteina de adquisicion de Fe Neisserial, y opcionalmente una
adhesina Nelisserlal, una toxina Neissarial, o una protelna asociada
con membrana Neisserial (preferiblementa protelna de membrana
exter.lor integral). Preferiblemente, los antilgenos se selecclonan del
los antlgenos nombrados anteriormente.

Prefariblemente, la composicién inmunogénica de |la invencion
comprende por lo menos un autotransportador Neisserial y por lo
maenos una protelna asoclada con membrana Neisserial

(preferiblemente protelna de membrana exterior Integral) vy

B



10

15

20

25

17

opclonalmente una adhesina Neisserial, o proteina de adquisicion da
Fe Neisserial o una toxina Neisserial. Preferiblemente, los antigenos
se selaccionan del los antigenos nombrados anterlormente.

Preferiblemente, |la composicién inmunogénica de la invencidn
comprende por lo menos una toxina Neisserlal y por lo menos una
proteina de adquisicién de Fe Neisserial y opcionalmente una
adhesina Neisserial, un autotransportador Neissarial o una protaina
asociada con membrana Naeisserial (preferiblemente protelna de
membrana exterior Integral). Preferiblemante, los antigenos se
selaeccionan del los antigenos nombrados anteriormente.

Preferiblemente, la composicléon inmunogénica de la invencidn
comprende por lo menos una toxina Nelsserial y por lo menos una
protelna asociada con membrana Neisserial (preferiblemente
protelna de membrana exterlor integral) y opcionalmente una
adhesina Neisserial, un autotransportador Neisserial o una toxina
Nelisserlal. Preferiblemente, los antlgenos se seleccionan del los
antlgenos nombrados antariormente.

Preferiblemente, |la composicién inmunogénica de |la invancidn
comprende por lo menos una protelna de adquisicion de Fe
Neisserial y por lo menos una protefina asociada con membrana
Neissarial (preferiblemente proteina de membrana exterior integral) y
opcionalmente wuna adhesina Nelsserial, un autotransportador
Neisserial o una toxina Neisserial. Preferiblemeante, los antigenos se
seleccionan del los antigencs nombrados antariormente.

Preferlblemente los cinco grupos de anfigeno se representan
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en la composiciéon inmunogénica de la invencidn.

En donde una proteina eastd especificamente mencionada aqul,
es preferiblemente una refersncia a una protelna de longitud
completa, nativa, y a sus variantes naturales (es decir, a una
protefna nativa que se obtiene de una Neisserial, preferiblemente
cepa menlngocécica) pero también puede abarcar f{ragmentos
antigénicos de la misma (particularmente en el contexto de vacunas
de subunidad). Estas son fragmentos (por lo general especificamente
descritos aqui) que contienen o comprenden por lo menos 10
amlnoacidos, preferiblemente 2°0 aminoacldos, méas preferiblemente
30 aminoéacidos, mas preferiblemente 40 aminoacidos o de
praferencia 50 aminoéacidos tomados contiguamente de secuencias
de aminoéacido de la proteina. Ademas, los fragmentos antigénicos
denotan fragmentos que son inmunolbégicamente reactivos con
anticuerpos generados contra las proteinas de longltud completa
Nelsserial o con anticuerpos generados a través de infaccién de un
huésped mamifero con Neissarla. Los fragmentos antigénicos
también incluyen fragmentos que cuando se administran a una dosis
efectiva, provocan wuna respuesta protectora contra Infeccidn
Neisserial, mas preferiblemente son protectoras contra N.
meningitidis y/o N. gonorrhoeae, mas preferlblemente son
protectores contra infeccidn del serogrupo B por N. meninglitidis.

También se Incluyen en la Invenclén proteinas de fusidn
recombinantes de proteinas Nelsserial de la invencién, o fragmentos

de las mismas. Estas pueden combinar diferentes protelnas

6
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Neisserial o fragmaﬁtos de las mismas en e! mismo polipéptido.
Alternativamante, la invencién tambiédn incluye protelnas de fusidn de
protefnas Neisserial o fragmentos de las mismas, como una protelna
de fusion con secuencias heterélogas tales como un proveedor de
epitopos de células T o etiquetas de purificacidén, por ejemplo, B-
galactosidasa, glutationa-S-transferasa, proteinas fluorescentes
verdes (GFP), etiquetas de eplitopo tales como FLAG, etiqueta myg,
poli histidina, o proteinas de superficle virales tales como
hemaglutinina de virus de influenza, anatoxina del tétanos, anatoxina

de difterla, CRM187.

Antigenos de la Invenclén

¢

Las refarancias NMB se raefieren a nimeros de referencia de

sacuencias que puaden ser accedidas a partir de www.neisseria.org.

1. Adhesinas

Las adhesinas incluyen FhaB (W098/02547), NadA (J. Exp. Med
(2002) 185:1445; NMB 1884), Hsf también conocida como NhhA
(NMB 0882)(W088/31132), Hap (NMB1885)(W098/55873),
NspA(W096/29412), MafA (NMB 0652) y MafB (NMB 0643) (Annu Rev
Cell Dev Biol. 16; 423-457 (2000); Nature Biotech 20;814-821
(2002)), Omp26 (NMB 0181), NMB 0315, NMB 0895, NMB 1118 y PIlC
(Mol. Microbiol. 1897,23; 879-892). Estas son protelnas que estan
involucradas en la unién de Neisserla a la superficie de células

huésped. Hsf es un eJemplo de una adhesina, asl como también una

T
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protelna autotransportadora. Las composiciones inmunogénicas de la
invenclén pueden por consiguiente incluir combinaciones de Hst vy
otras protelnas autotransportadoras en donde Hsf contribuye en su
capacidad como una adhesina. Estas adhesina-s pueden derivarse de
Neisseria meaningitidis o Neisseria gonorrhoeas u otras cepas de
Neisseria. La invencién tambiédn Incluye otras adhesinas de

Neissearia.

FhaB

Este antlgeno ha sido descrito en W0OS88/02547 SEC ID NO: 38
(nuclebtidos 3083-8025) — ver también NMB0487. Los inventores de
la presente han encontrado a FhaB como siendo particularmente
efectivo en la induccién de anticuerpos anti-adhesivos solos y en
particular con otros antlgenos de !a invencién. Aunque se puede
utillzar FhaB de longitud completa, los Inventores han encontrado
que los truncados C-terminal particuiares son sorprendentemente por
lo menos tan efectivos y preferiblemente aun méas efectivos en
términos de efecto Iinter-cepa. Dichos truncados también han
mostrado ventajosamente ser mucho mas faciles de clonar. Los
truncados FhaB de l|la Invencién tipicamente corresponden a dos
tercios de N-terminal de |la molécula FhaB, preferiblemente el nuevo
C-término slendo situado en la posicién 1200-1800, mas
preferiblemente en la poslcién 1300-1500, y mas prefariblemente an
la posiciobn 1430-1440. Las modalidades especificas tiene el C-

término en 1433 o 1436. Por consiguiente dichos truncados FhaB de
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la invencion y las vacunas que comprenden dichos truncados son
aspectos independientes de la presente invencion asl como siendo
componentes de las composiciones inmunogénlcas de combinacion
de la invencidn. El N-tdrmino también puede estar truncado hasta por

10, 20, 30, 40 o 50 amincécidos.

2. Protelnas autotransportadoras

Las protelnas autotransportadoras tipicamente estan hechas de
una secusencla de sefial, un dominio pasajero y un dominio de anclaje
para adherirse a |la membrana exterior. Ejemplos de proteinas
autotransportadoras incluye Hsf (W09.9131132) (NMB 0992), HMW,
Hia (van Ulsen y otros Immunol. Med. Microbiol. 2001 32; 53-84),
Hap (NMB1885) (w088/55873; van Ulsen y otros Immunol. Med.
Microbiol. 2001 32; 53-64), UspA, UspA2, NadA (NMB 18854)
(Comanducci y otros J. Exp. Med. 2002 195; 1445-1454), AspA
(Infection and Immunity 2002, 70(8); 4447-4461; NMB 1028), Aida-1
de tipo proteina, SSh-2 y Tsh. NadA (J. Exp. Med (2002) 185: 1445)
8s otro ejemplo de proteinas autotransportadoras, asfi como siendo
un adhesina. Las composiciones inmunogénicas de la invencién
pueden por lo tanto incluir combinaclones de NadA y adhesinas en
donde NadA contribuye en su capacidad como una protelna
autotransportadoras. Estas protelnas pueden derivarse de Neissaria
miningitidis o Neisseria gonorrhoeae u otras cepas de Nelsserial. La
invencidon también incluye otras proteinas autotransportadoras de

Neissearia.

9
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Hsf

Hsf tiene una estructura que es comfn con las protelinas
autotransportadoras. Por ejemplo, Hsf de la cepa H44/76 deN.
Meningitidis consiste de una secuencia de sefial hecha de 1-51
aminodcidos, una regidn principal en al térmlno amino de la protelna
madura (aminoacidos 52-479) que estid expuesta en la supearficie y
contiene regiones variables {aminoacidos 52-106, 121-124, 181-210,
y 230-234}, una regidén de cuello (aminoacidos 480-509), una region
alfa-hélice hidrofédblca (amlinoacidos 518-528) y un dominio de
anclaje en donde cuatro estructuras de cadena de transmembrana se
axtienden hacia al membrana exterior (aminoacldaos 538-581).

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

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

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

Los fragmentos preferidos de Hsf por lo tanto inciuyen la region
principal completa de Hsf, preferiblemente contenlendo Ilos
aminoacidos 52-473. Los fragmentos preferidos adicionales de Hsf
incluyen regiones expuestas en |a superficle de I|a principal
incluyendo una o mas de las siguientes secuencias de aminoacido:
52-62,76-93, 116-134,147-157, 157-175,189-211, 230-252, 252-270,
284-306, 328-338, 382-391, 408-418, 430-440 y 489-479. |

En donde Hsf esta presente en una preparacldn de veslicula de
membrana exterlor, puede ser expresada como Ila proteina de
longitud completa o preferiblemente como una varlante ventajosa
hecha de una fusidn de los aminoacidos 1-51 y 134-581 (produciendo
una protelna de membrana exterior madura de la secuencia de
aminoacido 134 al término C). Las formas preferidas de Hsf puede
estar truncadas para asl eliminar las regiones variables de la
proteina descrita en WO 01/55182. Las variantes preferidas podrian
Incluir la elimlnacién de una, dos, tres, cuatro o cinco regliones
variables comoc se define en WO 01/55182. Preferiblemente Ila
primera y segunda regién variable se elimina. Las variantes
preferidas podrfan elimlnar residuos de entre la secuencia de
aminoécido 52 a la 237 o de la 54 a la 237, mas preferiblements
eliminar residuos entre el aminoacido 52 al 133 o del 55 al 133. La

proteina madura podr(a carecer del péptido de sefal.

gt
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Hap

El analisis por computadora de [a protelna de tipo Hap de
Neisseria meningitidis revelé por Ilo menos tres dominios
estructurales. Considerando la secuencia de tipo Hap de la cepa
H44/76 como una referencia, el Dpominio 1, comprende el aminoacido
1 a 42, codifica un péptildo de sefial dependiente de sec
caracteristico de Ila familia auto-transportadora, el Dominico 2,
comprende los aminoacidos 43 a 950, codifica el dominio pasajero
probable de ser expuesto en |a superficie y accesible al sistema
inmune, el Dominio 3, comprende los residuos 851 al término C
(1457}, se pronostica que codifica cepas beta que probablemente se
ensambian dentro de la estructura de tipo barril y que van a ser
ancladas en Ila membrana exterior. Dicho dominlo 2 serd
procbablemente expuesto en la suparficie, bien conservado (mas de
B0% en todas las cepas probadas) y podria ser producido como
antigenos de subunidad en E. coll, representa candidatos de vacuna
interesantes. Ya que los dominios 2 y 3 probablemente van a estar
expuestos en la superficie, estadn bien conservados (Pizza y otros
(2000), Science 287: 1816-1820), representan candidatos de vacuna
interesantes. El dominio 2 es conocido como el dominio pasajero.

Las composiclones inmunogénicas de I|a Iinvencién pueden
comprender la protelna Hap de longitud completa, preferiblemente
incorporada dentro de una preparacion OVM. Las composiciones
inmunogénicas de la invencién también pueden comprender el

domino pasa)ero de Hap el cual en la cepa H44/76 esta compuesto

52
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de los residuos de aminoacido 43-950. Este fragmento de HAP podria
ser particularmente ventajosamente utilizado en una composicién de
subunidad de la invencién. La secuencia anterior para el dominio
pasajero de Hap puede extenderse o truncarse a travées de hasta 1,
3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 o 30 aminoécidos en cualquiera o ambos

tarminos N o C.

3. Protelnas de adquisicién de Hierro

Las protelnas de adquisicién de hierro incluyen ThpA {NMB
0461) (W082/03467, US5812336, wW093/06861 y EP586266), TbpB.
(NMB 0460)(W093/06861 vy EP5862668), LbpA (NMB 1540) (Med
Mlicrobiol (1999) 32: 1117), LbpB (NMB 1541) (WO0/98/081786),
HpuA(U73112.2) (Mol Microbiol. 1997,23; 737-749), HpuB
(NC_003116. 1) (Mol Microbiol. 1887,23 ;737-749), P2086 tambien
conoclda como XthA (NMB 0398) (13""*International Pathogenic
Neisseria Conference 2002), FbpA (NMB 0634), FbpB, BfrA (NMB
1207), BfrB (NMB 1206), Lipo28 tambien conocida como GNA2132‘
(NMB 21132), Sibp (NMB 1882), HmbR, HemH, Bcp (NMB 0750),
protelna de permeasa transportadora ABC de Hierro(lll) (Tettelin y
otros, Sclence 287; 1808-1815 2000), transportadora-periplasmica
ABC de Hierro(lll) (Tettelin et al Science 287; 1809-1815 2000),
receptor dependiente de TonB (NMB 08684 y NMB 0293) (Tettal_ln
otros, Science 287 ; 1809-1815 2000) protelna relacionada con
proteina de unién a transfarina {(Tettelin y otros, Science 287;1809-

1815 2000). Estas protelnas pueden derivarse de Neisseoria
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meningitidis, Nelsseria gonorrhoeas, y otras cepas Neisserial. La
invencion también incluye otras protelnas de adquisiclén de hierro de

Neissaria.

TbpA

TbpA interactia con TbpB para formar un complejo de protelna
en la membrana exterior de Neisseria, |a cual se une a transferina.
Estructuralmente, TbpA contiena un dominio N-terminal intracelular
con una caja TonB y dominio promotor, cepas beta de transmembrana
multiples senlazadas a través de un bucle intracelular corto vy
extracelular mas largo.

Se han distinguido dos familias de TbpB, que tienen un peso
molecular alto y un peso molecular bajo respectivamente. Las formas
de peso molecular alto y bajo de TbhpB se asocian con diferentes
familias de TbpA que son distinguibies sobre |la bases de homologla.
A pesar del peso molecular similar, son conocidas como las famitas
de peso molecular alto y peso molecular bajJo debldo a su asociacidn

con la forma de peso molecular alto bajo de TbpB (Rokbi y otros,

FEMS Microbiol. Lett. 100; 51, 1993). Los términos TbpA(alto) y

TbpA(bajo) sa utilizan para referirse a estas dos formas de TbpA, y
similarmente para TbpB. Las composiclonas inmunogénicas de Ia
invencion puedan comprender TbpA y TbpB de los serogrupos A, B,
C,Y y W-135 de N. maeningitidis asl como protelnas de adquisicidn
de hierro de otras bacterias Incluyendo N. gonorrhoeae. Las

protelnas de unién a transferina TbpA y TbpB también han sido
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referldas como Tbp1 y Tbp2 respectivamente (Cornelissen y otros
Infection and Immunity 85; 822, 1897).

TbpA contlene variaé raglones distintas. Por ejemplo, en el
caso de TbpA de la cepa H44/76 de N. meningitidis, los 188
aminoacidos del término amino forman un dominio globular interno,
22 cepas beta se extlenden en Ila membrana, formando una
estructura de barril beta. Estas estan enlazadas a través de bucles
intracelulares cortos y bucles extracelulares largos. Los bucles
extracelulares 2, 3, y 5 tiene el grado mas alto de variabilidad de
secuencia y el bucle 5 asta expuesto en la superficie. Los bucles Sy
4 estan involucrados en la unidén a ligando.

Los fragmentos preferidos de TbpA incluyen los bucles
extracelulares de ThpA. Al utilizar la secuencla de TbpA de |la cepa
H44/76 de N. meningitidis, estos bucles corresponden a los
aminoacidos 200-202 del bucle1, los amlnoacidos 226-303 del bucle
2, los aminoéacidos 348-385 del bucle 3, los aminoacidos 438-471 del
bucle 4, los aminoécidos 512-576 del bucle 5, los aminoacidos 809-
825 del bucle 8, los aminoacidos 661-671 del bucle 7, Ilos
aminoacidos 707-723 de! bucle 8, los amincacidos 768-780 del bucle
8, los aminoAcidos 814-844 del bucle 10 y los aminoacidos 872-803
del bucle 11. Las secuencias correspondientes, despues de la
alineacién de secuencia, en otras protelnas Tbp tambiédn podrian
constituir fragmentos preferidos. Los fragmentos mas preferidos
podrlan inclulr las secuencias de aminoacido que constituyen el

bucle 2, el bucle 3, el bucle 4, o el bucle 5 de Thp.
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Cuando las composiciones Inmunogénicas de [a invencidn
comprenden TbpA, es preferible Incluir ambos TbpA(alto) vy
TbpA(bajo).

Aunque TbpA preferiblemente se presenta en la vacuna OMV,
tamblién puede ser parte de una vacuna de subunidad. Por ejemplo,
las proteinas de adquisicién de hierro que podrian ser introducidas
en una composiclén inmunogénica de Ila invencién son blen
conocidas en la técnica (WO 00/25811). Estas pueden ser
expresadas en un huésped Dbacteriano, extraldas utilizando
detergente (por ejemplo 2% de Elugent) y purificadas a través de
cromatografia de afinidad o utilizando técnicas de cromatografia de
columna estandares bien conocidas en la técnica (Oakhill y otros,
Biochem J. 2002 383; 613-6).

Cuando TbpA esta presente sn una vacuna OMV, su expresidn
puede ser regulada de manera ascendente a través de técnicas
genéticas discutidas aquf, o puede preferlblemente ser regulada de
manera ascendente a través de! crecimiento de la cepa padre bajo
condiciones de limitacién de hlerro como se descrilbe méas adelante.
Este proceso también dara como resultado la regulacién ascendente
de las proteinas reguladas aen hierro, particularmente FrpB, la cual
se convierte en inmunodominante y es por conslguiente ventajosa
para regular de manera descendente la expresibn de (y
preferiblemente eliminar los genes que codifican) dichas protelnas
(particularmente FrpB) como se descrlbe mas adelante, para

asegurar que la composicién inmunogénica de la invencién provoca

8¢
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una respuesta inmune contra los antlgenos presentes en un amplio
rango de cepas Neisserial. Se prefiere tener ambas, TpbA(alta) y
TpbA(baja) presentes an la composicién inmunogénica y as prefarible
lograrlo a través de la combinacién de OMVs derlvados de dos

cepas, que expresan las formas alternativas de TpbA.

4. Toxinas

Las toxinas incluyan FrpA (NMB 0585; NMB 1405), FrpA/C (ver
definiciéon a continuacién), FrpC (NMB 1415; NMB 1405)
(W082/01460), NM-ADPRT (NMB 1343) (13"¥° International
Pathogenic Neisseria Conference 2002 Masignani y otros p 135),
VapD (NMB 1753), lipopolisacarido (LPS; tamblén Illamado
lipooligosacdarido LOS) inmunotipo L2 y inmunotipo L3. LPS FrpA y
FrpC contienen una regidn que estd conservada entre estas dos
protefnas y un fragmento preferido de las proteinas podria ser un
polipéptido que contiene este fragmento conservado, preferiblemente
comprendiendo los aminoAcidos 227-1004 de la secuencia FrpA/C.
Estos antigenos puede derivarse de Neisserla meningitidis o
Neisseria gonorrhoeae y otras cepas Neisseria. La invenciéon tamblién
incluyea otras toxinas de Neisseria. En una modalldad alternativa, las
toxinas pueden Iincluir antigenos involucrado en la regulaciéon de Ia
toxicidad, por ejemplo OstA el cual funciona en la sintesis de

lipopolisacaridos.

37
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FrpA y FrpC

Neisserla meningitidis codifica dos proteinas RTX, referidas
como FrpA y FrpC secretadas dependiendo de ia limitaciéon del hierro
(Thompson y otros, (1993) J. Bacterlol. 175: 811-818; Thompson y
otros, {1883) Infect. Immun. 61: 2906-2911). La familia de protelnas
RTX (Repeticlén de ToXin) que tiene en comian series de 8
repeticionas de aminodacido cerca del término C con el consenso: Leu
Xaa Gly Gly Xaa Gly (Asn/Asp) Asp Xaa.

(LXGGXGN/yDX). Las repeticionas en E. coll HlyA se cree que
son el sitio de unién Ca2+. Como se representa en la Figura 4, las
protelnas meningocéclcas FrpA y FrpC, como se caracterizan en la
cepa FAM20, comparten una extensiva similitud de aminodacido en
sus regiones central y C-terminal pero una similitud muy limitada (si
hay alguna) en el tdrmino N. Ademas, las regidn conservada entre
FrpA y FrpC exhiben algo de polimorfismo debido a la repeticién (13
veces en FrpA y 43 veces en FrpC) de un motivo del aminoacido 9.

Las composiciones inmunogénicas de la invencién pueaden
comprender la FrpA y/o FrpC de longitud completa o preferlblemente,
un fragmento que comprende la secuencia conservada entre FrpA y
FrpC. La secuencia conservada esta formada de wunidades de
repeticidn de 9 amincAcidos. Las composiclones inmunogénicas de la
invenclén preferlblemente comprenderan mas de tres repeticiones,
mas de 10 repseticiones, mdas de 13 repeticiones, mas de 20
rapeticiones o mas de 23 repeticionas.

Dichos truncados tienen propledades ventajosas sobre las

28




10

15

20

25

31

moléculas de longitud completa y vacunas que comprenden dichos
antigenos de un aspeacto independiente de la invencién tal comao se
vanden como estando incorporados en |las composiciones
Inmunogénicas de la invencion.

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

30 aminoacidos en cualqulera o ambos términos N o C.

LPS

LPS (lipopolisacarido, también conocido como LOS -
lipooligesacéarido) es la endotoxlna en Ia n-wmbrana exterior de
Neissearia. La porclén de pollsacarido de LPS se sabe que Iinduce
anticuerpos bacterianos.

La heterogeneicidad entre la porcion del oligosacarido de LPS
genera una diversidad estructura y antigénica entre las diferentes
cepas naisserial (Griffiss y otros Inf. Immun. 1887; 55: 1782-1800).
Esta se ha utilizado para subdividir cepas meningocéclcas en 12
inmunotipos (Scholtan y otros J Med Microbiol 1984, 41: 236-243).
Los inmunotipos L3, L7 y L9 son inmunclégicamente idénticos y son
estructuralmente similares (o aldn el mismo) y por lo tanto han sido

designados 13,7,8 (o, para los propb6sitos de esta especificacion,
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genéricamente como “L3"). El LPS meningocécico L3,7,9 (L3), L2 ¥y
L5 pueden ser modificados a través de sialilaclén, o a través de la
adicion de acido 5'-monofosfato-N-acetlineuramlinico de citidina.
Aunque los LPS L2, L4 L8 son Inmunolégicamente distinguibles, son
estructuralmente similares dentro del alcance de la invencién. Ver
M.P. Jennings y otros, Microbiology 1988, 145, 3013-3021 y Mol
Microblol 2002, 43:931-43 para una ilustracldn adlcional de la
estructura y heterogenicidad de LPS.

Cuando se incluye LPS, preferiblaments LPS meningocdclco en
una vacuna de la invencién, preferiblemente y ventajosamente
cualquiera ¢ ambos de los inmunotipos L2 y L3 estdn presentes. LPS
esta preferiblemente presente en |la vesicula de la membrana sxterior
(preferiblemente cuando la veslcula se extrae con un bajo porcentajs
de detergente, mas preferiblemente 0-0.5%, 0.02-0-4%, 0.04-0. 3%,
0.06-0.2%, 0.0B-0.15% o 0.1%, mas preferiblemente deoxicolato
[DOC] pero también puede ser parte de una vacuna de subunidad.
LPS puede ser alslado utilizando procedimientos blen conocidos
incluyendo el procedimliento de agua caliente-fenol (Wesphal y Jann
Meth. Carbo. Chem. 5; B3-91 1865). Ver tambien Galanos y otros
1969, Eur J Biochem 8: 245-248, y Wu y otros 1887, Anal Bio Chem
180: 281-2B9. LPS puede ser utilizado claro o conjugado a una
fuente de epitopos de célula T como anatoxina de tétano, anatoxina
de difteria, CRM-197 o proteinas de membrana exterior OMV. Las
tdcnicas para conjugar LOS alslados también son conocidas (ver por

ejeamplo EP 841738 Incorporada aquf por raeferencia).
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Cuando LOS (en particular los LOS de la invencidén) estan
presentes an una formulacién de ampolla los LOS westan
preferiblemente conjugados in situ a través de métodos que parmitan
la conjugacién de LOS con una o mas protelnas de membrana
exteriores también presentes en la preparaclén de la ampolla (por
ejemplo, PorA o PorB en meningococos).

Est_e proceso puede ventajosamente mejorar la estabilidad y/o
inmunogeneicidad (proporcionando ayuda de célula T) ylo
antigeneicidad del antigeno LOS dentro de la formulacién de
ampolla, de esta manera dando ayuda de célula T para el
Inmunégeno de ollgesacarido independiente de T en su conformacidn
mas protectora, segun LOS en su ambiente natural en la superficie
de la membrana exterior meningocécica. Ademaéas, la conjugacién de
LOS dentro de I|a ampolla puede dar como resultado una
desintoxicacldn de LOS (la porcidn A del IlIpido siendo establemente
enterrada en la membrana exterior y de esta forma estando menos
disponible para causar toxicidad). De esta forma Ioslmétodos de
desintoxicacidn mencionados aqul de aistamiento de ampollas de
mutantes htrB- o msbB", o a través de la adiciobn de un equivalente
funcional de péptido no téxico de polimixina B [una molécula con alta
afinildad al LIpido A] a la composicién (ver WO 93/14115, WO
95/03327, Velucchi y otros (1987) J Endotoxin Res 4: 1-12, y EP
976402 para detalles adiclonales de wequivalentes de péptido
funcional no toéxicos, de polimixina B, particularmente el uso del

péptido SAEP 2 (de la secuencia KTKCKFLKKC en donde 2 cisteinas

Gt
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forman un puente de disulfuro)) pusden no ser regueridos (pero |los
cuales pueden ser agregados en combinacién para una seguridad
adicional). De esta forma las inventores han encontrado que una
composicién que comprende ampollas en donde LOS estad presente

5 en las ampollas ha sido conjugada en una forma intra-ampolla con
las proteinas de |la membrana exterior también presentes en la
arﬁpolla pueden formar las bases de una vacuna para el tratamlento
o prevencidon de enfermedades causadas por el organismo a partir
del cual las ampollas han sido derivadas, en donde dicha vacuna es

10 substancialmente no téxica y es capaz de inducir una respuesta
bactericida dependiente de T contra LOS en su ambiente nativo.

La Invencién por consiguiente ademas proporciona dicha
preparacién de ampollas meningoctcicas conjugadas de LOS Intra-
ampollas,

15 Dicha preparacién de ampollas puede ser aislada de la bacteria
en cuestién (ver WO 01/08350) y después sometida a quimicas de
conjugacién conocidas para enlazar grupos {(por eJemplo NH: o
COOH) en la porciébn del oligosacarido de LOS a grupos (por
ejemplo, NH; o COOH) en las proteinas de la membrana exterior de

20 la ampolla. Las técnicas de entrelazamiento utiifzando
glutaraldehldai, formaldehido, o mezclas de
glutaraldehido/formaldehido pueden ser utilizadas, pero se prefiere
que se utilicen qulmicas méas selectivas tales como EDAC o
EDAC/NHS (J. V. Staros, R. W. Wright y D. M. Swingle. Mejoramiento

25 a través de N-hidroxisuccinima de reacciones de acoplamiento
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medladas por carbodlimida soluble en agua. Qulmica Analitica 156:
220-222 (1988); y Técnicas de Bioconjugados. Greg T. Hermanson
(1996) pp 173-176). Otras quimlicas de conjugacién o tratamientos
capaces de crear enlaces covalentes entre LOS y moléculas de
proteina que podrian sear utilizadas se describen en EP 941738.

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

Preferiblemente mas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 79, 80, 90, o
B85% de los LOS presentes en las ampollas son
entrelazados/conjugados.

La conjugacién Intra-ampolla debera preferiblemente incorporar
1. 2 o los tres de los siguientes pasos del proceso: la conjugacién
del pH deber& ser mayor de pH 7.0, preferiblemente mayor de o igual
a un pH de 7.5 (més preferiblemente bajo un pH 9); condiciones de
1-5% preferiblemente 2-4% mas preferiblemente alrededor de 3% de
sacarosa deberdn ser mantenidas durante la reaccién; al NaCl
deberd ser minimizado en la reacclon de conjugacidn,
preferiblemente por debajo de 0.1M, 0.05M, 0.01M, 0.005M, DO.001M,
y mas preferiblemente no estar presente para nada. Todas estas

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

El proceso de conjugacion EDAC/NHS es un proceso preferido
para conjugacién intra-ampolla. EDAC/NHS es preferido para
formaldehido el cual puede entreiazarse a muy alto grado, de esta
forma adversamente afecta la capacidad de filtracién, EDAC
reacciona con acidos carboxillcos (tales como KDO en LOS) para
crear un intermediario de éster activo. En presencla de un nucledfilo
de amina (tales como lislnas en las proteinas de membrana exterior
tal como PorB), se forma un enlace de amida con liberacién de una
isourea por producto. SIin embargo, la eficiencla de una reaccidn
mediada por EDAC puede ser incrementada a través de la formacién
de un intermediario de éster Sulfo-NHS. EI éster Sulfo-NHS
sobrevive en una solucién acuosa mas tiempo que el éster activo
formado de la reacciédn de EDAC solo con un carboxilato. De esta
forma, se pueden realizar rendimientos mas altos de formacién de
enlaces de amida utilizando este proceso de dos etapas. La
conjugacién EDAD/NHS se discute an J. V. Staros, R. W. Wright y D.
M. Swingle. El mejoramiento a travées de N-hldroxisuccinimida de
reacciones acopladas mediadas por carbodiimida solubie en agua.
Quimica analltica 156: 220-222 (1988); y Bioconjugates Techniques.
Greg T.Hermanson (1996) pp 173-176. Preferiblemente se utilizan
ampollas de 0.01-5 mg de EDAC/mg en la reaccion, mas
preferlblemente una ampoila de 0.05-1 mg EDAC/mg. La cantidad de
EDAC utilizada depende de la cantidad de LOS presente en la

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

Un proceso preferido de la invencién es por consiguiente un
proceso para producir LOS conjugados intra-ampolla (preferiblemente
meningocdcicos) que compranden los pasos de conjugaclidon de las
ampollas en presencia de EDAC/NHS a un pH de entre 7.0 y un pH
de 8.0 (prefariblemente alrededor de un pH de 7.5), en 1-5%
(preferiblemente alrededor de 3%) de sacarosa, y opcionalmente en
condiciones que substancialmente carecen de NaCl (como se
describié anteriormente), y aislando las ampollas conjugadas de la
mezcla de reaccion.

La reacclén puede ser seguida en geles de separacléon Western
de la mezcla de reaccién utilzando mAbs anti-LOS (por ejemplo, anti-
L2 o anti-L3) para mostrar el incremento del paro molecular de LOS
para una proporcién mayor de los LOS en las ampollas a medida que
el tiempo de reaccidn transcurre.

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

Se wencontré que EDC es un @excelente agente de
entrelazamiento Intra-ampolla, ya que entrelaza LOS a OMP
suficientemente para una Inmunogenicidad dependlente de T de LOS

majorada, pero no se entrelaza a é| a un alto grado que pueden
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ocurrir problemas tales como capacidad de filtraciéon, agregaclén vy
entrelazamliento Intra-ampolla. La morfologia de 1las ampollas
generadas es similar a aquella de ampollas no conjugadas (a través
de microscoplio electronico). Ademas, el protocolo anterior evité que
se presentara un entrelazamiento demaslado alto (el cual puede
reducir |la inmunogenicidad fe OMPs protectores presentes sobre la
superficile de la ampolla, por ejemplo TbpA o Hsf}).

Se prefiere que la cepa meningocécica se |la cual se derivan las
ampollas sea una cepa mutante que no puede producir el
polisacarido capsular (por ejamplo, una de las cepas mutantes
descritas anteriorments, en particular siaD’). También se prefiere
que las composiciones inmunogénicas efectivas contra la enfermedad
meningocoécica comprendan ambas, una ampolia L2 y una L3, en
donde las LOS L2 y L3 ambas se conjugan con las protelnas de
membrana exterior. Ademas, se prefiere que la estructura de LOS
dentro de la ampolla conjugada Intra-ampolla sea consistente con
ésta habiendo sido derivada de una cepa meningocécica IgtB" {(como
se describe m&s adelante). Mas preferiblemente las composiciones
inmunogénicas comprenden ampollas intra-ampolla-conjugadas:
derivadas de una cepa meningocdbcica mutante que no pueds
producir al polisacéarido capsular y as IgtB; comprendiendo ampollas
L2 y L3 derivadas de las cepas meningocdcicas mutantes que no
pueden produclr el polisacarido capsular; comprandlendo ampollas
L2 y L3 derivadas de las cepas meningocédcicas mutantes que son

IgtB; o mas preferiblemente comprendiendo ampollas L2 y L3
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derivadas de ias cepas meningocdcicas mutantes que no pueden
producir el polisacarido capsular y que son IgtB".

La cepa meningococica L3 tipica que pueden ser utllizada para
la presente invencidén es la cepa menB H44/76. Un cepa L2 tipica es
la cepa menu B16B6 o la cepa de tipo C meningocdcica 38E.

Como se manifesté anteriormente, las ampollas de la invencidn
han sido desIntoxicadas a un grado a través de l|la acciéon de la
conjugacién, y no necesitan ser desintoxicadas adicionalmente, sin
embargo los métodos de desintoxicacién adiclonales puedan
utilizarse para una seguridad adiclonal, por ejemplo utilizando
ampollas derivadas de una cepa meningocdcica que es hirB o msbB-
0 agregando un equlivalente funcional de péptido no téxico de
polimixina B [una molécula con alta afinidad al Lipido A]
(preferiblemente SEAP 2) a |la composicién de la ampolla {como se
describi® anteriormente).

En la forma anterior, las ampollas meningocobcica y las
composiciones inmunogénicas que comprenden ampollas son
provistas, las cuales tienen como un antigeno importante LOS, el
cual es substancialmente no téoxico, careca de problemas de
autoinmunidad, tiene un caracter dependiente de T, estad presente en
su ambiente natural, y es capaz de inducir una respuesta da
anticuerpo bactericlda contra mé4s de 80% de las cepas
meningocbdecicas (en el caso de composiciones L2+L3).

Preferiblemente I|a conjugacién LOS intra-ampolla debera

incorporar 1, 2, o los 3 siguientes pasos del proceso: la conjugacibn

17
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del pH debera ser mayor de un pH 7.0, preferibiemente mayor o igual
a un pH de 7.5 (mas preferiblemente un pH por debajo de 8), se
deberdn mantener condiciones de 1-5%, preferiblemente 2-4%, mas
preferiblemente alrededor de 3% de sacarosa durante la reaccldn:
NaCl debera se minimizado en la reacclon de conjugacién,
preferiblemente por debajo de 0.1M, 0.05M, 0.01M, 0.005M, 0.001M,
y méas preferlblemente no estar presente para nada. Todas estas
caracteristicas del proceso aseguran que las ampollas permanezcan
estables y en solucién a fo largo del proceso de conjugacién.

Aunque LOS puede ser conjugado dentro de las ampollas a
proteinas de membrana exterior a través de varias técnicas vy
quimicas, el proceso de conjugacléon EDAC/NHS es un proceso
preferido para la conjugaclén Intra-ampolla. EDAC/NHS es preferldo
para formaldehldo, el cual pusde entrelazarse a un alto grado, de
esta forma adversamente afecta |a calidad de filtracién. EDAC
reacciona con #Acidos carboxillcos para crear un intermediario de
éster activo. En presencia de un nucledfilo de amina, se forma un
enlace de amida con llberacién de una isourea por producto. Sin
embargo, la eficlencia de una reaccién mediada por EDAC puede ser
Incrementada a través de la formacién de un intermediario de éster
Sulfo-NHS. El éster Sulfo-NHS sobrevive en una solucion acuosa
méas tlempo que el é&ster activo formado de la reaccién de EDAC solo
con un carboxilato. De esta forma, se pueden reallzar rendimisntos
mas altos de formacién de enlaces de amida utilizando este proceso

de dos aetapas. La conjugacién EDAD/NHS se discute en J. V. Staros,
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R. W. Wright y D. M. Swingle. EIl mejoramiento a través de N-
hidroxisuccinimida dae reacclones de acoplamiento mediadas por
carbodiimida soluble en agua. Quimica analltica 158: 220-222
(1886); y Bloconjugates Techniques. Greg T.Hermanson (1886) pp
173-1786.

Un proceso preferido de la invencidén es por consiguiente un
proceso para la produccién de LOS conjugado intra-ampolla
(prafariblements meningocécica) que comprende los paso de
conjugar ampollas en presencia de EDAC/NHS a un pH de entre 7.0 y
un pH de 8.0 (preferiblemente alrededor de un pH de 7.5), en 1-5%
(praferiblemente alrededor de 3%) de sacarosa, y opcionaimente en
condiciones que substancialmente carecen de NaCl (como se
describié anteriormente), y aislando las ampeollas conjugadas de la
mezcla de reaccian.

Después de la reaccién debe seguir la separacion de geles de
la mezcla de reaccidén utilizando mAbs anti-LOS (por ejemplo, anti-L2
o anti-L3) para mostrar el incremento del peso molecular de LOS
para un proporcidbn mayor de LOS en !as ampc';llas cuando pasa el
tiempo de reaccidn.

Los rendimlentos de 898% de ampollas pueden ser recuperados
utifizando dichas técnicas. EDAC se ancontré que es un agents de
entirelazamiento de intra-ampollas axcelente en que entrelaza LOS a
OMP suficientemante para mejorar la inmunogeneicidad dependiente
de T de LOS, pero no se entrelaza a dicho alto grado que puedan

ocurrir problemas tales como una pobre capacidad de filtraclén y
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entrelazamiento inter-ampolla. Un entrelazamiento muy alte también
deberd wevitarse para aevitar cualquier disminucién en la
inmunogeneicidad de las OMPs protectoras naturalmente presentes

en la superficie de la ampolla, por ejemplo, ThpA.

5. Protelnas de membrana exterior integrales

Otras categorias de protelnas Nelsserial también pueden ser
candidatas para I|a inclusién en las vacunas Nelssarial de la
invencion y pueden ser capaces de comblnarse con otros antigenos
en una forma sorprendentemente efectiva. Las proteinas asocladas
de membrana, particularmente proteainas de membrana integral y méas
ventajosamente proteinas de membrana exterior, especialmente
proteinas de membrana exterior integral pueden ser utilizadas en las
composi_ciones de la presente invencién. Un ejemplo de dichas
protelnas es P1dA también conocida como Omp1A (NMB 0464) (WO
00/15801), !a cual es una protelna de membrana exterior de
fosfolipasa Nelsserial. Ejemplos adicionales son TspA (NMB 0341)
(Infect. Immun. 1899, 67; 3533-3541) y TspB (proteina que estimula
la célula T) (WO 00/03003; NMB 1548, NMB1628 o NMB 1747). Los
eJempios adicionates incluyen PilQ (NMB 1812) (W088/61620),
OMP85 — también conocida como D15- (NMB0182) (WO00/235983),
NspA (U52066) (W086/29412), FhaC (NMB 04868 o NMB 1780), PorB
(NMB 2039) (Mol. Biol. Evol. 12; 363-370, 19895), HpuB (NC_003116.
1), TdfH (NMB 1487) (Mjcrobiclogy 2001, 147; 1277-1280), OstA

(NMB0280), MItA tamblén conocida como GNA33 vy Lipo30

100
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(NMB0O033), HirA (NMB 0532; WO 98/55872), HimD (NMB 1302), HisD
(NMB 1l581), GNA 1870 (NMB 1870), HipA (NMB 1948), NMB 1124,
NMB 1182, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, TbpA (NMB 0461)
(W092/03467) (ver tambiédn bajo protelnas de adquisicidn de hlerro) y

LbpA (NMB 1541).

OMPSB5

Las composicionss inmunogénicas de l|a invencién puedean
comprender la OMP85 de longitud completa, preferiblemente como
parte de una preparacién OMV. Los fragmentos de OMP85 también se
puedsn utilizar en composiciones Iinmunogénicas de la Invenclén,
especialmente, el dominio expuesto en la superficle de OMP85 hecho
de los residuos de aminoacido 1-475 o 50-475 estéa prafariblemente
incorporado dentro de un componente de subunidad de las
composiciones inmunogénicas de la invencién. La secuencla anterior
para el dominio expuesto en la superficie de OMP85 puede ser
extendido o truncado por hasta 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, o 30
amlnoacidos en cualquiera o ambos de los tédrminos N o C. Se

prefiere que la secuencia de sefial sea omitida del fragmento OMPB85.

OstA

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

categoria de toxina se amplia para contener reguladores de toxicidad

10|
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Composiciones inmunogénicas

Una composicién inmunogénica es wuna composicién que
comprende por o menos un antigeno que es capaz de generar una
respuesta Inmune cuando se adminilstra a un huésped.
Preferiblemente, dichas preparaciones Inmunogenicas son' capaces
de generar una respuesta inmune protectora contra Neisserial,
preferiblemente infeccién por Neisserial rr_leningitidis o Neisserial
gonorrhoeaes.

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

protectora o de bloqueo de adhesién.

Ensayos bactericidas SBA de la invencién

Dicha respuesta sinergistica puede estar caracterizada por el
SBA provocado por la combinacién de antigencs siendo de por lo
menos 50%, dos veces, tres veces, preferiblemente cuatro veces,
cinco veces, 88is veces, siete veces, ocho veces, nueve veces y mas
preferiblemente diez veces mayor que el SBA provocado por cada
antilgeno separadamente. Preferiblemente SBA se mide contra una
cepa homdloga a partir de la cual se derilvan los antigenos vy
preferiblemente tamblén contra un panel de cepas heterdlogas. (Ver

a continuaclén un panel representativo por ejemplo BZ19 (B:2b:P1.2)

LoY>
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perteneciente al grupo A-4, B16B6 (B: 2a: P1. 2) perteneciente al
complejo ET-37; y H44/76 (B: 15 : P1. 7,16)). SBA es el marcador
inmunolégico mas cominmente acordado para estimar la eficacia de
una vacuna menlngococica (Perkins y otros, J Infect Dis. 1998,
177:683-691). Satisfactoriamente SBA puede ser constatado por
cualquiar método conocido. SBA puede ser llevado a cabo utllizando
suero obtenido de modelos de animales (ver eJemplos 17-20), o de
sujetos seres humanos.

Un meétodo preferido para conducir SBA con suero de seres
humanos es el siguisante. Una muestra de sangre se toma antes de la
primera vacunacién, dos meses después de la segunda vacunacién y
un mes después de la tercera vacunacidén (tres vacunaciones en un
afio sieando un agenda una vacunaclién primaria humana tipica
administrada en ios 0, 2, y 4 meses, o 0, 1, y 6 meses). Dichas
agendas de vacunacioén primaria humana pueden ser llevadas a cabo
en infantes de menos de 1 affo de edad (por ejemplo al mismo tiempo
que se {levan a cabo las vacunaciones Hib) o de 2-4 afos de edad o
los adolescentes también pueden ser vacunados para la prueba SBA
con dicha agenda de vacunacién primaria. Se puede tomar una
segunda muestra de sangre a los 6§ a 12 meses después de la
primera vacunacién y un mes después de una dosis de defensa, sl es
aplicable.

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

tercera dosis de vacunacién (de |la agenda de la vacunacion primarla)
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(en infantes de 2-4 afios de edad, o adolescantas, pero
preferiblemente en infantes en el primer afio de vida) el porcentaje
de sujetos con un increamento de cuatro veces en términos de
concentracién de SBA (dilucidn del anticuerpo) (comparado con la
concentracidén de la pre-vacunacidén) contra la cepa de meningococos
a partir de la cual los antigenos de la invencién se derivan, es mayor
que 30%, preferlblemente mayor que 40%, mas preferiblemente
mayor que 50%, y de praferencla mayor que 60% de los sujetos.

Por supuesto una preparacién de antigeno o ampolla con
actividad bactericida hetearéloga tamblén puede constitulr la
preparacion de ampolla con actividad bactericida homélaoga si
también puede provocar un SBA satisfactorio contra la cepa
meningocécica a partir de [a cual se deriva.

SBA sera satisfactoria para una preparacién de antigeno o
ampolla con actividad bactericida heterdloga sl uno mes después de
la tercera dosls de vacuna (o de la agenda de vacunacidén primaria)
(en infantes de 2-4 afivs de edad, o adolescentes, pero
preferiblemente en infantes en el primer afio de vida) al porcentaje
de sujetos con un incremento de cuatro veces en términos de
concentracién de SBA (dilucién del antlcuerpo) (comparado can la
concentracién de la pre-vacunacidén) contra tres cepas heterdlogas
de meningococo es mayor que 20%, preferiblemente mayor que 30%,
mas preferiblemente mayor que 35%, y de preferencia mayor del 40%
de Ios sujetos. Dicha prueba es una buena indicacldn de sl |a

preparacion de antigeno o ampolla con actividad bactericlda

Lo
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heterdloga puede Inducir anticuerpos bactericidas cruzados contra
varias cepas meningocbdcicas. Las tres cepas heterdlogas deberan
preferiblemente tener un complejo de tipo (ET) o un patrén de
insercién de secuencia multi-sitio (MLST) (ver Maiden y otros, PNAS
EUA 1888, 85:3140-5) una con la otra y preferiblemente la cepa a
partir de la cual la preparacién de antigeno o ampolia con actividad
bactericilda heterbloga se forma o se deriva. Una persona con
experiencia facilmente sera capaz de determinar tres cepas con
diferentes completos ET que reflejan la dlversidad genética
observada entre meningocoécica, particularmente cepas de tipo B
meningocécicas que son reconocldas como siendo |la causa de una
carga de enfermedades importante y/o que representan linajes hiper-
virulentos de MenB (ver, Maiden y otros, supra). Por ejemplo, tres
cepas que podrian ser utiilzadas son las siguientes: BZ10 (B:2b:P1.
2) que pertenecan al grupo A-4;, B16B8 (B:2a:P1.2) que pertenecen al
complejo ET-37; y H44/76 {(B:15:P1.7,16) que pertenecen al complejo
ET-5, o cualesquiera otras cepas que pertenecen al mismo grupo ET.
Dichas cepas pueden ser utilizadas para probar una preparacidn de
antigeno o ampolla con actividad bactericida heteréloga hecha o
derivada de, por ejemplo, la ceapa meningocécica CU385 (B:4:P1.15)
la cual partenece al complejo ET-5. Otra cepa de muestra que podria
ser utilizada es del clon epidémico del Linaje 3 (por ejemplo, NZ124
[B:4:P1.7,4]). Otra cepa ET-37 es NGP1685 (B:2a:P1.2).

Los procesos para medir |la actividad SBA son conocidos en |a

técnica. Por ejemplo un método que podria ser utllizado se describe
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en WO 89/08176 en el Ejemplo 10C. En términos generales, un
cultlvo de una cepa que va a ser probada | se hace crecer
{(preferiblemente an condiciones de reduccién de hierro, a travﬁ:;. de
la adicion de un guelatador de hlerro tal como EDDA al medio de
crecimiento) en una fase de registro de crecimiento. Esto se pueds
suspender en un medio con BSA (tal como el medio Hanks con 0.3%
de BSA) con el fin de obtenar una suspension de ceélula trabajando
ajustada a aproximadamente 20000 CFU/ml. Se pueden hacer series
de mezclas de reaccién mezclando serles de diluciones doblas del
suero que se va a probar (preferiblemente inactivado por calor a
56°C durante 30 mlnutos) [por ejemplo en un volumen de 50
plléavidad]. Los frascos de reaccliédn deberan ser incubados (por
ejemplo 37°C durante 15 minutos) y agitarse (por ejemplo a 210
rpm). La mezclia de reaccién final [por ejemplo en un volumen de 100
ul] adicionalmente contlene una fuente de complemento [tal como un
volumen final de 25% del suero de conejo bebé preprobado] y se
Incuba como anteriormente [por ejemplo, 37°C durante 88 minutos].
Se pued;a utilizar una placa de microtitulacién de 88 cavidades de
fondo en forma de U de poliestireno estérll para este ensayo. Se:
puede tomar una allcuota [por ejemplo, 10 ul] de cada cavidad
utilizando una pipeta mutlicanal, y se deja caer dentro de placas de
agar Mueller-Hinton (preferiblemente conteniendo 1% de Isovitalex y
1% del Suero de Caballo inactivado por calor), y se incuba (durante
por ejemplo 18 horas a 37°C en 5% de CQ;). Preferiblemente, las

colonias individuales pueden contarse hasta 80 CFU por allcuota.
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Las siguientes tres muestras de prueba pueden ser utilizadas como
controies: regulador de pH+bacteria+éompIemento; regulador ds
pH+bacteriatcomplemento Iinactivado, suerc+bacteria+complemento
Inactivado. Las concentraciones de SBA pueden ser facilmente
calculadas utilizando un programa que procese datos para dar una
medicién de la dilucién que corresponde a 50% de la aniquilacién de

células a través de un calculo de regresion.

Ensayos da proteccién de animales

Alternativamente, I|la respuasta sinergistica puede estar
caracterlzada por la eficacia de |la combinacién de antigenos en
ensayos de protecclén de animales. Por ejemblo. los ensayos
descritos en al Ejemplo 12 o 13 pueden ser utlllzados.
Preferiblemente 8l nitmerc de anlmales protegidos ° por |la
combinacidn de antigenos es signiflcativamente mejorado comparado
con el uso de antigenos por sl solos, particularmente en dosis
subdptimas de antigeno.

Una vacuna exitosa para la prevencién de infeccién por N. gono
puede requerir mas de uno de {os siguientes elementos: genaracion
de suero y/o anticuerpos mucosos para facilitar la aniquilacién
mediada por complemento de los gonococos, y/o para mejorar la
fagocitosis y aniquilaclén microblana a través de l|eucocitos tales
como leucocitos pollmorfonucleares, y/o prevenir la adhesién del
gonococo a los tejidos del huédsped; la Induccién de la respuesta

Inmune mediada por célula tamblén pusede participar en la
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protaccidn.

El mejoramiento de [a eficacla de una preparacién de vacuna
de gono de ampolla de |la invencidn puede se,r evaluada analizando
la respuesta inmune induclda por suero y/o anticuerpos de la
mucosa que tienen antiadherencia, y/o propiedades formadoras de
protelna, y/o actividad bactericilda, como se describe por otros
(McChesney D y otros, Infect. Immun. 36: 1006, 1982 ; Boslego J ¥y
otros: Efficacy trial of a purified gonococci pilus vaccine, In Program
and Abstracts of the 24°'® Interscience Conference on Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, Washington, American Society for
Microbiology, 1984; Siegal M y otros, J. Infect. Dis 145: 300, 1882;
de la Pas, Microbiology, 141 (Pt4): 813-20, 1995).

Un modelo de ratén de infeccion genital a través de N. gono ha
sido recientemente descrito (Plante M, J. Infect. Dis., 182 :B48-55,
2000). El mejJoramiento de eficiencia de una vacuna de gono de
ampolla de la invenclén también podria ser evaluada por su habilidad
para prevenir o para reducir la colonizaciéon a través de N. gono en

aste modelo de ratén de infeccidn.

Ensayo de bloqueo de adhesion

Alternativaments, la respusesta sinerglstica puede sar
caracterizadas por |la eficacla de la combinacién de antigenos en un
ensayo de bloqueo de adhesién. Por ejemplo, el ensayo descrito en
el ejemplo 11 puede ser utilizado. Preferiblemente, la extension del

bloqueo inducido por antisuero originado contra la combinacién de
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antigenos es significativamente mejorado comparado con el uso de
antisuero originado contra los antigenos por sl solos,

particularmente en dosis subdptimas de anticuerpo.

Composiciones de subunidad

La composicién Inmunogénica de la invencién puede ser una
composiclén de subunidad. Las composiclones de subunidad en las
cuales los componentes han sido aislados y purificados en por lo
menos 50%, preferiblemente por lc menos 60%, 70%, 80%, 850%
puros antes de mezclar los componentes para formar la composicién
inmunogeénica.

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

Las composiciones de subunidad pueaden ser soluciones
acuosas de proteinas solubles en agua. Pueden comprender
detergente, preferiblemente detergente no idnico, zwlteridénico, o
ibnico con el fin de solubilizar porciones hidrofébicas de antigenos.
Estos pueden comprender |[pidos para que se formen las estructuras
de liposoma, permitiendo la presentacién de antigenos con una

estructura que abarca una membrana de lipido.
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Preparaclones de vesicyla de membrana exterior

El serogrupo B de N. meninglitidis (menB) excreta ampollas de
membrana exterior en suficlentes cantidades para permlitir su
fabricaciobn a una escala industrlal. Una vesicula de membrana
exterior también puede ser preparada a través del proceso de
extraccién de detergente de Ilas ceélulas bacterianas (ver, por
ejemplo, EP 11243).

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

La fabricacién de las preparaciones de ampolla de cepas de
Nelsserial puede ser lograda a través de cualquiera de los métodos
blen conocidos por una persona con experiencia. Preferiblemente se
utilizan los métodos descritcs en EP 301982, EU 5,587,572, EP
11243 o EU 4,271, 147, Frederikson y otros (NIPH Annals [1891].

14:87-80), Zollinger y otros (J. Clin. Invest. [1979], 63:836-848),
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Saunders y otros (Infect. Immun. [19989], 67: 113-118), Drabick' y
otros (Vaccine [2000], 18: 160-172) © W001109350'(Ejemplo 8). En
general, los OMVs se extraen con un detergente, preferiblemente
desoxicolato, y los acidos nucleicos son opclonalmente removidos
enzimaticamente. La purlficacién se logra a través de
ultracentrifugacién opcionalmente seguida por cromatografia de
exclusién de tamafio. Si 2 o més diferentes ampollas de la invencion
estan incluidas, pueden ser combinadas en un contenedor individual
para formar una preparaciéon multivalente de la Invenclén (aunque
una preparacién también se considera multivalente sl las diferentes
ampollas de Ila invencién son composiclones separadas en
contensedores separados, las cuales se administran al mismo tiempo
[la misma visita a un practicante] a un huésped). Las preparaciones
OMV son usualmente esterilizadas a través de filtraciébn a traveas de
un filtro de 0.2 um, y son prefariblemente almacenadas en una
soluclén de sacarosa (por ejemplo, 3%) la cual se sabe que
estabiliza las preparaciones de ampolla.

La regulacién ascendente de protelnas dentro de |as
preparaclon-es de vasicula de membrana exterlor puede ser lograda a
través de la Inserclén de una copia extra de un gen en una cepa
Nelsserial a partir de la cual |la preparacion OMV se deriva.
Alternativamente, el promotor de un gen puede ser intercambiado por
un promotor més fuerte en la cepa Neisserial, a partir de la cual la
preparacién OMV se deriva. Dichas tédcnicas se describen en WO

01/09350. La regulaciéon ascendente de una protefna conducira a una

Nl
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nivel mas alto de protelna que estad presents en OMV comparado con
el nivel de protelna presente en OMV derivada de N. meningitidis no
modificada (por ejemplo, la cepa H44/78). Prefariblemente el nivel
sera de 1.5, 2, 3, 4, 5,7, 10 0 20 veces mas alto.

Cuando se pretende que LPS sea un antlgeno adicional an el
OMV, se puede utilizar preferiblemente un pr;tocolo que utiliza una
concentracion baja de detergente de wextracclén (por eJemplo
desoxicolato o DOC) en el método de preparacién OMV para asl
conservar los altos niveles de enlace a LPS mientras se remueve el
LPS pobremente enlazado, téxico. La concentracién de DOC utilizada
es preferiblemente de 0-0.5% DOC, 0.02-0.4% DOC, 0.04-0.3% DOC
mas preferiblemente 0.06%-0.2% DOC o 0.08-0.15% DOC mas
preferiblements alrededor de o exactamentie 0.1% DOC.

"*Secuencla promotora fuerte”™ se refiere a un elemento de
control reguifador que incrementa la transcripcién para un gen que
codifica el antigeno de interés. “Expresién de la Regulacién
ascendente” se refiere a cualesquiera medios para mejorar la
expresién de un antigeno de interés, con relacién a esa ampolla no
modificada (es decir, de existencia natural). Se entiende que Ia
cantldad de “"regulacién ascendente” variaré& dependiendo dal
antigeno particular de interés pero no excederéd una cantidad que
afectara la Integridad de la ampolla. La regulacién ascendente de un
antigeno se refieare a la expresién que es de por lo menos 10% mayor
que aquella de |la ampolla no modificada. Preferiblemente es de por

lo menos 50% mas alta. Mas preferiblemente es de por lo menos

e
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100% (dos veces) mas alta. Mas preferiblemente es de 3, 4, 5, 7, 10,
20 veces mas alta. Alternativamente o adicionalmente, |la expresién
de la regulacién ascendente puede referirse a la conversion de la
expresidn no condiclenal en cambios metabdlicos o nutriclonales,
particularmente en el casoc de TbpA, TbpB, LpbA y LpbB.
Preferiblemente el nlvel de expresldén se evaila cuando las ampollas
ge han derilvado de crecimiento de bacterias en condiciones limitadas
en hierro {(por ejemplo en la presencia de un quelatador de hierro).

Otra vez para propésitos de claridad, los términos ‘'diseffando
una cepa bacterilana para producir menos de dicho antigeno’' o
regulacién descendente se refiere a cualesquiera medios para
reducir la expresion de un antigeno (o la expresion de un producto
de gen funclonal) de interés, con relacién a aquel del no modificado
(es decir, ampolla de existencia natural), preferiblemente a través de
eliminacidn, dicha expresidén es de por lo menos 10% menor que
aquella de la ampolla no modificada. Preferlblemente es por lo
menos S0% mas baja y de praferencla completamente ausente. Si la
protelna regulada de manera descendente es una enzima o una
protelna funcional, la regulacion descendente puede lograrse
introduclendo una o mas mutaciones dando como resultado un 10%,
20%, 50%, 80% o preferlblemente un 100% de reduccién en la
actividad enzimatica o funcional.

Los pasos de ingenierla requeridos para modular la expresiéon
de proteinas. de Neisserial pueden ser |levados a cabo en una

variedad de formas conocidas por aquellos con experiencia en la
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técnica. Por ejemplo, las secuenclas (por ejemplo, promotoras o
marcos de Ilectura ablierta) pueden sar insertadas, y Ilos
promotores/genes pueden ser deteriorados a través de la técnica de
la insercién de transposdn. Por ejemplo, para reguiar de manera
ascandeante uné expresién de gen, un promotor fuerte podria ser
insertado a través de un transposdn de hasta 2 kb en corriente
ascendente del codén de iniciacién del gen (mas preferiblemente
200-600 bp en corriente ascendente, mas preferiblemeante
aproximadamente 400 bp en corriente ascendente). La mutacién o
eliminacidén de punto tamblén puede ser utilizada (particularmente
para la expresién de la regulacidn descendente de un gen).

Dichos métodos, sin embargo, pueden ser completamente
inestables, y por consiguiente se praflers que el paso dae ingenierla
sea |levado a cabo a través de un evento de recombinacion
haomoélogo. Preferiblements, el evento toma lugar antre una secuencla
(una regidn recombinogénica) de por lo menos 30 nuclet6tidos an el
cromosoma bacteriano, y una secuencia (una segunda reglén
recombinogénica) de por lo mencs 30 nucleétidos en un vector
transformado dentro de |la cepa. Preferiblemente, las regiones son de
40-1000 nucle6tidos, preferiblemente de 100-800 nucle6tidos, maés
praferiblemanta de 500 nucledétidos). Estas reglones
recombinogénicas deber&n ser lo suficientemente similares que son
capaces de hibridizarse una a la otra bajo condiciones altamante
rlgidas.

Los métodos utillzados para llevar a cabo los eventos de
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modificacién genética aqul descritos (tales como la regulaclén
ascendente o regulacién descendente en un genoma ‘Nelsserial) como
se describe en WO 01/09350. Los promotores fuertes tipicos que
pueden estar integrados en Neisseria son porA, porB, IgtF, Opa,
p110, iIst, y hpuAB. PorA y PorB son preferidos como promotores
fuertes, constitutivos. Se ha establecido que I|la actividad dal
promotor PorB estd contenida en un fragmento correspondiente a los
nucleétidos -1 a -250 en corriente ascendents del coddn de iniciacién

de porB.

Regulaciéon ascendente de |a expresién de antigenos a través del

crecimiento en un madio limitado an hjerro

La regulaclidn ascendente de algunos antigenos en una
preparacién de veslicula de membrana exterior de la invencidn se
logra preferiblemente a través del alslamiento de vesiculas de
membrana extarior de una cepa de los padres de Neisseria que crece
bajo condiciones de limitacidn de hierro. Una baja concentracidon de
hierro en el medio dara como resultado una expresién incrementada
de proteinas Involucradas en la adquisicidn de hierro incluyendo
TbpA, TbpB, LbpA, LbpB, HpuA, HpuB y P2088. La expresiéon de
estas proteinas es por lo tanto regulada en forma ascendente sin |la
necesidad de recombinantemente modlificar al gen involucrado, por
ejemplo a través de la insercién de un promotor mas fuerte o
insertando una copia adicional del gen. La Invencién también podria

abarcar la regulacién ascendente de protelnas de adqulsicién de
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hiaerro a través del crecimiento en medic con limitacidn de hierro an
donde el gen ha sido recombinantemente modificado.

La i{Imltacién de hierro se logra a traves de la adiclén de un
quelatador de hierro al medio de cultlvo. Los gquelatadores de hlerro
adecuados incluyen 2,2-Dipiridil, a&cido EDDHA(etilenodiamina-di(o-
hidroxifenilacético) y Desferal (mesilato de deferoxamina, Sigma).
Desferal es el quelatador de hierro preferido y se agrega al medio de
cultivo en una concentracidn de entre 10 y 100 uM, preferiblemente
25-75 uM, mas preferiblemente 50-70 uM, de preferencia a 60 uM. El
contenido de hlerro del medio viene principalmente de extracto de
levadura y constituyentes de peptona de soya y la cantidad presente
puede variar entre los Ilotes. Por I|o tanto las diferentes
concentraciones de Desfaral pueden ser Optimas para lograr la
regulacidn ascendente de protelnas de adquisicibn de hierro en
diferesntes |lotes del medio. Las personas con expaeriencia en la
técnica facilmente seran capaces de determinar la concentracion
optima. En tdrminos basicos, se daebera agregar suficlente qullatador
de hlerro al medio para regular de manera ascendente la expresién
de |la proteina regulada con hierro deseada, pero no tanto que afecte
advarsamente el crecimiento de la bacteria.

Preferiblemente, ia regulacién ascendente de las protelnas de
adqulisicién de hierro a través del crecimiento bajo condiclones
limitadas en hierro se combina con I|a regulacidn ascendente
recombinante de otros antlgenos para que la vesicula de Ia

membrana exterior de la invenclén se logre.
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Regulacién descendsnte/Remocién de antigenps inmunodominantes

variables y no protectores

Muchos antilgenos de superficie son variables entre las cepas
bacterianas y como una cdnsecuencla son protectores solamentse
contra un grupo limitado de cepas estrechamente reiacionadas. Un
aspecto de esta invencién cubre las veslculas de membrana
exteriores de la invencidén en la cual la expresion de las protelnas
exteriores estd reducida, o, preferiblemente, el gen(es) que codifican
la protelna(s) de supserficie se elimina. Dicha eliminacidbn da como
resultado una cepa bacteriana que produce ampcllas las cualses,
cuando se administran en una vacuna, tienen un fuarte potencial
para una reactividad cruzada contra varias cepas debido a una
influancia mas alta ejercilda a través de proteinas conservadas
(retenidas en las membranas exteriores) en &l sistema Inmune de las
vacunas. Ejemplos de dichos antigenos variables en Neisseria quse
pueden ser regulados de manera descendente en las composiciones
inmunogénicas de ampolla de la Invencién Iincluyen PorA, PorB, Opa.

Otros tllpos de genes que podrian ser regulados de manera
descendente o desactivados son los genes que, /n vivo, pusden
facilmente ser activados (expresados) o desactivados a través de la
bacteria. Ya que las protelnas de membrana exterior codificadas a
través de dichos genes no siempre estan presentes en la bacteria, la
presancia de dichas protelnas en las preparaciones de ampollas
también pusde ser perjudiciales para la efactividad de la vacuna por

las razones anteriormente manifestadas. Un eJemplc preferido para
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regular de manera descendente o ellminar es la proteina Opc de
Neisserla. La Inmunidad anti-Opc inducida por una Opc que contiene
la vacuna de ampolla solamente tiene capacldad protectora limitada
segun 8l organismo que infecta puede convertirse facilmente Opc’.
Por ejemplo, estos genes variables o no protectores pueden ser
regulados de manera descendente en la expresién, o terminalmente
desactivados. Esto tiene la ventaja de concentrar el sistema inmunae
en mejores antigenos que estan presentes en cantidades bajas en
las ampollas de supserficie. Por regulacién descendente también
significa que los bucles inmunodominantes, de superficie expuesta

de las proteainas de membrana exterior anteriores puedan ser

alteradas o eliminadas con el fin de hacer gue la protelna de .

membrana exterior resultante sea menos Inmunodominantes.

Los métodos para la regulacién descendente de expresldén se
describean en WO 01/08350. Las combinaciones preferidas de
proteinas que van a ser reguiadas de manera descendente en las
composicionas Inmunogénicas de ampolla de la invenciétn Incluyen
PorA y OpA; PorAy OpC; OpA y OpC; PorAy OpAy OpC.

Cuatro genes Opa diferentes se sabe que existen en el ganoma
meningocdcico {(Aho y otros 1881 Mol. Microbiol. 5: 1428-37), por lo
tanto cuando se dice que Opa va a ser regulado de maners
descendente en |la expresién quiere decir que preferiblemente 1, 2,
3, o (preferiblements) los 4 genes presentes en el meningococo son
asl regulados de manera descendante. Dicha regulacléon descendente

puede ser llevada a cabo genéticamente como se descrlbe en WO
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01/08350 o buscando cepas meningocécicas estables, naturales, que
se encuentran facilmente, que no tienen o tienen una baja expresidn
a partir del sitio Opa. Dichas cepas puaden encontrarse utilizando la
técnica descrita en Poolman y otros (1885 J. Med. Micro. 18: 203-
208) en donde las células que son Opa’” tienen un fenotipo diferente
a Opa que expresa las células lo cual se puede ver buscando la
aparicién de las células en las placas o bajo el microscopio. Una vez
encontrada, la cepa pusdan ser mostrada como siendo establemente
Opa” llevando a cabo una tincién Western sobre el contenldo de la
celula después de una corrida de fermentacién para establecer la
carencia de Opa.

Cuando la regulacién ascendente de algunos antigenos en la
vesicula de membrana exterior se logra a través del crecimlento bajo
condiciones de limltacién de hlerro, |la protelna varlable FrpB
(Microbiology 142; 3268-3274, (1886); J. Bacteriol. 181; 2895-2901
(1988)) también serd regulada de manera ascendente. Los inventores
han encontrado que es ventajoso regular de manera descendente la
expresién de FrpB bajo estas circunstancias regulando de manara
descendenta |la expresién de la protelna completa como se describe
en WO 01/098350 o sliminando la regidn(es) variable de FrpB. Esto
asegurard que la respuesta inmune provocada por |la composicion
Inmunogénica se dirige hacia los antlgenos que estan presentes en
un amplio rango de cepas. La regulacién descendente de FrpB esta
prefariblemente combinada con la regulacién descendente de PorA y

OpA; PorA y OpC; OpA y OpC;, PorA y OpA y Opc en las
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composiciones inmunogénicas de ampolla de la invencldn. En una
modalidad alternativa de la invencién, FrpB se regula de manera
descendente en |las vesliculas de me_;mbrana exterior que han sido
preparadas a partir de cepas de Neisserla no creciendo bajo

condiciones de limitacién de hlerro.

Desintoxicaci LPS

Las ampo\ias de las composiciones Inmuhogénicas. de Ia
Invencién pueden ser desintoxicadas a través de métodos para Ia
desintoxicacién de LPS los cuales se describen en WO 01/09350. En
particular los métodos para ta desintoxicaciéon de LPS de |la invencion
involucran la regulacién descendentea/eliminacién de las enzimas hrtB
y/o msbB qﬁa se descrlben en WO 01/08350. Los genes msbB y hrtB
de Nsisseria también son llamados IpxL1 y IpxL2, respectivamente
(WO 01/09350) y las mutaciones de slimina¢ion de estos genes se
caracterizaron fenotipicamente a través de LOS del mutante msbB
que plerde una cadena de acilo secundaria), y de LOS del mutante
hrtB que pierde ambas cadenas de acilo secundarias. WO 93/03327
describe equivalentes funcionales del péptido no téxico de polimicina
B que pueden ser utilizados en las composiclones de la invaencion.

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

Los métodos adicionales para la desintoxicaciobn de LPS

1O
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incluyen agregar a las preparaciones de ampolla un equivalente
funcional de péptido no toxico de polimixina B {(preferiblemante SEAP

2) como se describe anteriormente.

Polisacdridos de reaccidn cruzada

El aislamiento de ampollas de membrana exterior de bacteria
Gram-negativa encapsulada por lo general da como resultado la co-
purificacién del polisacarido capsular. En algunos casos, este
material “contaminante” puede probar ser Gtil ya que el polisacarido
pusde majorar la respuesta Inmune conferida a través de otros
componentes de ampoila. En otros casos sin embargo, la presencia
del material de polisac.érido contaminante en preparaciones de
ampolla bacterianas puede probar un deterioro en el uso de ampollas
en una vacuna. Por ejemplo, se ha mostrado que por lo menos en el
caso de N. meningitidis que el polisacarido capsular del serogrupo B
no confiere inmunidad protectora y es susceptible de Induclr una
respuesta autoinmune adversa en seres humanaos.
Consecuentemente, las vesiculas de membrana exterior de |la
invencién pueden ser aisladas de una cepa bacteriana para
producclédn de ampollas, la cual ha sido disefflada de tal forma que
estd libre de polisacadrido capsular. Las ampollas aentonces seran
adecuadas para uso en seres humanos. Un ejemplo particularmente
preferido de dlcha‘preparacién de ampolla es uno del serogrupo B de
N. meninglitidis de polisacarido capsular.

Esto se puede lograr utllizando cepas de producciéon de
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ampollas modificadas en l|las cuales los genes necesarios para lIa
blosintesis capsular y/o exportacién han sido dafiadas. La
inactivacion del gen que codifica la blosintesis del polisacarido
capsular o exportacién puede lograrse a través de la mutacion
(mutacidn de punto, eliminacién o insercién) ya sea de |la region de
control, la reglén de codifilcacién, o ambas (preferiblemente
utlllzando técnicas de recombinacién homoélogas descritas
anterlormente), o a través de cualquier otra forma para disminuir ta
funcién enzimatica de dichos genes. Ademéas, |la inactivacién de los
genes de biosintesis capsular también se puede lograr a través de la
sobre expresién antisentido o mutagénesis de transposén. Un método
preferidc es la eliminacién de algunos o todos los genes cps de
Neisseria melnigitidis requeridos para la biosintesis y exportacién
del polisacarido. Para este propésito, el plasmido de reemplazo
pMF121 (descritc en Frosh y otros 1880, Mol. Microblol. 4:1215-
1218) puede ser utillzado para entregar una elimlnacién de la
butacodn del grupo de genes cpsCAD(+galE).

La seguridad de los anticuerpos originados para LPS L2 y L3
ha sido cuestlonados, debido a que la presencia de una estructura
similar al grupo de ©oligosacadrido de N-neotetraosa (Gap1-
4GIcNAcB1-3Galf31-4Glcp1-) presente en glicofigollpidos humanos.
Aun si un gran nimero de personas ha sido vacunado sin peligro con
vacunas de veslicula extraldas de desoxlcolato conteniendo una
cantidad residual de LPS L3 (G. Bjune y otros, Lancet (1991),

338,1093-1098; GVG. Sierra y otros, NIPH ann (1881), 14,185-210),

12¢
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la elimlnacién de la parte terminal de el LOS sacarldico es ventajosa
en la prevencién de cualgquier reaccién cruzada con estructuras
presente en |la superficie de los te]lidos humanos. En una modalidad
preferida, la Inactivacién del gen IgiB en una estructura LPS
intermedia en la cual el residuoc de galactosa terminal y el acido
sidlico estan ausentes (la mutacién deja una sstructura 4GIcNAcp1-
3Galp1-4Gicp1- en LOS L2 y L3). Dichos intermediarios podran ser
obtenidos en una cepa LPS L3 ¥y L2. Una versién alternativa y menos
preferilda (corta) de LPS puede ser obtenida a través de |la
desactivacién del gen irte. Una version alternativa adicional y menos
preferida de LPS puede ser obtenida desactivando el gen lata. Si ss
seleccliona dicha mutacién IgtA™ se prefiere también desactivar la
expresion de AGTC para prevenir que sea formado el inmunotipo L1
no Inmunogénico.

Los mutantes LgtB" son mas preferidos segun los inventores
que estd es la truncaciédn O&ptima para resolver el aspecto de
seguridad mientras alOn conserva un epltopo de oligosacérido
protector LPS que aun puede inducir una respuesta de anticuerpo
bactericlida.

Por consiguiente, las composiciones Inmunogénicas de la
invencién ademdas comprenden preparaciones L2 y L3 (ya sea
purificadas o en una ampolla aislada) o preparaciones de ampolla
meningocéclcas en general son ventajosamente derivadas de una
cepa Neissarial (preferiblemente meningocdcica) que ha sido

disefiada genéticamente para permanentemente regular de forma
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descendente la expresién del producto de gen funclional del gen IgtB,
igtA o Irte, prefariblemente desactivando el gen, mas preferiblemante
aeliminando todo o parte del promotor y/o el marco de lectura abierta
del gen.

Cuando las composiciones inmunogénicas anteriores de la
invencién se derivan de una cepa B de meninogococo, ademas se
prefiere que el polisacarido capsular (el cual también contiene
estructuras de sacarido de tipo humano) también sea removido.
Aunque muchos genes podrlan ser.desactlvados. para lograr esto, los
inventores han mostrado ventajosamente que se prefiere que la cepa
de produccién de ampollas haya sido genéticamente disefiadas para
permananteménte regular de maner.a descendente la expresién del
producto de gen funcional de! gen siaD (es decir, regulando de forma
descendente la actividad de polisialitransferasa a-2-8),
preferiblemente desactivando sl gen? mas preferiblemente aliminando
todo o parte del promotor y/o marco de lectura ablerto del gen. Dicha
inactivacion se describe en WO 01/09350. La mutacién slaD (tamblién
conocida como synD) es la mas ventajosa de muchas mutaciones que
pueden dar como resultado la remocldn del epitopo de tipo humano
del polisacarido capsular, debido a que es una de las Uunicas
mutaciones que no tianen efecto en |la biosintesis de los epltopos
protectores de LOS, de esta forma siendo ventajoso en un proceso
que ayuda a finalmente al uso de LOS como un antigano protector, y

tisne un efecto minimo en el crecimiento de la bactaria. Un aspecto

YA

preferido de l|a Invenclidn es por consigulente una preparacion
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inmunogénica de ampolla como se describid anteriormente la cual se
deriva de una cepa mutante de meningococo B IgtE" siaD’, una IgtA”
siaD” o, preferiblemente, una IgtB" siaD". La capl.a por si sola es un
aspecto adiclional de Ia Invencién.

Aunque la mutaclén siaD” es preferible por las razones
anteriores, otras mutacionas que <desactivan Ia sintesis de
pollsacarido capsular de menihgococo B pueden ser utilizadas. De
esta forma I|a cepa de produccién de ampollas puede ser
genéticamente disefada para permanentemente regular de manera
descendente la expresiéon del producto de gen funcional de uno o
mas de los sigulentes genes: genes ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, synA
(equivalente a synX y slaA), synB (equivalente a siaB) o synC
{(equivalente a siaC), preferiblemente desactivando el gen, mas
preferiblemente eliminando todo o parte del promotor y/o marco de
lectura abierto del gen. La mutacidon IgtE” puede ser combinada con
una o mas de estas mutacicnes. Prefariblamente |la mutacién IgtB™ se
combina con una o mas de estas mutaciones. Un aspecto adicional
de la invancidn as por consiguiente una preparacién inmunogénica de
ampolla como se describié anteriormente la cual se deriva de dicha
cepa mutante combinada de meningococo B. La cepa por si misma es
un aspecto adicional de Ia invencion.

Un centro Neisserial que contiene varios genes /gt, Incluyendo
IgtB e Irte, y su secuencla es conocido en la técnica (M. P. Jennings
y otros, Microbiology 1899,145, 3013-3021 y referencias citadas ahl,

y J. Exp. Med. 180: 2181-2180 [1994]).
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Cuando se va a utilizar LOS de longltud completa {(no truncado)
en el producto final, es deseable para LOS q‘ue no estén slalilados
{({es decir LOS genera una respuesta Inmune contra |las cepas
meningocdcicas Invasoras, mas peligrosas las cuales también estan
deslaliladas. En dicho caso al utilizar una cepa negativa de capsula
que tiene un gen syBA elmininado (equivalente a synX y siaA), synB
(equivalente a siaB) o synC (equivalente a siaC) es vantajoso, como
tal una mutacién también convierte menB LOS en incapaz de ser
sialilado.

En las preparaciones de ampolla, particularmente en
preparaciones extraldas con concentraciones de DOC bajas, LPS
puede ser utilizade como un antigeno en |a composicién
inmunogénica de la Invencidén. Es sin embargo ventajoso regular de
manera descendente/eliminar/desactivar la funcién enzimatica de
cualqulera de Irte, IgtA (principalmente en combinacién con IgtC}, o,
preferiblemante, productos de gen/genes IgtB con el fln de remover
estructuras lacto-N-neotetragsa de tlpo humano. El centro Nelsserial
(y secuenclias del mismo) comprendiendo los genes Igt para la
biosintesis de la estructura del oligosacarido LPS es conocido en la
técnica (Jennings y otros Microbiology 19888, 145; 3013-3021 vy
referenclas citadas ahl, y J. Exp. Med. 180: 2181-2180 [1984]). La
regulacién de forma descendente/eliminacién de IgtB (o el producto
de gen funcional) se prefiere ya que deja el epltopo protector de LPS
intacto.

En las preparaciones de ampollo del! serogrupo B de N.

128
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meningitidis de la invancién, |la regulacién descendente/sliminacion
de ambo.s, slaD y IgtB es son preferidas, (aunque una combinacion
de IgtB" con cualquiera de ctrA", ctrB-, ctrC-, ctrD', synA-
{(equivalente a synX- y siaA-), synB- (equivalente a siaB-) o synC-
(equivalente a siaC-) en una cepa de producclén de ampolla de
meningococo B también se pueden utilizar) conduciendo a una
praparacién de ampolla con una seguridad 6ptima y retencidén de!
epitopo protector de LPS.

Un aspecto adicional de |la invencién es por consiguiente una
preparacidn Inmunogénica de ampolla como 50 describid
anteriormente la cual se deriva de dicha cepa mutante combinada de
meningococo B. La cepa por sl sola es un aspecto adicional de la
invencién.

La composicién inmunogénica de la Invencidtn puede
comprender por lo menos uno, dos, tres, cuatro, o cinco diferentes
preparaciones de vesicula de membrana exterior. Cuando dos o mas
preparacionas OMV estan incluidas, por lo menos un antigeno de la
Invenclién es regulado de manera ascendente en cada OMV. Dichas
preparaciones OMV pueden derivarse de cepas Nelsserial de las
mismas especies y serogrupo o preferiblemente de cepas Neisserlal
de difarentes clases, serogrupo, serotlpo, subserotipo o inmunotipo.
Por sjemplo, una composicién inmunogénica puede comprender una o
mas preparaciones de vesicula de membrana exterior que contienen
LPS del inmunotipo L2 y una o mas preparaciones de vesicula de

membrana exterior que contienen LPS del inmunotipo L3, L2 o

7
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preparaciones OMV L3 son preferiblemente derivadas de una cepa
estable que tiene una variabilidad de fase minima en el centro del

gen de sintesis del oligosacarido de LPS.

Veslculas de membrana exterigr combinadas con composiclones ds

\23

subunidad

Las composiciones Inmunogénicas de la invencién también
pueden comprender ambas, una composicidon -de subunidad y una
vesicula de membrana exterior. Existen varios antigenos que son
particularmente adecuados para la inclusién en una composicidn de
subunidad debido a su solubilidad. Ejemplos de dichas protelnas
son: FhaB, NspA, dominio pasajero de Hsf, dominio pasa)ero de Hap,
dominio pasajero de AspA, AspA, OMPB5, FrpA, FrpC, TbpB, LbpB,
PilQ. La preparacién de vesicula de membrana exterior podrila tener
por lo menos un antigeno difarente seleccionado de la lista siguiente
que ha sido recombinantemente regulado' de forma ascendente an la
vesicula de mambrana exterior: NspA, Hsf, Hap, OMP85, TbpA (alto},
TbpA (bajo}, LbpA, TbpB, LbpB, NadA, TspA, TspB, PIlC, PIlQ, TdfH,
PorB, HpuB, P2086, NM-ADPRT, MafA, MafB y PIdA; y opclonalmente
comprende cualquiera o ambos de los inmunotipo L2 de LPS o

inmunotipo L3 de LPS.

Composiciones inmunogénicas c[f de la invencidn
En las combinaciones especificas listadas a continuacién, en

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

Una modalidad particularmente preferida de Ila invencidn
comprende una proteina autotra;nsportadora, rﬁas preferiblemente Hsf
y TbpA (alta) y/o ThpA (baja). Dichas composiciones inmunogénicas
pueden mas preferiblemente ademas comprender por lo menos uno
de OMP 85, FrpA, FrpC, LbpA, LbpB, Lipo28, Sibp, NMB(CS64,
NMB0283, TspA, NadA, TspB, PHQ, FhaC, NspA, PIdA, HIimD, 'HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, FhaB, PilC, Omp26, NM|BOS15, NMB08895,
NMB1118, TdfH, PorB, HpuB, P2088, NM-ADPRT, VapD y Hap. Todas
las composiciones Inmunogénicas anteriores ademas pueden
comprender cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el
inmunotipo L3 de LPS.

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

uno o mas de Hap, LbpB u OMP85);, Hsf y LbpB (opclonalmente co
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uno o més de Hap, OMP85 o FrpA). Mientras Hsf es una adhesina y
uﬁa proteina autotransportadora, una combinacién particularmente
preferida comprende Hsf, OMPS-S, TbpA, el inmunotipo L2 da LPS y/o
el inmunotipo L2, preferiblemante en una preparacion de ampolla
multivalente, que tlene miembros de los cinco grupos de antigenos
representados. Prafariblemente ambos, TbpA(bajo) y TbpA (alto)
estdn presantes.

Una composicién Iinmunogénica adicional de Ila Invencion
comprende FhaB y por lo menos un antlgeno adicional seleccionado
del grupo gue consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VvapD, LbpB,
LbpA, TbpB, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0864 NMB0283,
TdfH, PorB, PIdA, Hap, proteasa IgA, AspA, PilQ, HIimD, HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, OMP85, NspA, PilC, Omp268, NMBQ315,
NMB0S95, NMB 1118, NadA, PIdA, TbpA, Hsf, TspA y TspB, y
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LP'S. Las combinaciones preferidas comprenden FhaB y Hsf
(opcionalmente con uno o mas de OMPBS, LbpB, Hap o FrpA), FhaB
y OMP85 (opcionalmente con uno o mas de LbpB, Hap o FrpA); FhaB
and LbpB {opcionalmente con uno o mas de Hap o FrpA), FhaB y Hap
(opcionalmente con FrpA).Una combinacién preferida comprende
FhaB, LbpB, Hsf {como un OMP) y FrpA la cual tiene miembros de los
cinco grupos de antigenos presentados.

Una composicién inmunogénica adicional de la Invencién
comprende NspA y por lo menos un antlgeﬁo adicional seleccionado

del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB,
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LbpA, TbpB, TbhpA, HpuA, HpuB, P20886, Lipo28, Sibp, NMBOBE4,
NMB0293, Hap, OMP85, PilQ, AspA, proteasa IgA, NadA, PIdA, Hsf,
Hap, TspA, TspB, TdfH, PorB, y cualquiera o arr_ibos del inmunotipo
L2 de LPS y el iInmunotipo L3 de LPS.. Las combinaciones preferidas
comprenden NspA y Hsf (opcionalmente con uno o mas de OMP8S5,
Hap, LbpA o TbpA); NspA y OMP85 (opclonaimente con uno o mas de
Hap, LbpA © TbpA); NspA y Hap (opcl.onalmenta con uno ¢ mas de
LbpA o TbpA); NspA y LbpA (opcionalmente | con TbpA). Una
combinacién particularmente preferida comprende NspA, Hsf, TbpA,
inmunotipo L2 y/a L3 de LPS, prefaeriblemente en una preparacién de
ampolla multivalente, la cual tlene miembros de los cinco grupos de
antigeno representados. Preferiblemente tantoc TbpA (bajo) como
ThpA (alto) estan presentes.

Las comboslclones inmunogénicas con combinaciones
individualizadas de antigenos descritos en WO 00/25811 no se
reclaman en esta invencién. Preferiblements, las composiciones
Inmunogénicas o vacunas no estan cubiertas a través de la presents
Invencién si tlenen un contenido de antigeno que consiste solamente
de proteina de unién a transferina y NspA (o en el caso de una
vacuna de ampolla, tiene un contenido de antlgeno regulado en
forma ascendente o enriquecido que consiste solamente de protelna
que se une a transferina y NspA), sin embargo las comblnaciones
especlficas de antigenos (o antigenos .regulados_ en forma
ascendents) que consisten de o incluyen NspA asl como ambos TbpA

(alto) y TbpA (bajo) pueden ser Incluidos. Opcionalmente, Ias
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composiciones o vacunas comprenden una combinacidn (subunidad)
o regulacién en forma ascendente (ampolla) de protelna que se une a
transferina y NspA no se reclama.

Una composiclién Inmunogénica adicional de la invencidn
comprende NadA y por lo menos un antlgéno seleccionado del grupo
que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, TbpB,
TbpA, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0864, NMB0293, Hap, OMPB85, NspA,
PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, HpuA, HpuB, AspA,
proteasa IgA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, Po.rB. y cualgquiera o
ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

Una composicién inmunogénica de la invencién comprende
TbpA(bajJo) y por lo menos un antigeno seleccionado del grupo que
consiste de FrpA, FrpC, NM- ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, TbpB,
proteasa IgA, NspA, HpuA, HpuB, Hap, OMPB85, NspA (cuando
ademas estd combinado con TbpA (alto)), PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, PIIC, Omp28, NMB0315, NMB0895, NMB11189,
MafA, MafB, AspA, NadA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB,
y cualquliera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS. Las comblnaciones preferidas comprenden TbpA (bajo) y Hsf y
LbpA; TbpA (bajo) y OMP85 (opcionalrhante con ambos o cualquiera
de LbpA y Hap); TbpA (bajo) y LbpA y Hap.

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

TbpB, Hap, OMP85, NspA (cuando ademas se combina con TbpA

\32
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(bajo)), PilC, Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB11189, PilQ, HimD,
HisD, GNA1870, OspA, HIpA, MafA, MafB, AspA, proteasa IgA, PIdA,
FhaB, NadA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB and FhaB, vy
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS. Las comblnacicnes preferidas comprenden TEpA (alto) y Hsf y
LbpA; TbpA (alto) y OMP85 (opcionalmente con cualqulera o ambos
de LbpA y Hap); TbpA(alto) y LbpA y Hap.

Una composicién Inmunogénica adicional de la invencién
comprende LpbA y por lo menos un antigeno adicional selesccionado
del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB,
TbpB, Hap, OMP85, NspA, PilC, Omp268, NMB0315, NMIBOQQS,NMB
1118, NadA, PIdA, TbpA, Hsf, TspA, TspB, MafA, MafB, proteasa IgA,
AspA, FhaB, PIlQ, HImD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, TdfH, PorB y
FhaB y cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo
L3 de LPS. Las combinaciones preferidas comprenden LbpA y Hsf
(opcionalmente con Hap).

Una composicién Iinmunogénica adicional de la Invencibén
comprende LpbB y por lo menos un antigeno adicional selecclonado
del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpA,
TbpB, Hap, OMPB5, NspA, PIIC,, Omp26, NMB0315, NMBQO985 NMB
1118, NadA, PIdA, TbpA, Hsf, TspA, TspB, MafA, MafB, proteasa IgA,
AspA, FhaB, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HipA, TdfH, PorB y
FhaB, y FhaB y cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y al
inmunotipo L3 de LPS. Las combinaciones preferldas comprenden

LbpB y Hsf (opcionalmente con uno o mas de OMP85, Hap o FrpA);

133
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LbpB y OMP85 (opcionaimente con uno o mas de Hap a FrpA), LbpB
y Hap (opcionalmente con FrpA).

Una composicién Inmunogénica adicional de la Invencidn
comprende OMP85 y por Ilo menos un antigenoc adicionatl
selecclonado del grupo que consiste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT,
VapD, LbpB, LbpA, TbpB, TbpA, HpuA, H;)uB.'PZOBS, Lipo28, Sibp,
NMBOS864, NMB0293, Hap, proteasa IgA, AspA, Hsf, NspA, PilC,
Omp28, NMB0315, NMBOQQS.. NMB1118, MafA, MafB, NadA, PIdA,
Hsf, TspA, TspB, PilQ, TdfH, PorB y FhaB, y FhaB, y FhaB vy
cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de
LPS. Las comblnaclones preferidas comprenden OMP8S y Hst
(opcionalmente con uno o méas de LbpA o NspA); OMP85 y LbpA
(opcionalmente con uno o mas de Hap y NspA), OMP8&5 y Hap
(opcionalmente con NspA).

Una composiclén Inmunogénica adicional de la invencién
comprende Hap y por lo menos un antigeno adiclonal seleccionado
del grupo que conslste de FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB,
LbpA, TbpB, TbpA, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964,
NMB0283, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIpA, NspA, proteasa
IgA, AspA, OMP85, NspA, PilC, Omp286, NMBO0315, NMB0995,
NMB1119, MafA, MafB, NadA, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, Poro vy
cualguisra o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el Inmunotipo L3 de
LPS.

Una composicién Iinmunogénica adicional de Ila invenclon

comprende FrpA y por lo menos un antigeno adicional selecclonado
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del grupo que consiste de LbpB, LbpA, TbpA, TbpB, HpuA, HpuB,
P2086, Lipo2B, Sibp, NMB0884, NMBO0283, PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HIpA, TspA, TspB, Hap, proteasa IgA, AspA, NadA,
FhaB, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HipA, OMP85, NspA, PilC,
Omp268, NMB0315, NMB0995, NMBI 119, MafA, MafB, PIdA, HsfT,
TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB, y cualquia}a o ambos del inmunotipo
L2 de LPS y el Inmunotipoc L3 de LPS.

Una composicién inmunogénica adicional de la Invencion
comprende FrpC y por lo menos un antigeno adicional seleccionado
del grupo que consiste de LbpB, LbpA, TbpA, TbpB, HpuA, HpuB,
P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0293, PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HipA, TspA, TspB, Hap, proteasa IgA, AspA, NadA,
FhaB, OMP85, NspA, PiiC, Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB 1118,
MafA, MafB, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB, y cualquiara
o ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

Una composiclén inmunogénica adicionak de Ia Invencién
comprende cualqulera o ambos del inmunotipo L2 ds LPS y el
inmunotipo L3 de LPS y por lo menos un antigeno adicional
seleccionado del grupo que consiste de LbpB, LbpA, TbpA,. TbpB,
HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0984, NMB0283, PilQ, HimD,
HisD, GNA1870, OspA, HIpA, TspA, TspB, Hap, proteasa IgA, AspA,
NadA, FhaB, OMPB5, NspA, PIIC, Omp26, NMB0315, NMBO0S85,
NMB1119, MafA, MafB, PIdA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB y FhaB.

Las combinaciones preferidas de antigencs en una composicion

inmunogénica de Ia invenclén Incluyen combinaclones que
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comprenden una protelna de adquisicién de hlerro, una proteaina
autotransportadora y FhaB; una protelna de adquisicién de hierro,
una protefna autotransportadora y PIIC; y una protefna de

adquisicién de hierro, una protelna autotransportadora y FrpA; una

protelna de adqulisicién de hierro, una protelna autotransportadora y

Plilg; una proteina de adquisicién de hiesrro, una proteina
autotransportadora y TspA,; una protelna de adquisicién de hisrro,
una protelna autotransportadora y TspB; una protelna de adquisicidn
de hierro, una protelna autotransportadora y NspA; una protelna de
adquisicidn de hlerro, una protelna autotransportadora y FrpC; mas
preferiblemente comprende una proteina de adquisicidn de hlerro,
una protelna autotransportadora y Hap; una protelna de adquisicién
de hierro, una protelna autotransportadora y FrpA/C; una protelna de
adquisicién de hlerro, una protelna autotransportadora y LbpB; una
proteina de adquisicién de hierro, una proteina autotransportadora vy
OMP85 (D15). Mas preferiblemente, OMP85(D15) podria ser
incorporada como parte de una preparacidn de vesicula de membrana
exterior.

Las composiciones inmunogénicas de |a Invenclén que
contienen LPS preferiblemente tendran el LPS conjugado con una
fuente de spltopos ayudantes T, preferiblemente protelnas, y en el
caso de LPS en OMVs, preferiblemente protelnas de membrana
exterior. Una modalidad particularmente preferida contiene LPS que
ha sldo (preferiblemente intra-ampolla) conjugada con OMP /n situ en

la preparacién de la vesicula de membrana exterior {(por esjemplo

136
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como se describid anterlormente).

Las composiciones inmunogénicas de la invencidn pueden
comprender antigenos (proteinas, LPS y polisac_:éridos) derivados de
los serogrupos A, B, C, Y, W-135 de Neilsseria meningitidis o
Neissaria gonorrhoseas.

Preferiblemeante ias composiciones inmunogénicas o vacunas
de la invencidn no consistes d@ y/o comprenden las combinaciones
particulares de SEC IDs listadas en el Cuadro que abarca de la
pagina 3, Ilnea 18 a la pagina 52, llnea 2 de WO 00/71725 y/o
cualquler combinacién Individual des;crita en los eje-mplos 1-11 de
WO 00/71725. |

Praeferiblemente, cualesquiera combinacionss individualizadas

descrita en WO 01/52885 no s8e reclaman en esta invencion.

Combinaciones adicionales

La composicién inmunogénica de la Invencién ademéas puede
comprender polisacaridos u oligosacaridos capsulares bacterianos.
Los pollsacaridos u cligosacéaridos capsulares pueden ser derivados
de uno o mas de los serogrupos A, B, C, Y, W-135 de Nelsseria
meningitidis, Haemophilus influenzae b, Streptococcus pneumoniaa,
Streptococcl Grupo A, Streptococci Grupo B, Staphylococcus sureus
y Staphylococcus epidarmidis.

Un aspecto adicional de la invenclén son las combinaciones de
vacunas que comprenden la composicidn antigénica de la invencian

con otros antigenos que son ventajosamente utilizados contra ciertos
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aestados de las enfaermedades Incluyendo aquellos asoclados con
bacteria viral o Gram-positiva.

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

En una modalidad adiclonal, las composiciones antigénicas de
la invencidn, preferiblemente formuladas con 1, 2, 3, o los cuatro
pollsacéridos u oligosacaridos capsulares meningocécicos puros o
conjugados A, C, ¥y o W-135 (como se describi6 anteriormente) se
formulan con un pollsacarido u ollgosacarido capsular de H.
influenza b, y/o uno o mas polisacarides u oligosacaridos capsulares
neumocétcicos puros o conjugados. Opcionalmente, la vacuna
tambiéan pueds comprendsr uno o mas antigenos de protelna que
pueden proteger un huésped contra infeccibn por Streptococcus
pneumonie. Dicha vacuna puede ser ventajosamente utilizada como
una vacuna de meningitis global.

En adan otra modalidad preferida, la composicién Inmunogénica
de la invencién se formula con polisacadridos u oligosacaridos

capsulares derivados de una o mas de Neisseria meningitidis,
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Haemophilus Influenzee b, Streptococcus pneumoniae, Streptococci
Grupo A, Streptococcl Grupo B, Staphylococcus aureus o
Staphylococcus epidermidis. Los antigenos de polisacarido
capsuiares neumocécicos preferiblemente se seleccionan de Ilos
serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 8N, 8V, 10A, 11A, 12F, 14, 158,
17F, 18C, 18A, 189F, 20,22F, 23F y 33F (méas preferiblemente de los
serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F). Una modalidad
adicional preferida podria contenar los polisacarldos capsulares PRP
de Hasmophilus influenzae. Una modalidad preferida adicional podria
contener el Tipo 5, Tipo 8 o 338 de polisacaridos capsulares de
Streptococcus aureus. Una modalidad preferida adicional podria
contener el Tipo I, Tipo Il o Tipo |l de pollsacaridos capsulares de
Streptococcus epidermis. Una modalidad preferida adicional podria
contener el Tipo la, Tipe Ic, Tipo Il o Tipo Ill de polisacaridos
capsulares de streptococcus del Grupo B. Una modalidad preferida
adicional podrla contener los polisacaridos capsulares del
streptococcus del Grupo A, preferiblemente ademas comprendiendo
por lo menos una protelna M y mas preferlblemente multiples tipos
de brotelna M.

Dichos polisacaridos capsulares de la invenclién pueden estar
no conjugados o conjugados con una protelna portadora tal como la
anatoxina del tétanos, el fragmento de la anatoxina del tétanos C, la
anatoxina de difteria, CRM187, pneumolisina, Protelna D
(USB6342224). E| polisacarido conjugado puede ser preparadoc a

travds de cualquier técnica de acoplamlento conocida. Por ejemplo el
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pollsacarido puede ser acoplado a través‘ de un linaje de tioéter. El

método de conjugaclén se basa en la activacidn del polisacarldo con

tetrafluoroborato de 1-clano-4-dimetilamino plridinio (CDAP) para

formar un éster de clanato. El polisacarido activado de esta forma

5 puede ser acoplado directamente a travéds de un grupo espaciador a

un grupo amino en la proteina portadora. Preferiblemente, el éster de

clanato estd acoplado con hexano de diamina y el polisacarido

derivatizado de amino se conjuga a la proteina portadora utilizando

quimica de heatarollgacién involucrando la formacién del linaje de

10 tioé&ter. Dichos conjugados se describen en la aplicaciéon PCT

publicada WO 83/15760 de la Universidad de Servicios Uniformados.

Los conjugados también pueden ser preparados a través de

métodos de animacién reductiva directa como se describe en US

4365170 (Jennings) y US 4673574 (Anderson). Otros métodos se

15 describen en EP-0-161-188, EP-208375 Y EP-0-477508. Un método

adicional involucra el acoplamisnto de un polisacarido activado de

bromuro de ciandgeno derivatizado con hidracida de acido atlpico

(ADH) a Ila proteina portadora a través de condensacién de

carbodiimida {(Chu C. y otros Infect. Immunity, 18983 245 258).

20 Cuando los oligosacaridos estan incluidos, se prefieare que estén
conjugados.

Los antigenos de protelnas pneumocécicas preferldos son

aquellas protelnas pneumocbdcicas que estdn expuestas en la

superficie exterlor de los pneumococos (capaces de ser reconocidas

25 a través de un sisteama Inmune del huésped durante por lo menos
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parte del clclo de vida del pneumococo), o son protelnas que se
secretan o liberan a través del pneumococo. Mas preferiblemente, la
protelna s una toxina, adhesina, transductor de sefial de 2
componentes, ©o Ilpoproteina de Streptococcus pneumoniae, O
5 fragmentos del. mismo. Las protelnas particularmente preferidas
incluyan, pero no se limitan a: pneumolisina (prefariblemante
desintoxicada a través del tratamiento quimico o mutacion) [Mitchell
y otros Nucleic Acids Res. 1990 Jul 11; 18 (13): 4010 "Comparison of
pneumolysin genes and proteins from Streptococcus pneumoniae
10 types 1 and 2, "Mitchell y otros Biochem Biophys Acta 1888 Enero
23.: 1007(1): 67-72 "Expression of the pneumolysin gene in
Escherichia coli: rapid purification and biological properties.”, WO
96/05858 (A. Cyanamid), WO 80/08951 (Paton y otros), WO §8/03884
(NAVA)]; PspA y variantes de ellminacién del mismo (US 5804193-
15 Brlles y otros) ; PspC y variantes de seliminacién de!l mismo (WO
97/09994-Briles y otros); PsaA y variantes de eliminacién del mismo
(Berry & Paton, Infect Immun 1996 Dic; 64 (12): 5255-62 "Sequence
heterogeneity of PsaA, a 37-kilodalton putative adhesin essantial for
virulence of Streptococcusprasumoniae®™); proteinas de unioén a colina
20 pneumococcica y varlantes de eliminacién del mismo; CbpA vy
variantes de eliminacién del mismo (WO 87/41151; WO 99/512868);
" Gliceraldehldo-3-fosfato-deshidrogenasa (Infect. Immun. 1886 84:
3544); HSP70 (WO 96/40928): PcpA (Sanchez-Beato y otros, FEMS
Microbiol Lett 1998; 164: 207-14); protelna de tipo M, (EP 0837130)

25 y adhesina 18627, (EP 0834568). Los antigenos de protelna
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pneumocdcicos preferidos adicionales son aquellos descritos en WO
98/189831, particularmente aquellos seleccionados en W0OB88/18830 vy
PCT/US88/30380.

La composicidén/vacuna inmunogénica de la invencién también
puede opcionalmente comprender preparaciones de veslicula de
membrana exterior hechas de otras bacterias Gram negativas, por

ejemplo, Moraxella catarrhalis o Haemophilus influenzae.

Preaparaciones de ampollas Moraxella catarrhalls

Las composiciones de la invencién ademas pueden comprender
preparaclones OMV derivadas de Moraxsella catarrhallis. Las
preparaciones OMV disefladas pueden derivarse de Moraxelis
catarrhalis como se describe en WO 01/08350. Uno o mas de los
siguientes genes (codificando Ilos antigenos protectores) son
preferidos para |la regulacién ascendente: OMP108 (WO 97/41731 &
WO 96/34980), HasR (PCT/EP98/03824), PilQ (PCT/EP88/03823),
OMPB5(PCT/EP0O0O/01488), Ilipo0B8 (GB 9817977.2}, !lipo10 (GB
8918208.1), llpo11 (GB 9818302.2), lipo18 (GB 8818038.2), P86
(PCT/EP99/03038), ompCD, CopB {Helminen ME, y otros (1983}
Infect. Immun. 61: 2003-2010), D15 (PCT/EPS98/03822), Omp1A1
(PCT/EP99/068781), Hiy3 (PCT/EP88/03257), LbpA y LbpB (WO
p8/55608), TbpA y TbpB (WO 97/13785 & WO 97/32880), OmpE,
UspA1 y UspA2 (WO 93/03761), vy Omp21. También son preferidos
como genes que pueden ser heterclégicamente introducldos dentro

otras bacterias Gram-negativas.

VNS
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Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
regulacién descendente: CopB, OMP108, OmpB1, TbpA, TbpB, LbpA,
y LbpB.

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

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la

regulacion ascendente: pmrA, pmrB, pmrE y pmrF.

Preparaciones de ampollas Heaemophilus influanzae

Las composiciones inmunogéniéas de la Invencién ademas
comprenden preparaciones OMV derivadas de Haemophllus
influenzae. Las preparaciones OMV disefladas pueden derivarse de
Haemophilus influenzae como se descrlbe en WO 01/08350. Uno o
mas de los siguiantes genes (codificando los antigenos protectoraes)
son preferidos para la regulacion ascendente: D15 (WO 94/12641),
P6 (EP 281673), TbpA (WO096/40929; W085/13370), TbpB
(W098/40929; w085/13370), P2, PS5 (WO 94/26304), OMP28 (WO
97/01638), HMW1, HMW2, HMW3, HMW4, Hia, Hsf, Hap, Hind47, y Hif
(todos los genes en este gen operador deberan ser regulados de
manera ascendente con el fin de regular de manera ascendente
pllin). También son preferidos como genes que pueden ser
heterolégicamente introducidos en otras bacterias Gram-negativas.

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
regulacidon descendente: P2, PS5, Hif, proteasa IgAl-, HgpA, HgpB,

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

NB
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Uno o méas .da los sigulentes genes son preferidos para la
regulacidon ascendente: pmrA, pmrB,lpmrE, y pmrF.

Las composliclién/vacuna inmunogénica de |la invencién también
puede opcionalmente comprender antigenos que proveen proteccién
contra una o mas infecciones por Dlfteria, tétancs y Bordetella
pertusis. El componeante de tosferina puede ser la célula B. pertussis
completa aniquilada (Pw) o tos ferina acelular (Pa) que contlene por
lo menos un antigeno (preferiblemente 2 o los 3) de PT, FHA y
peractina 88kDa. Tlpicamente, los antilgenos que proveen proteccién
contra Difteria y tétanos podrian ser anatoxinas de dlfteria y
anatoxinas de tétanos. Las anatoxinas pueden quimicamente
Inactivar toxinas o toxinas inactivadas por la introducclédn de
mutaciones de punto.

Las composicidn/vacuna Inmunogénica de la invencidn tamblién
puede opcionalmente comprender uno o mas antlgenos que pusden
proteger a un huésped contra Haemophlilus influenzae, RSV y/o uno
o mas antigenos que pueden proteger a un huésped contra el virus
de la influenza. Dicha vacuna puede ser ventajosamente utlllzada
como una vacuna de medio de otitis global.

Los antigenos de protelna de H. influenzae no tipificables
preferidos Incluyen la protelna de Fimbrina (US 5766608) y fusiones
que comprenden péptldos de las mismas (por eJemplo, Fusiéon LB1)
{US 5843464-Ohio State Research Foundation), OMP286, P6, protelna
D, TbpA, TbpB, Hia, Hmwl, Hmw2, Hap, y D15.

Los antigenos de! virus de influenza preferidos incluyen virus

\uL\
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completo, vivo o Inactivado, virus de influencia divlgildo, crecido en
huevos o células MDCK, o celulas Vero o virosomas de gripe
completas (como se describe por R. Gluck, Vaccine, 18982,10, 915-
820) o protelnas purificadas o recombinantes, tales como las
protelnas HA, NP, o M, o combinaciones de las mismas.

Los antigenos RSV preferidos (Virus Sincitial Respiratorio)
incluyen la glicoprotelna F, la glicoprotelna G, la protélna NH, la
protelna M o derivados de la misma.

Las composiclones Inmunogénicas de la invencién pueden
incluir protelnas de Moraxella catarrhalis que incluyen TbpA
(W097/13785;, WO089/52947), TbpB (WO087/13785; WO088/520847,
Mathers y otros FEMS Immunol Med Microbiol 1887 18, 231-236;
Myers y otros Infect Immun1988 66; 4183-4192), LbpA, LbpB (Du vy
otros Infect Immun 19688 66; 3658-3665), UspA1, UspA2 (Aebi y otros
Infect immun. 1997 65; 4387-4377)}, OMP106 (US6214981), receptor
dependiente de Ton-B (WO00/78968), CopB (Sethi y otros, Infect.
Immun.1887 €65; 3666-3671), y receptor de HasR (WO00/78868); las
proteinas de Haemophilus influenzae Incluyen HMW (S5t Geme vy
otros, Infect Immun 1898 66;364-388), Hia (St Geme y otros J.
Bacterlol. 2000 182; 6005-6013), Tbp1 (W096/40829; W085/13370),
Tbhp2 (W006/40829; WO085/13370; Gray-Owen y otros Infact Immun
1995 63: 1201-1210), LbpA, LbpB (Schryvers y otros 1989,29: 121-
130), HasR, receptor dependlente de TonB (Fleishmann y otros
Sclence 1995 269; 496-512), proteina de uniébn a hemoglobina, HhuA

(Cope y otros Infect Immun 2000 68; 4082-4101), HgpA (Maciver y
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otros, Infect Immun 1986 64; 3703-3712), HgbA, HgbB y HgbC (Jin vy
otros Infect Immun 1996 64; 3134-3141), HxuA (Cope y otros, Mol
Microbloi 1994 13; 8683-873), HxuC (Cope y otros, Infect Immun 2001
68; 2353-2363); las proteinas de Neisseria meningitidis incluyen
Tbp1, prz, FbpA, FbpB, BfrA, BfrB (Tettelin y otros, Science 2000

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

Formulaclones de vacuna

Una modalidad preferida de !a invencién es |la formulaciéon de la
composicién inmunogénica de la invencién en una vacuna que
tambiédn puede comprender un exclpienta o] portador
farmacéuticamente aceptable.

La fabricacién de las preparaciones de vesicula de membrana
exterior de cualquiera de las cepas anteriormente mencionadas
puede ser lograda a través de cualquier método bien conocido para
alguien con experiencia en la técnica. Preferiblemente se utllizan {os
métodos descritos en EP 301882, US 5,587,572, EP 11243 o US
4.271,147. Mas preferiblemente se utiliza el método descrito en
wQ001/09350.

La preparacidn de vacuna generalmente se describe en El|
Disefio de Vacuna (“La subunidad y el método auxiliar® (eds. Powell
M. F. & Newman M. J.) (1885) Plenum Press New York).

Las composiciones antigénicas de la presente invencién
pueden ser auxilladas en la formulacién de la vacuna de la

Invencién. Los auxiliares adecuados incluyen sal de aluminio tal
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como hidréxido de aluminio (alumbre) o fosfato de aluminio, pero
también puede ser una sal de calcio (particularmente carbonato de
calcio), hierro o zinc, o puede ser una suspension insoluble de
tirosina acilada, o azidcares acllados, polisacaridos derivatizados
catidnicamente o anidnicaments, o polifosfacenos.

Los sistemas auxillares Th1 adecuados que pueden ser
utilizados incluyen, lipido A de monofosforilo, particularmente lipido
A de monofosforilo 3-de-O-acilado, y una combinacién de Ilpido A de
monofosforilo, lipido A de monofosforllo 3-de-O-acilado (3D- MPL)
junto con una sal de aluminio (preferiblemente fosfato de aluminio).
Un sistema mejorado involucra la combinacién de un IIlpido A de
monofosforilo y wun derlvado de saponina particularmente |Ia
combinacién de QS21 y 3D-MPL como se describe en WO 854/00153,
o una composicién menos recocnocida en donde QS21 se extingue con
colesterol como se describe en WO B86/33739. Una formulacién
auxiliar potente que involucra QS21 3D-MPL y tocoferol es un aceite
en emulsién de agua se describe en WO 85/17210 y es una
formulacién preferida.

La vacuna pueds comprender una saponina, mas
preferiblemente QS21. También puede comprender un aceite en
emulsién de agua y tocoferol. CpG no metilade contenlendo
oligonucledtidos (WO 86/02555) también son inductores
preferenclales de una respuesta TH1 y son adecuados para uso en la
presente Invencién.

La preparacidn de la vacuna de la presente invencidn puede
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ser utilizada para proteger o tratar un mamifero susceptible a
infeccion, a través de medios de la administracién de dicha vacuna a
través de una ruta sistédmica o mucosidad. Estas administraciones
pueden incluir inyeccién a través de rutas intramusculares,
intraperitoneales, intradérmicas o subcutdneas; o a través de
administracibn por mucosa a los tractos oral/alimentario,
respiratorio, genitourinaric. De esta forma un aspacto de |la presenta
invencién es un método para inmunizar un huésped humano contra
una enfermedad causada por infeccibn de wuna bacteria gram-
negativa, cuyo método comprende la administraciéon ai huésped de
una dosis inmunoprotactora de |la preparacién OMV de la presente
invencidén.

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

Una cantidad d&ptima para una vacuna particular puede ser
constatada a través de estudios estadndares que involucran Ia
observacién de las respuestas inmunes apropiadas en los sujetos.
Después de la vacunacidn inicial, los sujetos pueden recibir una o

varias inmunizaciones de defensa adecuadamente espaciadas.

b
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Las vacunas de la invencidn son preferiblemente
inmunoprotectoras y no tdxicas adecuadas para uso pediatrico y en
adolescentes.

Por uso pedlatrico se quiere dar a antenda_r el uso en infantes
de menos de 4 afios de edad.

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

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

medido por LAL y ensayos de pirogenelcidad bien conocidos.

Polinucledtidos de la invencidn

“Polinucledtido® generalmente se refiere a cualquler
poliribonucléotido o polidesoxiribonucleétido, que puede ser ARN ©
ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Los “polinucleétidos”®
incluyen, sin limitaciobn, ADN de estructura de cadena doble e
individual que es una mezcla de regiones de estructura de cadena
doble, e individual y ARN de estructura de cadena doble e individual
y ARN que es una mezcla de regiones de estructura de cadena
individual y doble, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN
que puede ser de estructura de cadena individual, o mas
tipicamente, de estructura de caldena doble o una hezcla de regiones
de estructura de cadena individual y doble. Ademas, “polinucle6tido”

se refiere a regiones de estructura de cadena triple que comprenden
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ARN o ADN o tanto ADN como ARN. EIl término polinucleétido
tamblén incluye ADNs o ARNs que contilenen una o més bases
modificadas y ADNs o ARNs con ejes modificados para estabilidad u
para otras razones. Bases "modlficadas” Incluye, por sjemplo, bases
tritiladas y bas.ses inusuales tales como Iinopina. Una variedad de
modificaciones se han hecho al ADN y ARN; de esta forma,
"polinucleétido® abarca formas quimicamente, enzimaticamente o
metabélicamente modificadas de polinuclebétidos como se encuentran
tiplcamente en |la naturaleza, asi como las formas quimicas de ARN y
ADN caracteristicas de los virus y células. *Polinucledétido®™ también
abarca polinucle6tidos relativamente cortos, por lo general referidos
como oligonucleéttidos.

Otro aspecto de la Invenclén se refiere a una formulacidn
inmunolbégica/vacuna que' comprende uno ©o mas pollnuctedtidos.
Dichas técnicas son blen conocidas en la técnica, ver por ejemplo,
Wolff y otros, Science (19980) 247: 1485-8.

Dichas vacunas comprenden uno o mas polinuclebtidos que
codifican wuna pluralidad de proteinas correspondientes a las
combinaciones de proteinas de la invencitn descritas anterlormente.

La expresién de protelnas de dichos polinucledtidos deberla
estar bajo el control de un promotor eucaridtico capaz de conducir la
expresion dentro de una célula de mamifero. El polinucleétido pueds
adicionalmente comprender una secuencia que codifica otros
antigenos. EJemplos de promotores eucarlétlcos que podrlan

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

para conduclr la expreslién.

Aspectos adicionales de la invencién

Otro aspecto de l|a invenciédn involucra un método para el
tratamiento o prevencidn de enfermedad Neisserlal que comprende la
administracién de una dosis protectora (o cantidad efectiva) de la
vacuna de la invenclén a un huésped en |la necesidad de la misma.
Los serogrupos A, ‘B, C, Y o W-135 de Neissaria meningitidis ylo
infeccién por Neisseria gonorrhoeae podrian ser ventajosamente
prevenidos o tratados.

La invencidn tambien incluye un uso de la vacuna de !a
invencidén en la preparacién de un medicamento para el tratamlento
de prevencién dse Infeccién Nelsserial. Otra vez la infeccibn
Neisserial abarca infeccibn mediante los serogrupos A, B, C, Y o W-
135 de Neisseria meningitidis y/o infeccidbn por Neisseria
gonorrhoeas.

Otro aspecto de la invenciébn es una cepa Neisserial
genéticamente disefada a partir de la cual una vesicula de
membrana exterior de la invencién {(que tiene por lo menos dos
proteinas de la Invencién recombinantemente reguladas en forma
ascendente, como se describié anteriormente) puede ser derivada.
Dicha cepas de Neisserial pueden ser Neisserla meningitidis o

Neisseria gonorrhoesae.
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La cepa tamblién puede haber sido disefada (como se describid
anteriormente) para regular de manera descendente |la expresién de
otras protelnas de Neisserial Incluyendo la expresién de uno, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, u ocho de LgtB, LgtE, SiaD, OpC,
OpA, PorA, FrpB, msbB y HirB. Las combinaciones preferidas para la
regulacién descendente incluyen |a reguiacién descendente
{(preferiblemente eliminacién) de por lo menos LgtB y SlaD, la
regulacién descendente de por lo menos PorA y OpC, la regulacién
descendente de por lo menos PorA y OpA, y la regulacién
descendente de por lo menos PorA, OpA, y OpC.

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

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

membrana exterior, preferiblemente en donde por |lo menos una

1S
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preparacién de la vesicula de membrana exterior cantiane LPS del
inmunotipo L2 y por lo menos también Incluye dichos métodos en
donde las vesiculas de membrana exterior se aislan a través de la
extraccién con una concentracibn de DOC de 0-0.5%. Las
concentraciones de DOC de 0.3%-0.5% se utilizan para minimizar el
contenido de LPS. En las preparacionas OMV en donde LPS se va ha
conservar como un antigeno, las concentraciones DOC de 0-0.3%,
preferiblemente 0.05%- 0.2%, mas preferiblemente de alrededor de

10% se utilizan para la axtraccion.

Vacuna lula Entera Fantas Aniguiladas

Los inventores consideraron que las mejoras anteriores a las
preparaciones de ampollas y vacunas pueden ser facilmente
extendidas a preparaclones y vacunas de célula completa fantasma o
aniquilada (con ventajas idénticas). Las cepas Gram-negativas de la
invencion a partir de las cuales |las preparaciones de ampolla se
hacen, también se pueden utilizar para hacer preparacionss de
célula completa fantasma o aniquilada. Los métodos para hacer
preparaciones fantasma (células vaclas con envolturas [ntactas) de
cepas Gram-negativas son bien conocidos en la técnica (ver por
ejemplo, WO 82/01791). Los métodos para aniquilar células
completas para hacer preparaciones de célula inactivadas para uso
en vacunas tambiédn son bien conoclidos. Los tdrminos ‘preparaciones
de ampolla' [u OMV] y 'vacunas de ampolla’ [u OMV] asl como los

procesos descritos a lo largo de este documento son por lo tanto
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aplicables a Ios tdrminos “preparacién fantasma®™ y “vacuna
fantasma®, y “preparacién de célula fantasma™ y “vacuna de célula

completa aniquilada®, respectivamente, para los propdsitos de esta

Invenclidn.

Apnticuerpos e inmunizacién pasiva

Otro aspecto de la invencion es un método para preparar una
globulina inmune para uso en la prevenciébn o tratamiento de
Infecclon Neisserial que comprende los pasos de inmunizar un
receptor con la vacuna de |la Invencién y aislar la globulina inmune
del receptor. Una globulina Inmune preparada a través de este
método es un aspecto adicional de la invenclién. Una composicidn
farmacéutica que comprende |la globullna Inmune de ia invenclén, y
un portador farmacéuticamente aceptable es un aspecto adicional de
la invencién que podrla ser utilizado en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento o prevencién de |la enfermedad
Nelisserial. Un método para el tratamiento o prevencién de infeccién
Neisserial que comprande un pasa de administracién a un paclente
de una cantidad efectiva de la preparaclén farmacéutica de Ia
invencidn es un aspecto adicional de la Iinvencién.

La Inoculacién de la produccién de anticuerpos pollclonates se
preparar tipicamente a través de la dispersion de |la composicion
antigénica en un diluyente fisioldbgicamente tolerable tal como satina
u otros auxiliares adecuados para uso en seres humanos para formar

una composiclén acuosa. Una cantldad Inmunosestimuladora se

154
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administra a un mamifero y al mamifero inoculadec entonces se
mantiene durante un tiempo suficiente para que |a composicién
antigénica Induzca antlcuerpos protectores. |

Los anticuerpos pueden ser aislados a la extensién deseada a
través de técnicas bien conocidas tales como cromatografla de
afinidad (Harlow y Lane Antibodies; a laboratory manual 1888).

Los anticusrpos puedén incluir preparaciones de suero de una
variedad de animales cominmente utilizados, por sjsmplo, cabras,
primates, burros, cerdos, caballos, conejillos de India, ratas o el
hombre. Los animales son sangrados y se recupera el suero.

Una globulina inmune producida de acuserdo con la presente
invencion puede incluir anticuerpos completos, fragmentos o
subfragmentos de anticuerpo. Los anticuerpos puseden éar
inmunoglobulinas completas de cualquier clase, 1gG, IgM, IgA, IgD, o
IgE, anticuerpos quiméricos o anticuerpos hibridos con especificidad
doble a dos o méas antigenos de la invencién. Estos también pueden
estar formados de F{ab')2, Fab', Fab, Fv y similares Incluyendo
fragmentos hibridos. Una globulina inmune también incluye proteinas
disefiadas de forma natural, sintética o, genéticamente que actian
como un antlcuerpo a través de la unién a antigenos especiflcos para
formar un complejo.

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

sujeto de esta forma tratado podria donar plasma a partir de la cual

(S5
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podria ser obtenida la globullna hlperinmune a través de metodologla
de fracclonamiento de plasma. La globulina hiperinmune podria ser
administrada a otro sujeto con el fin de impartir resistencia contra o
tratar infeccidn Nseisserlal. Las globulinas hiperinmunes de |la
invencion son particularmente atiles para el tratamiento o
prevencidén de la "enfermedad Nelsserlal en Iinfantes, individuos
comprometidos Inmunes, o en donde el tratamiento es requerido y no
hay tiempo para que un individuo produzca anticuerpos en respuesta
a la vacunacioén. Un aspecto adicional de |a Invencién es una
composicién farmacéutica que comprende dos © mas anticuerpos
monoclonales (o fragmentos del mismo, preferlblemente humanos o
humanizados) reactivos contra por lo menos dos constituyentes de la
composicidn inmunogénica de la invencién, los cuales podrian ser
utilizados para tratar o prevanir infeccién a través de bacteria Gram
negativa, preferiblemente Neisseria, méas preferibleamante Neisseria
meningitidis o Neisseria gonorrhoeae y mas preferiblemente el
serogrupo B de Neisseria meningitidis.

Dichas composiciones farmacéuticas comprenden anticuerpos
monoclonales que pueden sar inmunoglobulinas complatas dae
cua:IquIar clasa, por ejemplo, I1gG, IgM, IgA, IgD o IgE, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos hlbridos con especlficidad de dos o mas
antigenos de la invencién. Tamblén pueden ser fragmentos por
ejemplo, F(ab')2, Fab', Fab, Fv y similares incluyendo fragmentos
hibridos.

Los métodos para hacer anticuerpos monoclonales son bien

166
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conocidos en |la tédcnica y puedan incluir la fusién de esplenocitos

con células de mieloma (Kohler y Milstein 1975 Nature 258; 495;

Antibodies-a laboratory manual Harlow and Lane 1988).
Alternativamente, los fragmentos Fv monoclonales pueden sear
obtanldos a través de la clasificacidon de una coleccién de exhibicién
de - fago adecuada (Vaughan TJ y otros 1988 Nature Biotechnology
18; 53%5). Los anticuerpos monoclonales pueden ser humanizados o
hﬁmanizados en parte a través de métodos conocidos.

Todas las referencias o solicitudes de patente citadas dentro
de esta especlficacién de patente se incorperan aqul por referencia.

Lo-s términos “comprendiendo”, "comprende” y “"abarca" aqul
pretenden mediante los inventores ser opcionalmente substituibles
con !os términos “consistiendo de", “consiste de", y “"abarca”,

respeactivamente, en cada Instancla.

Mét(-:do de.ApIIcaclén Industrial de la Invenclén

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

no limitan la invenclén.

1S+
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EJEMPLO 1

Métodos para construlr cepas del serogrupo B de Nelsserla

meninglitidlis utlilizados en preparaclones de vegicuia de

membrana exterlor

WO 01/09350 proporciona meétodos detallados para |la
preparacion de vesiculas de membrana exterior y para |la
manipulacién de ‘cepas bacterianas a partir de las cuales las
vesiculas de membrana exterior se derlvan. Cuando las vesiculas de
membrana exterior son para retener lipoproteinas tales como TbpB
y/o lipopolisacaridos, los métodos para el aislamiento con bajos

niveles o no desoxicolato son preferidos.

EJEMPLO 2

Regulaclién ascendenta del antigeno de la proteina Hsf en una

cepa del serogrupo B de Neisseria maningitidis que carece _de

genes cps funcionales pero expresa PorA

Como se describe en los ejemplos de WO 01/08350, en ciertos
palses, la presencla de PorA en vesliculas de membrana exterior
puede ser ventajJoso, y puede fortalecer la eficacia de la vacuna de
ampollas mejoradas recombinantes. En el siguiente ejemplo, se ha
utilizado un vector pCMK(+) modificado para regular de manera
ascendents la expresidn dal antigenoc de la proteina Hsf en una cepa

gue carece de genes cps funcionales pero axprasa PorA. El vector
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pCMK(+) original contiene un promotor porA/lacO quimérico
reprimide en lac/* expresando el huésped E. c¢oli pero
transcripcionalmente activo en Neisseria meningitidis. En el pCMK(+)
modificado, el promotor porA nativo fue utilizado para conducir la
transcripciéon del gen hsf. El gen que codifica Hsf fue amplificado en
PCR utilizando los Iniciladores de nucleétido HSF D1-Ndel y HSF 02-
Ndel, prasentados en el siguiente cuadro. Debido a la secuencia del
iniciador HSF 01-Ndel |la proteina Hsf expresada contendra dos
residuos de metionina en el extremo 5'. Las condiciones utilizadas
par la ampliflcaciébn PCR fueron aquellas descritas por el proveedor
(polimerasa de ADN HiFi, Boehringer Mannheim, GmbH). La
permutacién clclica fue l!a sigulente: 25 veces {94 C 1 min., 48°C 1

min., 72°C 3 min.) y 1 vez (72°C 10 min., 4°C hasta la recuperacion).

El amplicon correspondiente fue subsecuentemente cionado en los

sitlos de restriccidn correspondientes del vector de entrega pCMK(+).
En este plasmido recombinante, pCMK{(+)-Hsf disefiado, sa elimind el
iacO presente en el promotor porA/iacO qulmérico a través de una
estrategla PCR recombinante. El pladsmido pCMK(+)-Hsf se utiliz6
como una plantilla para la amplificacién PCR de 2 fragmentos de
ADN separados:

-fragmento 1 contiene la regién recombinogénica porA §°, el

gen resistente a canamicina y el promotor porA. Los iniciadores de
ollgonucledtido utlllzados, RP1(Sacll) y RP2, se presentan en el
siguiente Cuadro 2. El iniclador RP1 es homdlogo a la secuencia

justo en la corrienta ascendente del operador /ac.

|
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-fragmento 2 contiene |la secuencia Shine-Dalgarno del gen

porA, el gen hsf y la regibn recombinogénica A 3'. Los iniciadores
del oligonucledtido utilizados, RP3 y RP4(Apal), se prasentan 8en al
cuadro siguiente. El iniciador RP3 es homélogo a |la secuencla
simplemente en corriente descendente del operador fac. El extremo
3' del fragmento 1 y el extremo 5' del fragmento 2 tienen 48 bases
traslapadas. Se utllizaron 500 ng de cada PCR (1 y 2} para una
reaccldn de PCR final utilizando Ios-lnlciadores RP1 y RP4. EI
amplicén final obtenldo se subcloné en el vector pSL1180
restringido con Sacll y Apal. El pldasmido modificado pCMK(+)-Hsf se
purificdb a una gran escala utilizando el equipo QIAGEN maxiprep y 2
ung de este material se utilizé para transformar una cepa del
serogrupo B de Nelsseria meningitidis que carece de genes cps
funcionales. Con el fln de conservar la expresién de porA, la
Integracién resultante de un cruzamiento individual se selecclond a
través de una combinacién de PCR y procedimientos de clasiflcaclén
de tinclén Western. Los clones resistentes a canamicina se probaron
como posltivos a través de PCR especifico de porA y la tincion
Waestern se almacend a -70°C como existencias de glicerol y se
utilizaron para estudios adicionales. La bacteria {(correspondiente a
alrededor de 5.10° bacterias) se volvié a suspender en 50 ul de
requlador de pH SDS-PAGE, se congeld (-20°C) / hirvié (100°C) tres
veces y despuéds se separd a través de electroforesis PAGE-SDS en
un gel al 12.5%. La expresién de Hsf se examind en lisatos

bacterianos de célula completa (WCBL) derivados de NmB [Cps-,
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PorA+] o NmB [Cps-, PorA+, Hsf+]. La tinclén coomassie detectd un
Incramento importante en |la expreslén de Hsf (con respecto al nlvel
de Hsf enddgeno). Estos resultados confirman que el vector
pCMK(+)-Hsf modificado es funcional y puede ser utillzado
exitosamente para regular en forma ascendente Ia expresidn de las
proteinas de membrana exterior, sin abolir la produccién del
antigeno de proteina de membrana exterior PorA principal.

Oligonucledétidos utllizados en este trabajo

Ollgonucledétidos | Secuencia Comentario(s)

Hsf 01-Nde 5-GGA ATT CCA TAT GAT | Sitlo de clonaclén
GAA CAA AAT ATA CCG C-3' | Nds!

Hsf 02-Nhe 5'-GTA. GCT AGC TAG CTT | S8ilo de clonaclén

ACC ACT GAT AAC CGA C-3' | Nhe

GFP-mut-Asn 5'-AAC TGC AGA ATT AAT | Sitlo de clonaclén
ATG AAA GGA GAA GAA CTT | Asnl
TTC-3 Compatible con Ndsl
GFP-Spe 5'-GAC ATA CTA GTT TAT | Siio de clonaclén
TTG TAG AGC TCA TCC | Spel
ATG-3' Compatible con Nhsl
RP1 (Sacl!) 5-TCC CCG CGG GCC GTC | Sitlo de clonaclén
TGA ATA CAT CCC GTC-3' Sacl|
RP2 5'-CAT ATG GGC TTIC 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 | Sitio de clonaclidn
TTC AGA CGG CGC AGC | Apal

AGG-3'

&



10

15

20

25

104

EJEMPLO 3

Regulaclén ascendente del gen {bpA del serogrupo B de N.

meningitidis medlante el reemplazo del promotor

El propédsito del experimanto fue reemplazar la regién
promotora enddégena del gen tbpA por un promotor porA, con el fin de
reqgqular en forma ascendente la produccién del antigeno TbpA. Para
ese propdsito, un plasmido de reemplazo del promotor fue construido
utilizando metodologlas de clonacién de E. coli. La region de ADN
(731bp) localizada en corriente ascendente a partir de la secuencia
de codificacién tbpA se descubrié en la base de datos Incyte
PathoSeq privada de la cepa ATCC 13080 de Neisseria meningitidis.
Este ADN contiene la secuencia de codificacién para el antigeno
TbpB. Los genes se organizaron en un operdn. E|l gen tbpB sera
eliminado y reemplazado por el casete promotor CmR/porA. Para ese
prop6sito, un fragmento de ADN de 3218bp correspondiente a la
region de flanqueo 5° 508bp del gen tbpB, la secuencia de
codificacion tbpB 2138bp, la secuencia intergénica 87bp y los
primeros 483 nucledtidos de |la secuencla de codificacién tbpA se
ampliflcaron a través de PCR a partir del ADN gendmico del serotipo
B de Neisserie meningitidis utillzando los oligonucledtldos BAD16
(5'-GGC CTA GCT AGC CGT CTG AAG CGA TTA GAG TTT CAA AAT
TTA TTC-3') y BAD17 (5'-GGC CAA GCT TCA GAC GGC GTT CGA
CCG AGT TTG AGC CTT TGC- 3') conteniendo las secuencias

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

162
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fragmento de PCR se purificé con un Equipo High Pure (Boerhinger
Mannheim, Alemania), y se clond directamente en un vector pGemT
(Promega, EUA). Este plasmido se sometié a mutagénesis PCR de
circulo {Jones & Winlstofer (1992)) con el fin de (i) insertar los sitios
de restriccién adecuados permitiendo la clonacién de un casete
promotor CmR/PorA y (li) eliminar 208bp de la secuencia de flanqueo
5’ de tbpB y la secuencia de codificacién tbpB. La PCR de circulo se
llavé a cabo utilizando los oligonucledtidos BAD 18 (5'-TCC CCC

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

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

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

ATC CC-3') conteniendo los sitios de restriccidbn adecuados Xmal,
Spel, Bglil y Soy (subrayados). Este fragmento de PCR se clond en
el plasmido PCR de clirculo. Este plasmido se utilizara para
transformar las cepas B [cps-] y [cps-porA] del serogrupo B de
Nelisseria meningitidis. La integracidn a través del cruzamiento dobls
en la regién en corriente ascendente de tbpA dirigira la insercion del

promotor porA directamente an corrlente ascendente del ATG tbpA.

B3
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EJEMPLO 4

Construcclén de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis

requlada en forma ascendente para la expresién de dos

antigenos: TbpA y Hsf

El propésito del experimento fue regular en forma ascendante
la expresiédn de TbpA y Hsf simultdneamente en |la misma cepa del
sarogrupo B de N. meningitidis. La produccién de TbpA se reguld en
forma ascendente reemplazando su regién promotora endédgena a
través del promotor porA fuerte (reemplazo del promotor). En este
contexto, al gen tbpB, localizado en corriente ascendente de tbpA se
ellminé, y la protelna TbpB ya no esta presente en !a membrana
exterior. La expreslén de Hsf se reguid de forma ascendente a través
de la Insercién (recombinacién homéloga) de una segunda copia del
gen correspondiente en el sitio porA (entrega del gen). Ambas cepas
han sido descritas en una patente separada referido como en WO
01/08350. Los marcadores de seleccién utilizados en ambas
estrategias (Cm® y Kam®) permitieron la combinacién de ambas
integraciones dentro del mismo cromosoma.

El ADN gendmico totai fue extraido de la cepa Nm.B cps-
/TbpA+/PorA+ recombinante a través del protocolo tip 500-G de
Qiagen Genomic. Se restringieron 10 ug de ADN o/n con |la enzima
de restrlccién Dralll y se utilizaron para transformar e! serogrupo B
de Nelsseria meningitidis a través del protocolo de transformacion

clasico. Las células utilizadas para la transformacion fueron
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cualquier Nm.B cps-/Hsf+/PorA+ recombinante (recomblnacién
homdloga a través de un cruzamiento dentro del sitio porA) o NmB
cps-/Hsf+/PorA+ recombinanta (Intercamblo alélico/recombinacidn
homdéloga a través de 2 cruzamientos dentro del sitio porA). Estos se
colocaron en placas durante la noche en agar GC conteniendo 200
pg/ml de canamicina, dlluido a DOggp=0.1 en medio llquido GC 10 mM
de MgCl,, y se incubaron durante 8 horas a 37°C bajo agitacion
vigorosa con 10 ug de ADN genomico restringido Dralll. La Neisseria
meningitidis recombinante resultante de un cruzamlaento doble sobrs
a traves del evento (clasificacién PCR) se seleccioné en medio GC
conteniendo 200 pg/ml de canamicina y 5 ug/ml de cloranfenicol y se
analizé para la expresion de TbpA y Hsf en preparaclones OMV.
Como se representa en la Figura 1, la produccién de ambas, TbpA y
Hsf fue significativamente incrementada en el OMV preparado de la
cepa NmB recombinante de TbpA/Hsf cuando se compard con el OMV
preparado de las cepas NmB cps de control. El nivel de |la sobre
expresion de cada protelna en la recomblinante doble es comparable
con el niveI de l|la expresién obtenida en Ios recombinantes
Individuales correspondiaentas. El nivel de la sobre expresidon de
TbpA y Hsf fue comparable aen las cepas PorA+ y PorA- (datos no
mostrados). Todos juntos, estos datos demostraron que: (1) la
expresién de TbpA y Hsf puede ser conjuntamente vy
concomitantemente regulada en forma ascendente dentro de N.
meningitidis y (l1) las ampollas recombinantes enriquecidas para

TbpA y Hsf pueden ser obtenidas y utilizadas para inmunizacién.
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EJEMPLO §
Construcclén de una capa del serogrupo B de N. meningitidis

regulada en forma ascendente para la expresién de dos

antigenos: TbpA y NspA

El propésito del experimento fue regular en forma ascendente
la expresién de ThpA y NspA simultdneamente en la misma cepa del
serogrupo B de N. meningitidis. La produccién de TbpA se regquld en
forma ascendente reemplazando su regiébn promotora eﬁdbgena a
través del promotor porA fuerte (reemplazo del promotor). La
expresion de NspA se reguld de forma ascendente a través de la
insercidon (recomblnacién homdéloga) de una segunda copla del gen
correspondiente en el sitlo porA {(entrega del gen). Ambas cepas
individuales han sido ‘descritas en una patente separada WO
01/09350. Los marcadores de seleccidn utilizados en ambas
estrategias (Cm® o Kan®) permitleron la combinacién de ambas
integraciones dentro del mismo cromosoma. El ADN gendmico totai
fue extraldo de |la capa NmB cps-/TbpA+/PorA+ racombinante a
través del protocolo tip 500-G de Qiagen Genomic. Se restringieron
10 pg de ADN o/n con la enzima de restriccién Atall y se utilizaron
para transformar el sarogrupo B de Neisseria meningitidis a través
del protocolo de transformacidén claslco. Las célu.;las utilizadas para
la transformacién  fueron cualquier NmB cps-INspA+/PorA-
recombinante Estas se colocarcon en placas durante |la noche en agar

GC conteniendo 200 ug/ml de canamiclina, diluido a DO4s=0.1 en
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medio Ilquido GC 10 mM de MgCl,, y se incubaron durante 6 horas a
37°C bajo agitacidén vigorosa con 10 ug de ADN gendmico restringido
Aatlll. La Neisseria meningitidis recombinante resultante de un
cruzamiento doble a través del evento (clasificacién PCR) se
selec_ciono en medio GC conteniendo 200 pg/ml de canamicina y 5

ug/ml de cloranfenicol y se analizd para ia expresidon de TbpA y NspA
en preparaciones OMV. La produccién de ambas, TbpA y Nspa fue
significativamente incrementada en el OMV preparado de la cepa
NmB recombinante de TbpA/NspA cuando se 'comparo con el OMV
preparado de las cepas NmB cps de control. El nivel de la sobre
expresion de cada protelna en la recombinante doble es comparable
con el nivel de la expresion obtenida en los recombinantes
individuales correspondlentes. Todos juntos, estos datos
demostraron que: () la expresidbn de TbpA y NspA puede ser
conjuntamente y concomltantemente regulada en forma ascendante
dentro de N. meningitidis y (ll) las ampollas recombinantes
enriquecidas para TbpA y Hsf pueden ser obtenidas y utilizadas para

inmunizacién.

EJEMPLO 8

Construccliédn de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis

regulada en forma ascendente para |la expresién de dos

antigenos: NspA y D15/Omp85

El propésito del experi_mento fue regular en forma ascendente

16Y
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la expresién de NspA y D15/0mp85 slmulténéamante an la misma
cepa del serogrupoc B de N. meningitidis. La producclén de
D15/OmpB5 se reguld en forma ascendente reemplazando su regidn
promotora endégena a través del promotor pbrA fuerte (reemplazo
del promotor). La expresién de NspA se reguld de forma ascendente
a través de la insercién (recombinacién homdéloga) de una segunda
copia del gen correspondiente en el sitio porA (entrega del gen).
Ambas cepas ha.n sido descritas en una patente separada WO
01/08350. Los marcadores de selecciéon utillzados en ambas
estrategias (Cm® o Kan®) permitiaron ia combinacién de ambas
integraciones dentro del mismo cromosoma.

El ADN gentmico total fue extiraldo de la cepa NmB cps-
/ID15/0mp85/PorA+ recombinante a través del protocolo tip 500-G de
Qliagen Genomic. Se restringieron 10 upg de ADN o/n con la enzima
de restricciéon Aatll y se utilizaron para transformar el serogrupo B
de Neisseria meningitidis a través del protocolo de transformacién
clasico. Las células utilizadas para l!a transformacion fueran
cualquier NmB cps-/NspA+/PorA- recombinantes. Estas se colocaron
en placas o/n sobre agar GC conteniendo 200 ug/ml de canamicina,
diluido a DOgse=0.1 en medio lilquldo GC 10 mM de MgCl;, y se
Iincubaron durante 8 horas a 37°C bajo agitacién vigorosa con 10 pug
de ADN gentmico restringido Aatll. La Nelsserla meningitidis
recombinante resultante de un cruzamiento doble a través del evento
(clasificacidn PCR) se selecciondéd en medio GC contenlendo 200

pg/ml de canamicina y 5 ug/ml de cioranfenicol y se analizd para la

6%
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expreslén de NspA y D15/0m8%5 en preparaciones OMV. La
produccidn de ambas, NspA y D15/OmpB85 fue significativamente
incrementada en el OMV preparado de la cepa NmB recomblnante de
NspA/D15-Omp85 cuando se comparé con el OMV preparado de las
cepas NmB cps de control. El nlvel de |la sobre expresion de cada
proteina en la recombinante doble es comparable con el nivel de la
expresion obtenida en los recombinantes individuales
correspondiantes. Todos juntos, estos datos demostraron que: (i) la
expresién de NspA y Omp85 puede ser conjuntamente vy
concomitantemente regulada en forma ascendente dentro de N.
meningitidis y (ii) las ampollas recombinantes enriquecidas para

NspA y Omp85 pueden ser obtenidas y utilizadas para Inmunizacién

EJEMPLO 7

Producclién y purlficaclén de formas Hsf recomblnantes en E. coll

El analisls de computadora.de la protelna de tipo Hsf de
Neissaria meningitidis reveld por lo menos cuatro dominios
estructurales. Considerandoc que la secuencia Hsf de |la cepa H44/76
como una referencia, el Dgminig 1, que comprende los aminoacidos
1-51, codifica un péptido de sefial dependieante de sec caracteri{stico
de la familia auto-transportadora, el Dominio 2, comprendiendo los
aminoacidos 52 a 473, codifica al dominio pasajero probablementa
para estar expuesto en la superficie y accesibie al sistema inmune,
el Dominlo 3, comprendiendo los amingéacidos 474 a 534, codifica un

dominio enrollado-espiral putativo requerido para la oligomerizacién

16¢
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de la protelna y una bisagra (cueallo), el Dominio 4, comprendiendo
los residuos 535 del término C, se pronostica que codifica
estructuras de cadena beta probablemente dentro de |a estructura de
tipo barril y que van a ser ancladas dentro de la membrana exterior
(Henderson y otros {(1988), Trends Microbiol. 8 370-378 ; Hoiczyk y
otros, (2000}, EMBO 22: 5889-5989). Ya que |los dominlos 2 y 3
probablemente van a estar expuestos en la superficie, estan bien
conservados (mas de B80% en todas cepas probadas, como se
describe en Pizza et al. (2000), Sclence 287: 1818-1820),
rapresentan interesantes candldatos de vacuna. Para ese propdésito,
el dominio 2 (referido como un dominio pasajero Hsf) y el dominio 2
+ 3 (referido como un cuello Hsf + dominio de enrollado-aspiral)
fueron expresados en y purificados de E. coli. Los fragmentos de
ADN que codifican los aminoécidos 52-473 (Hsf pasajero} y 52-534
(Hsf n+cc) fueron amplificados mediante PCR utillzando
oligonucledtidos que agregan los sitios de restriccion Rcal terminal
(iniclador hacla delante) y Xhol (iniciador en reversa). Los
amplicones purificados fueron digeridos con Rcal/Xhol en las
condiciones recomendadas por el proveedor, y fueron
subsecuentemente clonados en los sitios Ncol (compatible con real) /
Xhol del vector de expresidn de E. coli pET24d (Novagen, Inc.
Madison WI). Los plasmidos recombinantes fueron seleccionados y
utilizados para preparar plasmidos recombinantes purifilcados. Para
el estudio de expresion, estos vectores (pET-Hsf pas & pET-Hsf ncc)

fueron introducidos dantro de la cepa B121DE3 de Escherichia coli

e
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(Novagen), en la cual, el gen para la polimerasa T7 se colocd bajo el
control del promotor lac regdlable de tiogalactosida (IPTG) de
isopropil-beta-D. Los cultivos Iiquidos (700 ml) de la cepa
recombinante de E. coff Novablue (DE3) [pET-24b/BASB029] se
hicieron crecer a 37°C bajo agitacién hasta que se alcanzd |la
densidad é&ptica de 800 nm (OD600). En ese punto del tiempo, se
agregd IPTG a una concentracidon final de 1 mM, y el cultivd se hizo
crecer durante 4 horas méas. EIl cultivo después se centrifugd a
10,000 rpm y la pella se congeld a -20°C durante por lo menos 10
horas. Después de descongelar, la pella (680 ml del cultivo) se
volvid a suspendar durante 30 minutos a 22°C en 20 mM de regulador
de pH de fosfato pH 7.0 antes de la lisis de las células a través de
dos pasadas a través de un desestabllizador Rannie. Las calulas
lisadas se formaron en pellas 30 minutos a 15,000 rpm
(centrifugadora Beckman J2-HS, rotor JA-20) a 4°C. El sobrenadante
se cargd en una columna de flujo rapido de Q-Sepharose (Pharmacia)
equillbrada con 20 mM de regulador de pH de Tris-HCI pH 8.0.
Después de la pasada del flujo, la columna se lavé con & volumeneses
de columna de 20 mM de Tris-regulador de pH de HCI pH 8.0. La
proteina recombinante se sluyd a partir de la columna a través de
250 mM de NaCl en 20 mM de Tris-regulador de pH de HCI pH 8.0.
Las fracciones positivas del antigeno se agruparon y se dializaron
durante la noche contra 20 mM de regulador de fosfato pH 7.0, 0.5 M
de NaCl y se agregaron 20 mM de Imidazol a la muestra dializada. La

muestra después se amplificd sobre una columna de Agarosa Ni-NTA
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(Qiagen) equilibrada con 20 mM de regulador de pH de fosfato pH 7.0
contenlendo 500 mM de NaCl{ y 20 mM de Imidazol. Después de la
pasada del flujo, la columna se lavd con § volimenes de columna de
20 mM de regulador de pH de fosfato pH 7.0 conteniendo 500 mM de
NaCl y 20 mM de Imidazol. Los contaminantes se eluyaron a través
de 100 mM de Imidazol en 20 mM de regulador de pH de fosfato pH
7.0. La proteina recombinante se eluyd a partir de ia columna a
través de 250 mM de Imidazol en 20 mM de regulador de pH de
fosfato, pH 7.0. Las fracciones poslitivas del antlgeno se agruparon y
se dializaron contra 10 mM de regulador de pH de fosfato pH 6.8
contenlendo 150 mM de NaCl. Como se muestra an la Figura 2, una
protelna pasajera de tipo Hsf enriquecida (pureza estimada en mas
de 80% pura en SDS-PAGE tefilda con CBB), migrando a alrededor
de 47 kDa (masa molecular raelativa estimada) se eluyd de Ila
columna. Este polipéptido fue reactivo contra un anticuerpo
monoclonal de ratén producido contra el motivo 5-histidina. Tomados
Juntos, estos datos indican que ambos genes, Hsf pasajero y Hsf ncc
pueden ser expresados y purificados bajo una forma recomblnante en

E. coli.

EJEMPLO 8

Producclédn y purificaclén de Hap pasajero recomblinante en E.

coll

El anilisls de computadora de |la proteina de tipo Hap de
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Nelisserla meningitidis reaveld. por lo menos tres dominios
estructurales. Considerando que |la secuencia Hap de |la cepa H44/78
como una refarencia, el Dominio 1, que comprende los aminoacidos
1-42, codifica un péptido de sefial dependiente de sec caracteristico
de la familla auto-transportadora, el Dom|nio 2, comprendiendo los
aminoacidos 43 a 850, codifica el dominio pasajero probablemente
para estar expuesto en la superficie' y acceslble al sistema inmune,
el Dominio 3, comprendiendo los 851 residuos del término C (1457),
se pronostica que codifica estructuras de cadena beta probablemants
dentro de la estructura de tipo barril y que van a ser ancladas dentro
)de la membrana exterior. Ya que el dominio 2 probablemente va a
estar expuesto en la superficie, estd bien conservados (méas de 80%
en todas cepas probadas) y podria ser producido como antigenos de
subunidad en E. coli., representa interesantes candidatos de vacuna.
Ya que los dominios 2 y 3 probablemente van a estar expuestos en la
superficie, estan bien conservados (mas de 80% en todas cepas
probadas', como se describe en Pizza et al. (2000), Sclence 287:
1816-1820), representan Interesantes candidatos de vacuna. Para
ese propédsito, el dominio 2 (refarido como un dominio pasajero Hap
fue expresado en y purificado a partir de E. coli). Un fragmento de
ADN que codifica los aminoacidos 43-850 (Hap pasajerc) se amplifico
mediante PCR utilizando ollgonucledtidos que agregan los sitios de
restriccién Ncol terminal (iniciador hacia delante) y Xhol (iniciador

en reversa). lLos amplicones purificados fueron digeridos con

NcoliXhol en las condiclones recomendadas por el proveedor, y
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fueron subsecuentemente clonados en los sitios Ncol / Xhol del
vector de expresién de E. coli pET24d (Novagen, Inc. Madison WI).
Los plasmidos recombinantes fueron seleccionados y purlficados a
gran escala. Para el estudio de expresién, estos vectores (pET-Hap
pass) fueron Introducidos dentro de |la cepa B121DE3 de Escherichia
coli (Novagen), en la cual, el gen para la polimerasa T7 se colocd
bajo ei control del promotor /ac regulable de tiogalactosida (IPTG) de

isopropil-beta-D.

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

fraccidon de allcuota (100 ul) de la semilla maestra se dlfundid en
placas FECO13AA {(peptona de soja A3 20 g/|, extracto de levadura 5
g/!, NaCl 5 g/l Agé|r 18 g/l, H20 destilada hasta 1 |}, y se dejb cracer
durante 20 horas a 37°C. El césped de bacteria se cosechd y se
volvié a suspender en agua estéril contenlendo NaCl 0.9%. Esta
solucién se utllizd para inocular un fermentador de 20 | utillzado sen
el modo de Iotes en medio FECO11AC (Peptona de soja 24 g/l,
extracto de levadura 48 g/l, MgSO4/7H20 0.5 g/l, K2HPO4/2H20 0.45
g/l, glicerol (87%) 40 g, y H20 destilada hasta 1 |). Temperatura
(30°C), pH 6.8, NaOH 25%/H3;PO, 25%), presidon (500 mbarias), se
mantuvo constante y la aeracion se fijbé a 20 I/minuto. En estas
condiciones la presion del oxigeno disuelto se mantuvo a 20%
activando la agitaciéon (100 a 1000 rpm). El Inductor (IPTG, 1 mM) se
agregd después de 8 horas de cracimiento (OD = 27.8).Las Muestras

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

Y
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48.6), la biomasa se cosechd a través de centrifugacion y la pellas

correspondientes se almacenaron a -20°C.

Purificaclén del Hap pasajero:
5 El HAP pasajero se purificé de un fermantador en el modo por

lotes. Se desarroflé un esquema de purificaciéon (ver a continuacidn):

Prensa Francesa

(Tris 50 mM/EDTA 5 mM, pH 8.0)

10

30'a 10000 rpm (JA10)

solubilizar pelia ean Pl 20 mM/urea 8M, pH 7.0
1H agitacidén a “temperatura ambiente

15

30" a 10000 rpm (JA10Q)

SP-Sepharose-XL

20 Pi 20mM/Urea 8M; elucién +/-50 mM NacCl

Quelatacién Sepharose -FF-Cu'’

Pi 20 mM/NaCl 0.5 M/Urea 8M; slucldén +/-100 mM imidazol

25 Dialisis

>
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(PBS pH 8. 8/arginina 0.5 M)
filtracidn estéril

La mayoria del Hap pasajero se recuperd en l|la pella de
centrifugacion después de la ruptura de las células. La solubilizacibn
fue hecha posible a través de B M de urea. A pesar de que el tédrmino
N de His-cola, II\IAAC no fue operativo como en el primer paso, pero
estuvo bien despuéds de un primer paso en intercambliador de catidn
SP-XL. En este SP-Sepharose-XL, ia protelna se ealuyd
cuantitativamente en la mitad del gradiante NaCl llneal (0-250 mM).
IMAC se hizo con Quelatacién Sepharose cargado en Cu'’, camo
para FHADb. Esta vez, contrario a FHAb, IMAC mostré un factor de
purificacién importante. En SDS-PGE, HAP2/3 parace puro después
de IMAC. El pico HAP2/3 fue sin embargoe muy amplio en 0-200 mM
de gradiente de Imidazol, por lo que se tratdé la elucién a través de
los pasos de imidazol {10 mM -100 mM); el modo de gradiente parece
gin embargo méas eficiente en tdrminos de pureza. Como pasc final,
se tratdé el intercambio de regulador de pH de urea a arginina a
través de permeaclién de gel sin embargo en este caso la protaina se
eluyé en dos picos. Estos dos picos mastraron un perfil comparabls
en SDS-PAGE,; por lo que se puede hipotetizar que es debido a un
redoblamlento parcial del HAP pasaJero. Cuando se regrest a la
diallsis clasica como pasc final par el intercambio de regulador de

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

176
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(ver Flgura 3). La pureza del HAP pasajero ademas se conflrmé a
través de WB anti-his. Se reconoce a través de anti-E.coli. Se

encontrd un peso molecular de 86.1 KD.

EJEMPLO 8

Produccldn vy purificaclén de formas FrpA/C recombinantes en E.

coll

Neisseria meaningitidis codifica dos protelnas RTX, referidas
como FrpA y FrpC secretadas dependiendo de la limitacién de hierro
(Thompson y otros, (1883) J. Bacteriol. 175: 811-818; Thompson y
otros, (1983) Infect. Immun. 61: 28906-2911). La familia de protelna
RTX (Repeticlén de toxina) tiene en comin series de 8 aminoacidos
repatidos carca de su término C con los consensos: Leu Xaa Gly Gly
Xaa Gly (Asn/Asp) AspXaa. (LXGGXGN/;DX). Las repeticlones en E.
coli HlyA se cree que son el sitlo de la unién de Ca2+. Como se
representa en |la Figura 4, las protalnas FrpA y FrpC
meningocécicas, segun caracterizadas en la cepa FAM20, comparten
una similitud de aminodcido axtenslva en sus reglones central y C-
terminal pero similitud muy limitada (si hay alguna) en el tdrmino N.
Ademas, |la reqgién conservada entre FrpA y FrpC exhiben algo de
polimorflsmo debido a |a rapeticién (13 veces en FrpA y 43 veces en
FrpC) de un motivo de aminoacido 9. Para evaluar el potencial de la
vacuna de FrpA y FrpC, se reprodujeron recombinantemente en

regiones de proteina de E. coli conservadas entre FrpA y FrpC. Para
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ese propdsito, un segmento de ADN cubriendo los aminoacidos 277 a
1007 {(con respecto a la secuencia de péptido FAM20 de N.
meningitidis) se amplificaron mediante PCR a partir del genoma
H44/76 del serogrupo B de N. meningitidis utilizando el iniciador
hacia delante FrpA-19 (8'-CTCGAGACCATGGGCAAA
TATCATGTCTACGACCCCCTCGC-3') y el iniciador en reversa FrpA-
18 (3'-GTG CATAGTGTCAGAGTTTTTGTCGACGTCGTAATTATAGACC-
3'). Tres 'amplicones de aproximadamente 1530 bp respectivamenta
(3 repeticiones), aproximadamente} 2130 bp (13 repeticiones) y 2732
bp (23 rapeticiones) se obtuvieron y se diglrieron con endonucleasas
de rastriccidn Ncol y Sall. Estos fragmentos después fueron
insertados en los sitios Ncol/Xhol (compatible con Sall) de pET24d y
pladsmidos recombinantes (pET-Frp3, PpET-Frpl3 y PpET-Frp23
respectivamente) se seleccionaron y se utilizaron para transformar
células BL21DE3 de E. coli. Como se representa en la Figura 5, los
tres dominios consarvados FrpA/C recombinantes producidos de
construcciones dependen de la induccion. Ademas, la Incrementar el
numero de repeticiones se incrementa la solubilidad de |la protelna
recomblnante, segin determinado por el analisis de fragmentacidn de

célula (datos no mostrados).

Purlficaclén del dominlo conservado FrpA/C contenlendo 23

repeticlones del nonapéptido LXGGXGC/DDX (911 aa an total): 3.5
lltros de E.coli B121DE3 [pET- Frp23] se cultivaron y se indujeron

durante 4 horas a travdas de ia adicién de 2 mM de IPTG cuando se
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alcanzé un OD de 0.6. La céiuia se cosechd a travéds de
centrifugacién y la pella correspondiente se desestabilizé con
presién, se clarificé a través de centrifugacién y el sobrenadante de
cuitivo correspondiente se cargd en una columna de afinidad de i6n
de metal Ni2+ (Ni-NTA-agarosa, Qiagen GmBh). Se utilizé Imldazol ()
para la elucién y finalmente se removid a través de dialisis extensiva

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

EJEMPLO 10

Producclién y purlficacién de formas FHA recombinantas an E.

col

Clonaclén de un FhaB truncado de N. meningitidis

Se extrajo ADN genédmico de 10'° células de la cepa H44/76 del
serogrupo B de N. meningitidis utilizando el equipo de extraccidn de
ADN gendmico QIAGEN (Qiagen Gmbh'). Este material (1 pg) después
se sometio a amplificacién de de ADN de Reaccién de Cadena de
Polimerasa utilizando !os sigulentes iniciadores especificos dal gen
FhaB: JKP: 5'AAT GGA ATA CAT ATG AAT AAA GGT TTA CAT CGC
ATT ATC3' y 57JKP 5" CCA ACT AGT GTT TTT CGC TAC TTG GAG
CTG T3'. Un fragmento de ADN de aproximadamente 4200 bp,
codificando los primeros 1433 amino&cidos N-terminal de la protelna,
se obtuvieron, se digirieron a través de endonucleasas de restriccidon
Ndel/Spel y se insertaron dentro de los sitios correspondientes de

pMG MCS (derivado pMG, Proc Natl Acad Sci Ela Enero 1885;
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82(1):88-92) utlilzando técnicas de blologia molecular estandar
{Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Segunda Ediclén, Eds:
Sambrook, Fritsch & Maniatis, Cold Spring Harbor prass 1988). La
secuencia de ADN del fragmento FhaB clonado se determind
utillzando el equipo de Secusnciacién Blg Dye Cycle (Perkin-Elmer) y
un secuenciador de ADN ABI 373A/PRISM (ver Figura 1). El plasmido
pMG-FhaB recombinante (1 ug) despuées fue sometido a amplificacidn
de ADN de Reaccién de Cadena de Polimerasa utilizando los
Inicladores especlficos FhaB
(XJKPO35'AATGGAATACATATGAATAAAGGTTTACATCGCATTATCTTT
AG3' y XJKP57025'GGGGCCACTCGAGGTTTTTCGCTACTTGGA
GCTGTTTCAGATAGG3'). Un fragmento de ADN de 4214 bp se
obtuvo, se digirié a través de endonucleasas de restriccion Ndel/Xhol
y se Insertd dentro de los sitios correspondientes del vector de
expresidn/clonacién pET-24b (Novagen) usando técnicas de biclogla
molecular (Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Segunda
Edicién, Eds: Sambrook, Fritsch & Manlatis, Cold Spring Harbor
prass1988). La sacuenciacién confirmatoria del pPET-24b
racombinante conteniendo FhaB truncado (pET23b/FhaB2/3) se llevé
a cabo utilizando el equipo Big Dyes (Applied biosystems) y el
analisis en un secuenciador de ADN ABI 373/A en las condlciones
descritas por el proveedor. La secuencia de nucledtido resulitante se

presenta en la Figura 6.
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Expreslén y purlflcaclén de la proteina FhaB recombinante en

Escherichia coll,

La construccién del vector de expresidn/clonacién
pET24b/FhaB2/3 se describe anteriormente. Este vector contiene sl
gen FhaB truncado aislado de |la cepa H44/76 fusién con un tramo de
6 reslduos de Histidina (en el tdrmino C del producto recombinante},
colocado bajo el control del promotor 10 del gen T7 bacteriéfago
fuerte. Para el estudio de expresién, este vector se introdujo en la
cepa de Escherichia coli Novablue (DE3) (Novagen), en la cual el
gen para |la polimerasa T7 se colocd bajo el control del promotor fac
regulable a través de tlogalactosida de isopropil-beta-D (IPTG). Los
cultivos llquidos {100 ml) de la cepa recombinante de E. coli
Novabiue (DE3) [pET24b/FhaB2/3) se hicieron crecer a 37°C bajo
agltacién hasta que se alcanzé la densidad optica a 600 nm (OD800).
En ese punto del tiempo, se agregdé IPTG a una concentraclon final
de 1 mM, y el cultivd se hizo cracer durante 4 horas mas. Ei cultivo
después se centrifugdé a 10,000 rpm y la pella se congelé a -20°C
durante por lo menos 10 horas. Después de descongelar, la pella se
volvié a suspender durante 30 minutos a 22°C en regulador de pH
{6M de clorhldrato de guanidina, 0.1 de NaH2PO4, 0.01 M de Tris, pH
B.0) se pasaron tres veces a través de una aguja y se purlficaron a
través de centrlifugacion (20000 rpm, 15 minutos). La muestra
después se cargd a una velocidad de flujo de 1 mil/minuto en una
columna Hitrap carggda con Ni2+ (Pharmacla Blotech). Después de la

pasada del flujo, |a columna se lavé con 40 ml de regulador de pH B
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(BM de urea, 0.1M de NaH2PO4, 0.01M Tris, pH 8.0),40ml de
regulador de pH C (8M Urea, 0.1M de NaH2PO4, 0.01M Tris, pH 6.3).
La protelna recombinante FhaB/3/His8 después se eluyd a partir de
Ie; columna con 30 ml de regulador de pH D (8N de urea, 0.1M de
NaH2PO4, 0.01M Tris, pH 6.3) contenlendo 500 mM de imidazol y se
recolectaron fracciones con un tamafio de 3 ml. Como se presenta en
la Figura 7, una protelna FhaB-2/3/His6 altamente enriquecida, que
migra alrededor de 154 kDa ({masa molecular relatlva estimada), se
eluyd de la columna. Este polipéptido fue reactivo contra un
anticuerpo monoclonal de ratén surgido contra el motivo de histidina
5. Tomados juntos, estos datos indican que Fhab/2/3 pueden ser

exprasados y purificados bajJo una forma recombinante en E. coli.

Inmunizaclén de ratones con FhaB2/3HIs recombinante

La proteina FhaB2/3/His8 recombinante parcialmente purificada
expresada en E. coll se inyectd tres veces en ratones Babl/C en los
dlas 0, 14, y 28 (10 animales/grupo). Los animales se inyectaron
mediante ruta subcutdnea con alrededor de 5 ug de AIPO,, o
formulado en emulsién SBAS2 (emulsién de SBAS2 conteniendo 5 ug
de MPL y 5 ug de QS21 por dosis). Un grupo de control negativo
consistiendo de ratones inmunizados con la emuisiéon SBAS2
solamente también se agregd al experimento. Los ratones se
sangraron en el dfa 29 (15 dias Post Il) y el dla 35 (68 dlas Post IlI)
con el fin de detectar anticuerpos anti-FhaB especificos. Los

anticuarpos anti-FhaB especiflcos se midieron en suero combinado

8L
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(de 10 ratones/grupc) a través de ELISA en FhaB2/3/his

recombinante purificado.

EJEMPLO 11

Actlvidades de bloqueo de adheslén de suero de ratén y conejo

contra los antigenos FHA, Hap y Hsf

Las proteinas homélogas a la meningocobcica de tipo FHAB, de
tipo Hsf y tipo Hab han sido descritas previamente como slendo
determinantes virulentas Importantes y para mediar la adhesién
bacterial de Bordetella pertussis (FHA) y Haemophllus Influenzae
(Hap y Hsf). La adhesién a céluias epiteliales y endoteliates se sabe
gue es crucial para |la colonizacién de los nasofaringeos y el cruce
de la barrera de sangre-cerebro mediante los meningococos. De esta
manera |a interfereancia con I|la adhesidn de N. meningitidis
representa un método valioso para controlar la colonizacion e
infecclén meningocécica. Aqul se probdé si el antl-suero dirigido
contra los antigenos FHAB 2/3° meningocécico, de tipo Hap y de tipo
Hsf fue capaz de interferir la adhesién de Neisseria meningitidis a
células endoteliales. Se utllizé el siguiente procedimlento

experimental.

Inhlbicldn de adheglén HUVECs: la cepa de prueba

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

piliado, no encapsulado de I|la cepa NmABQ013. Las células
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meningocécicas (la colonia 2.10E5 que forma unidades (CFU) del
derivado NmAB013) se Incubaron durante 30 minutos a 37°C &n un
medio compuesto de 400 ul de RPMI, 50 pul de suero de bovino fetal y
50 ul da suero que va ser probado para las propiedades de bioqueo
de adhesidn. Esta mezcla después se colocd en una cavidad
conteniendo monocapas confluentes de células endoteliales de vena
umbillcal humanas (HUVECSs) cuyoc medio de cultivo has sido
previamente removido. Las células de bacteria y de HUVE-C fueron
Incubadas durante 4 horas a 37°C, bajo CO2 al 5%. Las monocapas
de células después se lavaron tres veces con suero RMPI fresco y
subsecuentemente se eliminaron de la placa. CFU asoclado con fas
células HUVEC después fueron determinadas como dlluclén serial y
s8 colocaron en placas del lisato de célula sobre placas GC. Las
placas se incubaron durante 48 horas a 37°C para permitir la

recuperacién y crecimianto de meningococo asocliado con célula.

Actlvidades de adheslién-blogqueo de suero de ratén y conejo

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

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

completa (descrito en WO 88/58683) y anti-Hap de longitud completa
(WO 98/55873), asl como anti-suero dirigido contra los dominios
pasajeros Hsf y Hap correspondientes, interfieren con |la adhesidn
meningocbecica a células HUVEC endotellales. La Figura 8 llustra
que los anticuerpos especificos inducidos a través de FHA 2/3

formuiados en AIPO,, fueron capaces de inhibir la adhesién a

o8



10

15

20

25

127

Nelssoeria mepningftidis B a células HUVEC comparado con el auxiliar

solo. Cuando se compararon con el auxiliar SBAS2 solo (sin
antigeno, grupo 4)el anti-FHA 2/3 abs (formulaclén SBASZ2) aun es
efectivo, pero menos potente que AIPO,. El auxiliar SBAS2 solo (sin
antigenc} no Iinduce antlcuerpos capaces de interferir con Ia
adhesién. Comparado con el grupo 4, los antlcuerpos anti-Hap (grupo
1) pueden tener un ligero efecto inhibidor. En el grupo 5, cuando se
prueba una mezcla de anticuerpos anti-FHA 2/3, anti-Hsf, y anti-Hap,
la Inhibiciédn de |la adhesién es mas fuerte que con anti-FHA 2/3 solo,
sugiriendo un efecto sinerglstico dado a través de los anticuerpos
anti-Hap y anti-Hsf. En un segundo experimento de inhibicién (Figura
2), un antisuero de conejo especifico dirigido contra anti OMVs que
sobre-expresa Hsf (como una proteina candidato) fue capaz de

inhibir parcialmente la fijaciébn de Neisseria meningitidis B a las

células endoteilales comparado con el control negativo {grupo 3
contra 4). Este antisuero de conejo ha demostrado que contiene una
concentracidn de anticuerpo anti-Hsf especlifico alto. Los anticuerpos
contra rec Hsf (Hsf pasajero y Hsf de longitud completa) también son
capaces de inhlbir la a‘dhesldn de la bacteria en las ceélulas HUVEC.
Esto a8s cierto tanto con suero de ratones (grupos 5-8) as! como con
suero de conejo (en una extensién laser) (grupos 7-8). En este
segundo experimento, los anticuerpos anti-rec FHA 2/3 especificos
(grupo 1) ya probados en el primer exparimanto confirman su efecto
Inhibldor muy alto. Estos resultados indican que estos antigenos

especlificos (Hap, FHA2/3, y Hsf), aislados o en combinacibn,‘son

(85
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antlgenos de vacuna interesantes.

-EJEMPLO 12

Efecto Protector de OMVs recombinantes en el modelo de ataque

de ratén

Han sido evaluados varios OMVs recombinantes en ratones
Balb/C en su efecto protector después de un ataque letal. Este
modeio de inmunizacién activo involucra |la inyeccion Intraperitoneal
de meningococos de varias cepas (suspendidas en medio TSB
reducldo en hierro) en ratones Balb/C y OF1 adultos (de 6 a 8
semanas de edad), después de series de inmunizaciones a traves de
la ruta subcutanea. La dextrana de hierro, utilizada como una fuente
de hierro externa parece ser necasaria para mantener la bacteriemia
e inducir la mortalidad en el animal infectado. Aunque este modelo IP
en ratones ha mostrado ser efectivo para evaluar |la virulencia, la
proteccidén inmune y el papel del hierro en la Iinfeccién, no Incorporan
la fase de transporte faringeo, la cual precede |la bacteriemia y la
meningitis en humanos. Este modelo ha sido utilizado para clasificar
nuestros varios candidatos OMV que sobre expreasan NspA, TbpA, o
Hsf. En los siguientes experimentos, se inmunizaron ratones Balb/C
(endogdamicos) u OF 1 {(no congénitos) tres veces en los dlas 0, 14, y
28 a través de la ruta subcutdnea con 3 (PVOONO049) a 5 ug
(experimentos PVOONO035 y PVOON0O43) de rec. OMV sobre-

expresando Hsf, NspA o TbpA formulado en A1(OH); (100 ug A1
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(OH)s/animal) (PVOON035 y PVOONO43) o en A1 PO, (100 pg A1
PO./animal). Despuéds, los animales se sangraron en los dias 28 (dla
14 después de Il) y dia 35 (dia 7 después de |ll) para la evaluacién
Ab especifica. En el dia 35, 10 mg de dextrana de hierro se inyectd
intraperitonealmente una hora antes del ataque. Los ataques se
hicieron con las cepas H44/76 (B:15:P1. 7,16) o CU- 385 (B:4:P1.
19,15), con alrededor de 1.10 e7 de CFU/animal (ver el cuadro de
resultados para la dosis de atague exactas). La cepa heteréloga
hecha con la capa CU-385 s mas estricta que cuando se utlliza la
cepa homéloga. Las mortalidades se registraron a partir de los dias 1
a 5. El cuadro 1 a continuacibn ilustra que cuando se compara con
OMV, porA(-) y con OMV TbpA (+) en una extensidén mas corta, ya
axiste una mejor proteccién observada con OMV TbpA (+) y 3/5 para
porA (-) y 9/10 y 3/5 para porA(+)), con OMV NspA (+) (4/10 y 4/5) y
con OMV Hsf (+) (3/10,2/10 y 3/5). Esta es |la observacidon global gue
se puede hacer es estos tres experimentos. Estos datos soportan que
los antigenos TbpA, Hsf y HspA, expresados en la superficie de la

ampolla, sean de intards para una vacuna menB futura.

CUADROQ 1
Actividad protectora en el modelo de ratén de vesiculas de

membrana exterlor

El cuadro resume los resultados obtenidos durante tres

experimentos (PVOONO35, PVOONO43 y PVOOND48)

BY
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OMVs {(Ampolias)

Tasa de supervivancia (proteccidn del ratén activa en el
dia)
Abs Inmunao
OMVs rec PVDONO35 en | PBOONG43 en | PVOONO49 en
eapeacificos a
(antecedentes ratones OF1 ratones Balb/C ratones OF1
través da Elisa
H44/78 = porA Capa de ataque (+ Modia
P1.17, 18) H44/76 H44/78 H44/78
PVOONO4B solo
{(B:15:P1.7, {B:15:P1.7, (B:15:P1.7,
1.27 1.0 1.1
OMYV porA(-) 110 0/10 1/8 /
OMV porA{+) 210 8/10 4/5 /
OMV TbpA NT 8/10 3/5 <
porA(+)
OMV ThpA NT 1/10 3/5 <
porA(-)
OMV NspA 1710 4/10 4/5 185 — (<
porA{+}
OMV Hsf porA(-) 310 2110 KTL] 7802-{5496)
OMV Hsf porA(+) NT 819 NT /
Sin antigano 0/10 0/10 115 /
NT: No probado
EJEMPLO 13

Efecto protactor de antigeanos de subunidad recombinantes en el

modelo de atague de ratén

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

a 8 semanas de adad), después de series de inmunilzaclones a través
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de la ruta subcutanea.

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

En este experimento, se inmunizaron ratones OF 1 (no
congénitos) tres veces en los dlas 0, 14, y 28 a través de la ruta
subcutanea con 5 ug (PVOONOS0) de estas protelnas formuladas en
A1 PO, (100 ug) en presencia de 10 pg de MPL (por animal).

Después, los animales se sangraron en los dfas 28 (dia 14
después de |l) y dia 35 (dfa 7 despuéds de Ill) para |la evaluaciéon Ab
especifica, miantras se atacaron en el dla 35. En el dla del ataque
se inyectaron 10 mg de dextrana de hierro intraperitonealmente una
hora antes del ataque. Los ataques se hiciaeron con las cepas CU-385
(B:4:P1.19,15), las cuales son heterdlogas en este caso,
clertamente, |la secuencia de los antigenos que vienen dea H44/78
(B:15:p1.7,18), excepto para TbpA para el cual |la secuancia viene de
la cepa B16B8 {B:2a:P1.2).

Los resultados llustrados en 8l cuadro 2 Indican que FrpC,

187
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TbpA, FHAB2/3°, Hap Indujeron una protaccién significatlva en este
modelo: de 2 a 4 de 5§ ratones sobrevivieron despues del ataque,
comparado con solamente 1/5 con el auxiliar solo. En todos los
grupos menos uno, la concentracién del anticuerpo especlifico fue
alto (la concentracién de anti-TbhpA especifica fue moderada). Todos
estos datos soportan que FrpC, FrpA, el dominio conservado FrpA/C,
TbPA, FHAB2/3°, Hap presentados como antigenos de sub-unidad,
aislados o an combinacidn, son de interés para el desarrollo de una

vacuna menB.
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CUADRQ 2

Actlvidad Protectora en el modelo de ratén de vesiculas de

membrana exterlor recombinantes

5 El cuadro resume Ilos resultados obtenidos durante un

experimento (PVOONOS50).

Antigenos de Sub-unidad

10 Tasa de scbrevivencia
Modaelo de prateccidn de ratdn
activo
Rec de antigenos de sub- Abs Inmunoespecificos a
PVOONOS0 {en ratonaes OF1)
unidad (de |a secuancia Ag través de ELISA
Cepa atacada (+dos/s)
H44/78) : Media — (GMT)
cu-385
(B:4:P1.19,15)
15 1.4 1087
FrpC Ca2++ tratado y5 31477 - (27068)
FHAB 2/3 replegado 2/5 88200 — (73220)
FHAB 2/3 no replegado /5 55838 — (35347)
Hap N-ter 4/5 8980 — (12811)
recTbpA en SBAS4 5 875 - (520)
SBAS4 1/5 /
20
EJEMPLO 14

Método para mostrar el efecto slnergistico de combinaclones de

antigenos de vacuna

25 Diferentes OMVs recombinantes disponibles (OMVs porA
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(+)rmp-LbpB, OMVs porA (-) TbpA (+) Hsf (+), OMVs porA (-} TbpA
(+), OMVs porA (-} NspA (+), OM-Vs porA (-) Hsf (+), OMVs porA (-)
TbpA (+) NspA (+)) pueden ser probados solos o an combinacion
para determinar estadisticamente las mejores combinaciones, en
términos de deteccién de un efecto sinerglstico con combinaciones
de antigenos de subunidad, asi como la .combinacién de antigenos de
subunidad + OMVs recombinantes. 32 grupos de 5 OF1 ratones/grupo
pueden ser Inyectados y probados para actividad del suero bacterial
y actividad opsénlca, proteccién activa y pasiva en sl modelo de
ratén (si necesitar estar utilizando cantidades subdptimas de
antlgenos Individuales). Una indlcacién de las comblnaciones de
antigeno sinergisticas es si el nivel protector conferido después de
la inmunizacién combinada es mayor que |la suma de los antigenos

individuales.

EJEMPLO 15

Anflisis del contenido de Hsf vy ThpA de Vesliculas de Membrana
Exterlor

SDS-PAGE tefiildo con Coomasgsie azul

Se dlluyeron 15 pg de protefna en las preparaciones de
vasicula de membrana exterior con regulaciéon ascendente de Hsf o
TbpA o ambas, Hsf y TbpA, en un regulador de pH de muestra
conteniendo PB-mercaptoetanol y se calenté a 95°C durante 10

minutos. Las muestras después se corrieron en gel de poliacrilamida

R
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SDS-PAGE (Novez 4-20% de Tris-glicina, 1.5 mm 2Dcavidad de SDS-
PAGE), se tifiaron en Commassie azul durante una hora y de
destifieron en varios lavados de desmanchador. Los resultados se
muestran en la Figura 8, la cual muestra qUe el nivel de Hsf y TbpA
es considerablemente mayor en las preparaciones de vesicula de
membrana exterior, derivadas de N. meningitidis en donde su nivel

de expresidn ha sido mejorado.

EJEMPLO 186

Inmunogenelicldad de OMVs con regulacién agscendente de Hsf y/o

TbpA

Se inmunizaron grupos de 20 ratones tres veces con OMV a
través de la ruta Intramuscular en los difas 0, 21 y 28. Cada
inoculacion fue hecha de 5 pug (contenido de proteina) de OMVs
formulados en AIPO4 con MPL. Los OMVs se derivaron de la cepa
H44/78 de N. meaningitidis, disefiada para que |los polisacaridos
capsulares y PorA fueran regulados de manera descendente. Se hizo
una comparacién de OMVs en los cuales Hsf, TbpA, ambos Hsf y
TbpA o ninguno fue regulado de manera ascendente. En el dia 41,
las muestras sangulneas se tomaron para andlisis a través de ELISA

o a través del ensayo bactericida del suero.

ELISA para detectar anticuerpos contra Hsf

Se recubrieron microplacas de 896 cavidades (Nunc, Maxisorb)

3
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durante la noche a 4°C con 100 ul de 1 pg/ml de antigeno especlfico
en PBS. Después de lavar con NaCl 150 nM de Tween 20 0.05%, las
placas se saturaron con 100 pul de PBS-BSSA 1% bajo agitacién a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Entre cada paso
(reallzado bajo agitacién a temperatura ambiente durante 30 minutos
y con PBS-BSA 0.2% como regulador de pH diluyente), los reactivos
en exceso se removieron a través de lavado con NaCl-Tween 20. Se
agregaron cien micro-litros de muestras de suero diluido por micro-
cavidad. Los anticuerpos enlazados se reconocieron a través de Ig
de anti-ratdn blotefildos (Prosan) (1/2000). El complejo de antigeno-
anticuerpo se reveld a través de incubacién con conjugado de
peroxidasa biotefida de estreptavidina (Amersham) (1/4000). Se
utilizé OrtoFenilenoDiamina/H,O; (4 mg/10 ml de regulador de pH de
citrato 0.1M pH 4.5 + 5 ul de H,0,) para revelar el ensayo. Las
placas se Incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en
la oscuridad antes de detenar la reacclon a través de la adicidon de

50 pl de 1N de HCI. La absorbancla se leyd a 490 nm.

Punto medio de concantraclén {en el suero sondeado)

g1, ampollas TbpA-Hsf, IM 15471
g2, ampollas ThpA, IM 15.41
g3, ampollaa HSF, IM 14508

g4, ampollas CPS(-)PorA(-), IM
g5, MPL/AIPO4, IM

U
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Los resultados mostrados en el cuadro anterior, muestran que
las concentraclones de anticuerpo altas y equivalentes contra Hsf
fueron creadas a travds de la inmunizacidn con OMVs con regulacién
ascendente de Hsf o ambos Hsf vy pr.A. Virtualmente ningdn
antlcuerpo contra Hsf pudo ser detectado en el suero creado después
de la Inoculacidén con el auxiiiar solo u OMV en el cual ningdn Hsf ni
ningun TbpA hablan side regulado en forma ascendente u OMV en el

cual solaments TbpA habla sido regulado en forma ascendente.

EJEMPLO 17

Actividad Bacterlclda del Suero de antisusero cultlvado contra

OMVs con regulaclén ascendente de Hsf y/jo TbpA

La actividad bactericida de suero de los ratones Inocuiados con
OMVs con regulaciéon ascendente de Hsf, ThpA, tanto Hsf y TbpA o
sin regulacidn ascendente se compararon en ensayos utilizando
cualquiera de |las cepas homologas H44/76 o la cepa heterdloga
Cu385. El ensayo bactericida del suero habla mostrado que muestra
una buena correlacién con la proteccidon y por consiguiente una
buena indicacién de que tan efectiva serfa una composicidn
candidato en la provocacidn de una respuesta inmuno protectora.

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

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

15
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de CO2. Se sub-cultivaron durante 3 horas en un medio TSB llquido
suplementado con 50 pg de Desferal (quelatador de hierro) a 37°
durante |la noche para lograr una densidad Optica de
aproximadamente 0.5 a 470 nm.

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

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

Al utilizar al método de inclinacién, 20 pl de cada-cavldad se
colocaron en placas en MH + 1% de Polivitex + 1% de suero de
caballo en ptatos de Petri y se Incubaron durante la noche a 37°C +
CO2. Los CFUs sa contaron y se calculdé el porcentaje de
aniquilacién. La concentracién bactericida del suero es la ultima

dilucién produciendo > 50% de aniquilacidn.
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H44/78 cu3ias
oMV GMT % de GMT % de
respondedores respondedores

CPS (-) PorA (-) 83 30% 58 5%
CPS (-) PorA (-} Hsf 158 40% 108 20%
CPS (-) PorA (-) ThpA 327 80% 147 30%
CPS (-) PorA (-) Haf - 3355 100% 1174 80%
TbpA

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

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

El beneficio de doble regulacién ascendente tamblén fue
claramente observado en el porcentaje de ratones que producen un
nival signific;ativo de anticuerpos bactericldas (concentraciones
mayores de 1/100), particularmente en experimentos utilizando la

cepa heterbloga. .

EJEMPLO 18

Efecto de mezclar suero antl-Hsf y antl-TbpA en actlvidad

bactericlda

Se inmunizaron grupos de 20 ratones con OMV a través de la
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ruta Intra-muscular en los dias 0, 21 y 28. Cada inoculacién fue
hecha de 5 ug (contenido de proteina) de OMVs formulados en AIPO4
con MPL. Los OMVs se derivaron de |la cepa H44/768 de N.
meningitidis, disefiada para que los polisacaridos capsulares y PorA
fueran regulados de manera descendente. Un grupo de ratones se
inmunizd con OMVs de control an‘los cuales no hubo regulacién
ascandentes de protelnas. En un segundo grupo, la expresiéon de Hsf
se regulé de manera ascendente, en un tercer grupo la expresion de
TbPA se reguld de forma ascendente y en un cuarto grupo, la
expresion de ambos, Hsf y Hipa se reguld de manera ascendente.

El suero se agrup6, ya sea utilizando suero de ratones en el
mismo grupo o mezclando suero aislado del grupo en donda_al Hsf
solo o TbpA solo ha sido regulado de manera ascendente. La
actividad bactericida del susro se midié para cada suero agrupado y

los resuitados se muestran en el siguiente cuadro.

SBA hecho en el suero reunido de ratones | Concentraclidn de
Inmunlzados con SBA
Ampolles TbpA-Hsf 774
Ampollas TbhpA 200
Ampolias Hsaf 50
Ampollas CPS(-) PorA(-) 50
Mbx antl-TbpA + suero anti-Hsf 1182

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

bactericida mucho mas alta que la lograda a través de cualquier
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suero individuaimente. E! efecto sinergistico parece ser logrado a

través de |la presencia de anticuerpos contra ambos, Hsf y TbhpA.

EJEMPLO 18

Proteinas Hsf truncadas puseden combinarse sinergisticamente

con TbpA

Se produjesron series de cbnstruccionas Hsf truncadas
utilizando procedimlentos de biologla molecular estdndares. Estos
incluyen una construccién que codifica las aminoacldos 1 a 54 qus
contienen la secuencia de safial de Hsf‘y los aminocacidos 134 y 582
de Hsf (Tr1Hsf). Un segundo Hsf truncado contenieando los
aminodcidos 1-53 de la secuencia de sefal de Hsf seguido por los
aminoacidos 238-592 de Hsf (Tr2Hsf). Estas dos construcciones Hsf
truncadas y Hsf de longitud completa se introdujeron en McS58 siaD-,
Opc-, PorA- de |la cepa B de N. Meningitidis por lo que su expresidn
podria ser regulada de forma ascendente y se produjsron las
vesiculas de membrana exterior utllizando los métodos descritos
anteriormente.

Las preparaciones de vesicula de membrana exterior se
adsorbieron en AI{OH)3 y se inyectaron dentro de los ratones en los
dias 0, 21, y 20. En el dla 42, los ratones se sangraron y se prepard
el suero. El suero se mezcld con suero de ratones vacunados con
OMVs de TbpA regulados de forma ascendente y |os ensayos

bactericldas de suero se Illevaron a cabo-como 88 describid

e
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Concantraciones Bactericlkda del Suaro

Grupo H44/786 cu3as
Mc58 PorA + slaD+ 25600 25800
Mc58 PorA — slaD- Hsf 1530 800
Mc58 PorA — slaD- TriHsf 1015 1380
Mc58 PorA — slaD- Tr2Hsf 50 50
Control negativo 50 50
ThpA + MC58 PorA+ slaD+ 25800 24182
TbpA + MC58 PorA- siaD- Hef 2595 1438
TbpA + MC58 PorA- alaD- Tr1Hsf 4383 2891
TbpA + MC5B PorA- slaD- Tr2Hsf 1588 742
TbpA + contro! negativo 778 532

Los resultados mostrados en el cuadro anterior revelan que la
primera truncaclén (Tr1Hsf) provoca una respuesta inmune que es
capaz de combinarse con antisuero contra TbpA para producir una
actividad bactericida de suero mas grande que cuando se utiliza Hsf
de longitud compieta. Sin embargo, la extensién de ia truncacién es
Importante y la truncacién producida en Tr2 tiene un efecto de
detericro comparado con el Hsf de longitud completa.

bactericida mejorada de TriHsf ha sido vista contra ambas cepas

utllizadas.

La actividad
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EJEMPLO 20

Actlvidad bactericida del suerg de anticuerpos contra ThpA, Hsf

y una tercera proteina meningocécica

La cepa H44/76 de N. meningitidis en la cual PorA y los
polisacaridos se regulador en forma descendente como se describid
anteriormente, se utilizaron como la cepa base para regular de forma
ascendente TbpA y Hsf, LbpB, D15, PilQ y NspA utilizando el
procedimiento descrito anteriormente. Las vesliculas de membrana
exterlor se prepararon de cada cepa <c¢como se deaescribid
anteriormants. FHAb, FrpC, FrpA/C y Hap se prepararon utilizando
técnicas descritas aqul anteriormente y conocidas en la técnica
(como se descrlbe en PCT/EPB88/02766, W0982/01480 y WO0B88/02547).

Las preparacidon de veslicula de membrana exterior y protelnas
recombinantes se adsorbieron en AI{OH)3 y se Iinyectaron 8n los
ratones en los dias 0, 21, y 28. En el dia 42, los ratones se
sangraron y se prepararon. El suero contra OMVs regulados de forma
ascendente de ThpA y Hsf se mezclé con suero de ratones
vacunados con OMVs conteniendo los OMVs de LbpB, D15, PilQ o
NspA regulados en forma ascendente o FHADb, FrpC, FrpA/C, o Hap y
los ensayos bactericidas de suero se llevaron a cabo como se

describid anterlormante

Resultados

Los resultados se muestran en el siguiente cuadro. En los
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ensayos que utilizan la cepa H44/76 homdéloga, la adicidon de
anticuerpos contra un tercer antigeno menlngocédcico, con la
excepcién de FrpC, no produjeron una concentracion bactericida de
suero mas alta que la producida utilizando anticuerpos contra TpbA y
Hsf solos.

Sin embargo, la adicién de anticuerpos contra un tercer
antilgeno se ventajosa en ensayos bactericidas de suero utilizando la
cepa heterdloga. Los anticuerpos contra D15 (OMP835), Hap, FrpA/C
y LbpB fueron particularmente efectivos en el Incremento de

concentraclédn bactericida de suero contra la cepa CU385.

Concentracién Bactericlda del suero

Mazcla de antisuaro H44/78 Cu3as
ant-TbhpA- Hsf y suero autolnmune 5378 2141
ant-TbpA- Hsf y suero antl-FHA 5260 2583
ant-ThpA- Hsf y suero antl-Hap 4577 5150
ant-TbpA- Hsf y suero antl-FrpA/C 5034 4358
anti-TbpA- Hsf y suero antH bpB 5400 4834
ant-TbpA- Hsf y suero antt-D15 4823 4857
ant-TbpA- Hsf y suero ant-PIIQ 4708 2242
ant-TbpA- Haf y suero anti-NspA 4738 2518
ant-TbhpA- Hsf y suero antl-FrpC 8082 2300
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EJEMPLO 21

Efecto de FrB KO en vesiculas de membrana exterlor en su

habllildad para provocar una respuesta Inmune bactericida en

cepas homdélogas y heterdlogas

Se utllizaron dos cepas de H44/78 de N. meningltidis para
preparar preparaciones de vesicula de membrana exterior como se
describe en WO 01/08350, utilizando 0.1% de extraccién de DOC por
lo que e! contenido de LOS fue de alrededor de 20%. La cepa B1733
es siaD(-), PorA(-), tiene regulaciéon ascendente de Tr1 Hsf (Ejemplo
19) e IgtB estd aniquilado. La cepa B1820 B1733 es siaD(-), PorA(-
).tiene regulacién ascendente de Tr1, Hsf, IgtB.esta aniquilada y
FrpB tamblén estad aniquilada. Ambas cepas se cuitivaron en medio
suplementado con 60 pM de Desferal por lo que las protelnas
reguladas en hlerro tales como LbpA/B y TbpA/B estan reguladas en
forma ascendents.

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

Los sensayos bactericidas de suero se llevaron a cabo en las
tres cepas L3 (ia cepa del tipo silvestre homéloga H44/76 y dos
cepas L3 heterdlogas; NZ124 y M872505687), como se describe en el

Ejemplo 17.
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Resultados
Ampgollas utilizadas para H44/78 M97250887 NZ124
la Inoculacidn GMT SC GMT SC GMT SC
B1733 1518 30730 151 11/30 70 4/29
B1820 781 19/30 1318 247130 278 18/30

GMT indica la concentracién de la media geométrica del suero en
SBA.
SC Indica el niamero de ratones convertidos a cero (concentracién

SBA >1/100).

Los resultados claraments muestran que las ampollas FrpB KO
(B1820) inducen una major respuesta cruzada-bactaricida heterbloga
que las ampollas FrpB(+) (B1733). Las concentraciones de SBA
fueron mayores y una proporcidn mas alta de ratones convertidos a
cero en las cepas M87250887 y NZ124. Los resultados en la cepa
homéloga no fueron completamente buenos cuando se elimind FrpB.
Estos datos sugleren que FrpB conduce la respuesta Inmune, pero ya
que su proteina de membrana exterior es altamente varlable, los
anticuerpos contra esta proteina solamente son capaces de inducir la

aniquilacién de la cepa homdéloga.

e ——
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidén inmunogénica que comprende dos o mas
antigenos diferentes en c-ionde los antigenos se selecclonan de por lo
menos dos de las siguientes categorias:

a) por lo menos una adhes-ina Neisserial;

b) por lo menos una autotransportadora Neisserial,

c) por lo menos una toxina Nelsserlal,

d) por Ilo menos una protelna de adqulsiciébn de Fe
Neisserial;

e) por lo menos una proteina asociada con |la membrana
Neisserial, preferiblemente proteina de membrana
exterior.

2. La composiciobn inmunogénica de acuerdo con |la
reivindicacién 1, en donde los antigenos se seleccionan de por lo
menos dos de las siguientes categorlas:

a) por lo menos una adhesina Neisserial selaccionada del
gripo que conslste de FhaB, NspA, PilC, Hsf, Hap, MafA, MafB,
Omp268, NMB0315, NMB0995, NMB 1118 y NadA,;

b) por lo menos una autotransportadora Neisserial seleccionada
del grupo que consiste de Hsf, Hap, proteasa IgA, AspA y NadA;

c) por lo menos una toxina Neisserial seleccionada del gripo
que consiste de FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD, NM-ADPRT, y cualquiera
o ambos del inmunotipo L2 de LPS o el inmunotipo L2 de LPS;

d) por o menos una proteina de adquisicién de Fe Nseissserial
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seleccionada del grupo que consliste de TbpA alta, TbpA baja, TbpB
alta, TbpB baja, LbpA, LbpB, P2086, HpuA, HpuB, Lipo28, Sibp,
FbpA, BfrA, BfrB, Bcp, NMB0864 y NMB0293; o

e) por lo menos una proteina asoclada con |la membrana
Neisserlal seleccionada del grupo que consiste de PilQ, OMPS85,
FhaC, NspA, TbpA (alta), TbpA (bajJa), LbpA, HpuB, TspA, TspB,
TdfH, PorB, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, MItA, NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1953, HirA y PIdA.

3. La composicién inmunogénica de acuerdo con la
reivindicaclién 1 o 2, la cual es una composicién de subunidad.

4. La composicidbn inmunogénica de acuerdo con la
raeivindicacién 3, que comprende por 1o menos 2 antlgenos
seleccionados del grupo que consiste da: FhaB, NspA, el dominio
pasajero de Hsf, el dominio pasajero de Hap, el dominio de
superficle expuesta dea OMPBS, FrpA, FrpC, TbpB, LbpB, PIdA, PilC,
Lipo28 y cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y sl
inmunotipo L3 de LPS.

5. La composicibn inmunogénica de acuerdo con la
reivindicacién 1 o 2, que comprends una preparacién de vesicula de
membrana exterior, en donde los antigenos han sido regulados en
forma ascendente (preferiblemente recombinantements) en Ia
vesicula de membrana exterior.

6. La composiciobn inmunogénica de acuerdo con la
reivindicaclén 5, que comprende por lo menos dos antlgenos

seleccionados de la siguiente lista los cuales han sido regulados en
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forma ascendente en la vesicula de membrana exterior: NspA, Hsf,
Hap, OMP85, ASpA, HpuA, HpuB, TspA, TspB,
FhaC, TbpA (alto), TbpA (bajo), LbpA, TbpB, LbpB, PilQ, NM-ADPRT,
P2086, TdfH, PorB, MafA, MafB, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HlpA,
MItA y PIdA; y opcionalmente comprende cualquiera o ambos del
inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

| 7. La composiciébn inmunogénica de acuerdc con la
reivindicacion 1 o 2, que comprende una composicién de subunidad
que tlene uno o mas de los antigenos, y una preparaclén de vesicula
de membrana exterior que tiene por lo menos un antigeno el cual ha
sido regulado en forma ascendente en la veslicula de membrana
exterior.

8. La composicibn inmunogénica de acuerdo con |la
reivindicacién 7, que comprende una composicidn de subunidad y
una preparacién de vesicula de membrana exterior, en donde la
composicion de subunidad comprende por lo mencos un antigeno
seleccionado de |la siguiente lista: FhaB, NspA, el dominio pasajero
de Hsf, el dominio pasajero de Hap, el dominio de superficie
expuesta de OMP85, FrpA, FrpC, TbpB, LbpB, PilC, Lipo28 y la
preparaciéon de la vesicula de membrana exterior que tiene por lo
menos un antigeno seleccionado de la siguiente lista, el cual ha sido
recombinantemente regulado en forma ascendente en la veslicula de
membrana exterior: NspA, Hsf, Hap, OMP85, AspA, HpuA, HpuB,
TspA, TspB, FhaC, TbpA (alto), TbpA (bajo), LbpA, TbpB, LbpB, PIIQ,

NM-ADPRT, P2086, TdfH, PorB, MafA, MafB, HimD, HisD, GNA1870,

DY
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OstA, HIpA, MItA y PIDA ; y opcionalmente comprende cualquiera o
ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS,
preferiblemante dantro de la preparacldn de la vesicula de membrana
exterior.

8. La composicidbn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 5-8, que comprende por |lo menos dos diferantes
preparaciones de vesicula de membrana exterlor de acuerdo con la
reivindicaclén 5 o 6.

10. La composicidbn inmunogénica de acuserdo con la
reivindicacién 8, en donde la preparacién de |a veslcula de
membrana exterior es del inmunotipo L2 y una preparacién de la
vesicula de membrana exterior es del Inmunotipo L3.

11. La composicidn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1, 2, 5, 6, 7, 8, 8 0 10 en donde se seleccionan Hsf
y TbpA (alto).

12. La composicibn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-2 o 5-11, en donde se seleccionan Hsf o
TbpA(bajo).

13. La composicién inmunogénica de acuerdo con |Ia
reivindicacion 11 o 12, en donde ademas se selacclonan uno o mas
antlgenos adiclonales de una llsta que consiste de Hap, LbpB, OMP
85 y FrpA.

14. La composicién inmunogénica de acuerdc con las
relvindicaciones 11-1.3, en donde ademas se seleacciona el

inmunotipo L2 de LPS.
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15. La composicién inmunogénica de acuerdo con Ilas
reivindicaciones 11-14, en donde ademas se selecciona el
inmunotipo L3 de LPS.

16. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-15, en donde FhaB se selecciona junto con por lo
menos un antigeno adicional selaccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafA, MafB, Omp28, NMB0995, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 11682, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, Hsf, LbpB, FrpA,
FrpC, FrpA/C, NadA, OMP85, PIdA, LbpA, TbpA (bajo), TbpA (alto),
TbpB {(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, Hap, proteasa IgA, AspA,
PIIQ, MItA, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, NspA, TspA, TspB,
P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0283, NMBO0315, NMB1119,
TdfH, PorB, NM-ADPRT, VapD y cualquiera o ambos del inmunotipo
L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

17. La composiclén Iinmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-16, en donde NspA se selecciona Junto con por lo
menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste ds:
PilC, MafA, MafB, Omp268, NMB0885, FhaC, FbpA, Becp, NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, Hsf, LbpB, FrpA,
FrpC, FrpA/C, NadA, OMPB8S5, PIdA, LbpA, TbpA (bajo), TbpA (alto),
TbpB (bajo), TbpB(aito), HpuA, HpuB, Hap, proteasa IgA, AspA, PilQ,
MItA, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA, TspB, P20886,
Lipo28, Sibp, NMB0864, NMB0293, NMB0315, NMB1119, TdfH, PorB,
NM-ADPRT, VapD y cualquiera o ambos del inmunotipo L2 de LPS y

el inmunotipo L3 de LPS.
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18. La composiciébn inmunogénica de acuserdo con las
reivindicaciones 1-17, en donde NadA se selscciona junto con por io
menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafA, MafB, Omp26, NMB0885, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HirA, Hsf, LbpB, FrpA,
FrpC, FrpA/C, OMP85, PIdA, LbpA, TbpA (bajo), TbpA(alto), TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, Hap, proteasa IgA, AspA, PilQ,
MItA, HImD, HisD, GNA1B70, OstA, HIpA, TspA, TspB, P2088,
Lipo28, Sibp, NMB0864, NMB0283, NMB0315, NMB1119, TdfH, PorB,
NM-ADPRT, VapD y cualquiara o ambos del inmunotipo L2 de LPS y
el inmunotipo L3 de LPS.

19. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicacionss 1-18, en donde TbhpA(bajo) se selecciona junto con
por lo menos un antigeno adiclonal seleccionado del grupo que
consiste de: PilC, MafA, MafB, Omp26, NMB0885, FhaC, FbpA, Bcp,
NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 19853, HtrA, Hsf,
LbpB, FrpA,.FrpC, FrpA/C, OMPB5, PIdA, LbpA, TbpA (alto), TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, Hap, proteasa IgA, AspA, PIIQ,
MitA, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA, TspB, P2086,
Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0283, NMB(0315, NMB1118, TdfH, PorB,
NM-ADPRT, VapD y cualquisra o ambos del inmunotipo L2 de LPS y
el inmunotipo L3 de LPS.

20. La composiciébn inmunogénica de acuerdoc con las
reivindicacioneas 1-19, en donde TbpA(alto) se selecciona junto con

por lo mencs un antigeno adicional seleccionado del grupo que
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consiste de: PiiC, MafA, MafB, Omp26, NMB(0885, FhaC, FbpA, Bcep,
NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 19853, HtrA, Hsf,
LbpB, FrpA, FrpC, FrpAIC.‘ OMP85, PIdA, LbpA, TbpB (bajo), TbpB
(alto), HpuA, HpuB, Hap, proteasa IgA, AspA, PilQ, MItA, HimD,
HisD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp.
NMB0964, NMB0293, NMBO0315, NMB1118, TdfH, PorB, NM-ADPRT,
VapD y cualquiera o ambos del Inmunotipo L2 de LPS y el Iinmunotipo
L3 de LPS.

21. La composiclén inmunogénica de acuerdo con las
reivindicacionas 1-20, en donde LbpB se sslecciona junto con por lo
menos un antigeno adicional selaccionado del grupo que consliste ds:
PilC, MafA, MafB, Omp268, NMB0885, FhaC, FbpA, Becp, NMB 1124,
NMB 1182, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, Hsf, FrpA, FrpC,
FrpA/C, OMPB85, PIdA, LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB,
Hap, proteasa IgA, AspA, PIIQ, MItA, HimD, HisD, GNA1870, OstA,
HipA, TspA, TspB, P2088, Lipo28, Sibp, NMBO0S64, NMB0283,
NMB0315, NMB1118, TdfH, PorB, NM-ADPRT, VapD y cualquisra o
ambos del inmunotipo L2 de LPS y al inmunotipo L3 de LPS.

22. La composicidn inmunogénica de acuerdo con |as
reivindicacionss 1-21, en donde OMP85 se selecclona junto con por
lo menos un antigeno adicional selecciocnado del grupo que consiste
de: PIIC, MafA, MafB, Omp26, NMBO0985, FhaC, FbpA, Bcp, NMB
1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, Hsf, FrpA,
FrpC, FrpA/C, PIdA, LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB,

Hap, proteasa IgA, AspA, PilQ, MItA, HimD, HisD, GNA1870, OstA,
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HipA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0B864, NMB0283,
NMB0315, NMB1119, TdfH, PorB, NM-ADPRT, VapD y cualquiera o
ambos del inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

23. La composiciobn inmunogénica de acuerdo con las
relvindicaciones 1-22, en donde Hap se selecciona junto con por lo
menos un antigeno adicional! seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafA, MafB, Omp268, NMB0895, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, Hsf, FrpA, FrpC,
FrpA/C, PIdA, LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa
IgA, AspA, PilQ, MItA, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA,
TspB, P2086, Llpo28, Sibp, NMB0864, NMBO0293, NMBO0315,
NMB1118, TdfH, PorB, NM-ADPRT, VapD y cualquiera o ambos del
inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

24 La composicion inmunogénica de acuserdo con las
reivindicaciones 1-23, en donde Hsf se selecclona juntoc con por lo
menos un antigenoc adiclonal seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafA, MafB, Omp28, NMB09S5, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 1182, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, FrpA, FrpC,
FrpA/C, PIdA, LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa
IgA, AspA, PilQ, MItA, HimD, HIsD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA,
TspB, P20868, Lipo28, Sibp, NMBOBEB4, NMB0293, NMBO0315,
NMB1119, TdfH, PorB, NM-ADPRT, VapD y cualquiera o ambos del
inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

25. La composicién inmunogénica de acuerdo con las

relvindicaciones 1-24, en donde FrpA se seleccliona junto con por lo
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menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafA, MafB, Omp28, NMB0885, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, FrpC, FrpA/C,
PIdA, LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA,
Asp;A, PIIQ, MItA, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA, TspB,
P2086, Lipo28, Sibp, NMB0864, NMBO0293, NMBO0315, NMB1118§,
TdfH, PorB, NM-ADPRT, VapD y cualquiera o ambos del inmunotipo
L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS.

26. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
relvindicaciones 1-25, en donde FrpC se selecclona junto con por lo
mencs un antigeno adicional seleccicnado del grupo que consiste de:
PilC, MafA, MafB, Omp28, NMB0895, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 1162,NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, LbpA, TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, PIIQ, MItA,
HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp,
NMB0S64, NMB02983, NMB0315, NMB1113, TdfH, PorB, NM-ADPRT,
VapD y cualqulera o ambos dal inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo
L3 de LPS.

27. La composiclon inmunogénica de acuerdo. con Ia';
relvindicacionas 1-28, en donde .el Inmunotlpo L2 de LPS se
se.lecclona junto con por Ilo menos un antigano adicional
selecc.ionado del grupo que conslste de: PIIC, MafA, MafB, Omp26,
NMB0S885, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB
1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, LbpA, TbpB (bajo}, TbpB (alto), HpuA,

HpuB, proteasa IgA, AspA, PIlQ, MItA, HimD, HisD, GNA1870, OstA,
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HIpA, TspA, TspB, P2088, Lipo28, Sibp, NMB0864, NMBO0283,
NMB0315, NMB1118, TdfH, PorB, NM-ADPRT, VapD y el inmunotipo
L3 de LPS.

28. La composiciébn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicacionas 1-27, en donds el inmunotipo L3 de LPS se
selecciona junto con por Ilo menos un antigeno adicional
seleccionado del grupo que consiste de: PilC, MafA, MafB, Omp26,
NMBO0895, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB
1313, NMB 1953, HtrA, PIdA, LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA,
HpuB, proteasa IgA, AspA, PilQ, MItA, HIimD, HisD, GNA1870, OstA,
HipA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0S684, NMB0293,
NMB0315, NMB 1118, Tde; PorB, NM-ADPRT y VapD.

28. La composicion Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaclones 1-28, en donde PilQ se selacciona junto con por lo
menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PIIC, MafA, MafB, Omp26, NMB0995, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PiIdA, LbpA, TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, MItA, HimD,
HisD, GNA1870, OstA, HIpA, TspA, TspB, P208868, Lipo28, Sibp,
NMB(08684, NMB0293, NMB0315, NMB11189, TdfH, PorB, NM-ADPRT y
VapD.

30. La composicidn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-29, en donde HIpA se selecciona junto con por lo
menos un antigeno adiclonal selecclonado del grupo que consiste de:

PilC, MafA, MafB, Omp26, NMB0995, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,

24
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NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HirA, PIdA, LbpA, TbpB
{bajo), TbpB (alto}, HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, MItA, HimD,
HisD, GNA1B70, OstA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964,
NMB0293, NMB0315, NMB1118, TdfH, PorB, NM-ADPRT y VapD.

31. La composicibn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-30, en donde MItA se selecciona juntoc con por fo
menos un antfgeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafA, MafB, Omp28, NMB0985, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124,
NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1953, HtrA, PIdA, LbpA, TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, HimD, HlsD,
GNA1870, OstA, TspA, TspB, P2088, Lipo28, Sibp, NMBO0S84,
NMB0293, NMB0315, NMB 1118, TdfH, PorB, NM-ADPRT y VapD.

32. La composicidbn inmunogénica de acuerdo con Ias
raivindicaciones 1-31, en donde GNA1870 se selecciona junto con
por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste da: PilC, MafA, MafB, Omp26, NMB0S995, FhaC, FbpA, Bcp,
NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1953, HtrA, PIdA,
LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA,
HimD, HisD, OstA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMBO0S64,
NMB0283, NMB0315, NMB1118, TdfH, PorB, NM-ADPRT y VapD.

33. La composicidbn Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-32, en donde NM-ADPRT se salecciona junto con
por lo menos un antigeno édlclonal saleccionado del grupo que
consiste de: PilC, MafA, MafB, Omp28, NMB0985, FhaC, FbpA, Bcp,

NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA,

45
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LbpA, TbpB {(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA,
HimD, HisD, OstA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMBO0S64,
NMB0283, NMB0315, NMB1118, TdfH, PorB, y VapD.

34, La composlcibn Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-33, en donde MafA se selecciona junto con por lo
menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafB, Omp26, NMB0885, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB
1162, NMB1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, LbpA, TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, HimD, HisD,
OstA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0864, NMB0283,
NMB0315, NMB1118, TdfH, PorB, y VapD.

35. La composicién inmunogénica de acuerdo con Ias
reilvindicaciones 1-34, en donde Maf_B se salecciona junto con por lo
menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafB, Omp28, NMB0885, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB
1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, LbpA, TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, HimD, HisD,
OstA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0S864, NMB0283,
NMB0315, NMB1118, TdfH, PorB, y VapD.

38. La composiclén Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaclones 1-35, en donde NMB0315 se selecciona juntc con
por lo menos un antigeno adicional seleccionado deil grupo que
consiste de: PilC, MafB, Omp26, NMB0985, FhaC, FbpA, Bcp, NMB
1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA,

LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA,
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HimD, HisD, OstA, TspA, TspB, P2088, Lipo28, Sibp, NMBO0S§E64,
NMB0283, NMB1118, TdfH, ParB, y VapD.

37. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaclones 1-36, en donde NMB1119 se selecciona junto con
por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de: PIIC, MafB, Omp28, NMBOQQS. FhaC, FbpA, Bcp, NMB
1124, NMB 1182, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA,
LbpA, TbpB (bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA,
HimD, HisD, OstA, TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0BG64,
NMB0293, NMB1118, TdfH, PorB, y VapD.

38. La composiciébn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaclones 1-37, an donde HisD se selecclona junto con par lo
menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafB, Omp26, NMB0S895, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB
1162, NMB1220, NMB1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, LbpA, TbpB
(bajo), TbpB (alto), HpuA, HpuB, prota.asa IgA, AspA, HimD, OstA,
TspA, TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0864, NMB0283, NMB1119,
TdfH, PorB, y VapD.

38. La composicldn Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaclones 1-38, en donde LbpA se selecciona junto con por lo
menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafB, Omp26, NMBO0985, FhaC, FbpA, Becp, NMB 1124, NMB
1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, TbpB (bajo),
TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, HimD, OstA, TspA,

TspB, P2086, Llpo2B8, Sibp, NMB0OB64, NMB0283, NMB1118, TdfH,
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PorB, y VapD.

40. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-38, en donde NMB 09985 se selecciona junto con
por lo menos un antigeno adicional seleccionado del grupo que
consiste de: PilC, MafB, Omp26, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB
1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, TbpB (bajo),
TbpB (alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, HimD, OstA, TspA,
TspB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0984, NMB0283, NMB1118, TdfH,
PorB, y VapD.

41. La composicién Iinmunogeénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-40, en donde Lipo28 se selecciona Junto con por
lo menos un antlgeno adicional seleccionado del grupo que consiste
de: PilC, MafB, Omp26, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB 1182,
NMB 1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, TbpB (bajo), TbpB
(alto), HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, HimD, OstA, TspA, TspB,
P2088, Sibp, NMB0964, NMB0293, NMB1118, TdfH, PorB, y VapD.

42. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-41, en donde HimD se selecciona junto con por lo
menos un antlgeno adicional seleccionado del grupo que consiste de:
PilC, MafB, Omp26, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB 1162, NMB
1220, NMB 1313, NMB 1853, HtrA, PIdA, TbpB (bajo), TbhpB (alto),
HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, OstA, TspA, TspB, P2086, Sibp,
NMB0964, NMB0293, NMB1119, TdfH, PorB, y VapD.

43. La composiclén Iinmunogénica de acuerdo con las

reivindicaciones 1-42, en donde NMB1313 se selecciona Junto con
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por lo menos un antigeno adicicnal seleccionado del grupo que
consiste de: PIIC, MafB, Omp268, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124 NMB
1162, NMB 1220, NMB 1953, HtrA, PIdA, TbpB (bajo), TbpB (alto},
HpuA, HpuB, proteasa IgA, AspA, OstA, TspA, TspB, P2088, Sibp,
NMB0S64, NMB0283, NMB1118, TdfH, PorB, y VapD.

44 La composiciébn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-43, en donde NMB1853 se selecciona junto con
por lo menos un antigenc adicional selecclonado del grupo Qque
consiste de: PilC, MafB, Omp26, FhaC, FbpA, Bcp, NMB 1124, NMB
1162, NMB 1220, HtrA, PIdA, TbpB (bajo), TbpB (alte), HpuA, HpuB,
proteasa IgA, AspA, OstA, TspA, TspB, P2086, Sibp, NMB0964,
NMB0283, NMB1118, TdfH, PorB, y VapD.

45. La composiciébn Inmunogénica de acuerdo con Ias
reivindicaciones 5-44, en donde la célula huésped a partir de la cual
s8 deriva la preparacidén de la vesicula de membrana exterior ha sido
disefiada para asl regular de manera descendente |la expresion de
uno o mas de IgtB o Igte, preferlblemente el primero.

48. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 5-45, en donde la célula huédsped a partir de la cual
se deriva |la preparaclén de la vesicula de maembrana exterior es
incapaz de sintaetizar el polisacarido capsular y ha sido
preferiblemente disefiada para asl regular de manera descendsesnte la
expresiébn de uno o mas de siaD, crtA, ctrB, ctrC, ctrD, synA
(equlvalente a synX y siaA) o synB (equivalente de Sian) y synC

(equivalente de siaC), preferiblamente siaD.

A9
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47. La composiciébn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 5-46, sn donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva |la preparacion de la vesicula de membrana exterior ha
sldo disefada para asl regular de manera descendente |la expresién
de uno o mas de OpC, OpA, o PorA, preferiblemente PorA.

48. La composiclén Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaclones 5-47, en donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva la preparaclidén de la vesicula de membrana exterior ha
sido disefiada para asi regular de manera descendente la expresién
de FrpB.

49. La composicién Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 5-48, en donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva la preparacién de la vesicula de membrana exterlor ha
sido dlsefiada para asl regular de manera descendente la expresidn
de msbB y/o hrtB, praferiblamente msbB.

50. La composicibn inmunogénica de acuerdo con Ias
reivindicaciones 5-49, en donde una célula huésped a partir de la
cual se deriva la preparacion de la vesicula de membrana exterior
que contiene LPS, el cual se conjuga con una proteina de membrana
extarior (OMP).

51. La composiclén inmunogénica de acusrdo con Ia
reivindicacién 50, en donde el LPS sa conjuga (preferiblemente
Inter-ampolla} con OMP in situ en la preparaclén de la veslicula de
membrana exterlor.

52. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
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reivindicaciones 1-51, que comprande un antigeno derivado de
Neisseria meningitidis, preferiblemente el serogrupo B.

53. La composiclébn Inmunogénica de acuerdo con las
relvindicaclonses 1-52, que comprende un antigeno derivado de
Neisseria gonorrhosease.

54. La composicidn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-52, en donde todos los antigenos neisserial se
derivan de N. meningitidis, preferiblemente del serogrupo B.

55. La composicién inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 1-54, en donde todos los antigenos nelsserial
comprendan uno o mas polisacaridos u ollgosacaridos capsulares
bacterianos.

56. La composlcién Inmunogénica de acuerdo con la
reivindicacién 55, en donde Ios polisacaridos u oligosacaridos
capsulares se derlvan de bacterilas selecclonadas del grupo que
consiste de: serogroupo A, C, Y vy W-135 de Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae b, Streptococcus pneumoniae, Grupo A ds
Streptococc/, Grupo B de Streptococcl, Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis.

57. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones §5-58, en donde el polisacadride u oligosacarido
capsular estd conjugado a una proteina.

58. La composiclén Inmunogénica de acuerdo con las
relvindicaclones 1-57, que comprende un auxiliar.

58. La composicién inmunogénica de acuerdo con la
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reivindicaclén 58, que comprende sales de aluminio, preferiblemente
fosfato de aluminio.

60. La composicién inmunogénica de acuerdo con la
reivindicacién 58 o 59, que comprende 3D-MPL.

61. Una vacuna que comprende la composicién inmunogénica
de acuerdo con las reivindicaciones 1-60, y un portador
farmacéuticamente aceptabla.

62. Una vacuna que comprende uno o mas polinucledtido(s) que
codifican dos o méas diferentes protelnas cuya expresidn se conduce
a través de un promotor eucariético, en donde las proteinas se
selecclonan de por lo menos dos de las siguientes categorias:

a) por lo menos una adhesina Neisserial seleccionada del
grupo que consiste de FhaB, NspA, PilC, Hsf, Hap, MafA, MafB,
Omp28, NMB0315, NMB08985, NMB 1119 y NadA;

b) por lo menos una autotransportadora Neisserial seleccionada
del grupo que consiste de Hsf, Hap, proteasa IgA, AspA y NadA,

c¢) por lo menos una toxina Neisserlal seleccionada dei grupo
que consiste de FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD y NM-ADPRT,;

d) por lo menos una protaina de adqulsicién de Fe Neisserial
saleccionada del grupo que consiste de TbpA alto, TbpA bajo, TbpB

alto, TbpB bajo, LbpA, LbpB, P20868, HpuA, HpuB, Lipo28, Sibp,

- FbpA, BfrA, BfrB, Bcp, NMB0864 y NMB0283,; o

e) por lo menos una protelna asociada con membrana
Neissserial, preferlblemente una proteina de membrana exterior

integral seleccionada del grupo que consiste de PilQ, OMPBS, FhaC,

Zz?,
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NspA, TbpA (alto), TbpA (bajo), LbpA, HpuB, TspA, TspB, TdfH,
PorB, HimD, HIsD, GNA1870, OstA, HIpA, MItA, NMB 1124, NMB
1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1953 HtrA y PIdA.

63. Un método para el tratamiento o praevencién de enfermedad
Neisserial que comprende la administracién de una dosis protectora
de la vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 61-62 a un huésped
en la necesidad de la misma.

84. El método de acuerdo con la reivindicacién 63, en el cual
se previene o trata una Infeccién por Neisseria meningltidis.

65. El método de acuerdo con la relvindicacién 63, en 8l cual
se praeviene o trata una infeccidn por Neisseria gonorrhoeas.

868. Un uso para la vacuna de acuerdo con las reivindicaciones
61-82, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o
prevencién de infaeccidn Neisserial.

67. El uso de acuerdo con la raeivindicacién 66, en el cual se
praviens o trata infeccién por Neisseria meningitidis.

68. El uso de acuerdo con la reivindicacién 86, en el cual se
previene o trata infecclén por Nelsseria gonorrhoeae.

69. Una cepa Neisserial genéticamente disefiada a partir de la
cual se deriva la preparacidn de la vesicula de membrana exterior de
acuerdo con las reivindicaciones 5-60.

70. Un método para hacer |la composicion inmunogénica de
acuerdo con las reivindicaciones 1-60, que comprende un paso para
mezclar junto con por lo menos dos antigenos de Neisseria.

71. Un método para hacer |la composicion inmuncgénica de
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acuerdo con las reivindicacionas 5-80, que comprande un paso para
alslar las vesfculas de membrana exterior de un cultivo Nelsserial.

72. El método de acuerdo con la reivindicacién 71, que
comprende un paso adicional para combinar por lo menos dos

5 preparaciones de vesicula de membrana exterior.

73. El método de acuerdo con la reivindicacion 72, en donde
por lo menos una preparacién de vesicula de membrana exterior
contiane LPS del Inmunotipo L2 y por lo menos una preparacién de
vesicula de membrana exterior contiene LPS del inmunotipo L3.

10 74. El método de acuerdo con las reivindicaciones 71-73, en
donde las vesiculas de membrana exterior se alslan a través de la
extraccién con una concentracién de DOC de 0-0.5%.

75. El método de acuardo con la reivindicaclén 74, en donde
las vesiculas de membrana exterior se aislan a través de extraccidn

15 con una concentracién de DOC de 0.02%-0.4%, 0.04%-0.3%, 0.06%-
0.2%, 0.08%-0.15% o preferible o exactamente alrededor de 0.1%.

76. Un método para hacer la vacuna de acuerdo con la
reivindicacién 61, que comprende el paso de combinar Ila
composicion inmunogénica de las reivindicaciones 1-80 con un

20 portador farmacéuticamente aceptable.

77. Un método para preparar una gliobulina inmune para uso en
la prevencién o tratamiento de infecciédn Neisserial que comprende
los pasos de Inmunizar un receptor con I|a vacuna de Ia
reivindicacion 60 y aislar globulina inmune del receptor.

25 78. Una globulina Inmune preparada a través del método de la
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reivindicacion 77.

79. Una composicién farmacéutica que comprende |la globulina
inmune de la relvindicacién 78 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

80. Un método para el tratamiento de infaccidn Neisserial que
comprende un paso para administrar a un paciente una cantidad
efectiva de |la preparacién farmaceéutica de la reivindicacién 78.

81. Un wuso de una preparacién farmacéutica de Ia
reivindicaclon 789, en la fabricacidn de un medicamento para el
tratamiento o prevencidén de enfermedad Neisserial.

8B2. La composicibn Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 5-80, que comprende una ampolla meningocédcica
del inmunotilpo L2 y una ampolla meningocécica del Inmunotipo L3.

83. La composicibn inmunogénica de acuerdo con la
reivindicacién 82, en donde TbpA(alto) se regula de manera
ascendente en una de las ampollas.

84. La composicldn Inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 82 u 83, en donde la TbpA(baja) se regula de
manera ascendente en una de las ampollas.

85. La composicldbn inmunogénica de acuerdo con las
relvindicaciones 82-84, en donde Hsf se regula de manera
ascendente en una de las ampollas.

B6. La composicién inmunogénica de acuerdoe con las
relvindlcaclones-82-85. en donde OMPB85 se regula de manera

ascendente en una de las ampollas.
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87. La composicibn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicacilones 82-86, en donds las ampollas se aislan de cepas
meaeningocécicas incapaces de formar polisacaridos capsulares,
praferiblemente siaD".

B8. La composicidn inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 82-87, en donde las estructuras de oligosacarido de
LPS L2 y/o L3 son truncadas de acuerdo con las ampollas que han
sido aisladas de cepas meningocdcicas que son IgtB".

89. La composicibn inmunogénica de acuerdo con las
relvindicaciones B82-87, en donde las ampollas se alslan de cepas
meningocécicas que tiene expresion de manera descendente de
msbB.

80. La composicién Iinmunogénica de acuerdo con las
reivindicaclones 82-88, en donde las porciones de ollgonucleétidos
de LPS L2 y/o L3 se conjugan de forma Iintra-ampolla a 'as protelnas
de membrana exterior intagrales a la ampolla.

81. La composicion inmunogénica de acuerdo con las
reivindicaciones 82-80, en donde ias ampollas se derivan de cepas
meningocdcicas que tienen expresién regulada de manera

descendente de uno o mas de: FrpB, PorA, Opa u Opc.
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ATGATAAAOGTUTACATOGCATTATC 2 TTASTAM ARGCACAGCACCATAAT TACACTAGCCOGARACT
GCCAALAGC CACGGOAARIITAAALAGACANIGCAL T ICOFT T [CTITETCACTARMAA CTTCAGGTGAC
CTTTOCUGCAAA CTCANACCACCTTTAAA ACT TTGETC TR TCT T TAAT TT COC TGMTATOGTAT TG
CCTaCCCATOCOCARATTACCACCEACAAATCAGCACC TARMAAACCAGCAGITCI LTATC CTIAAARLC
AACACTOITOCCC CCTTOATAAATATC CARACTCCG AAT SGACGCGGA TTAAGC CACAR CGCTATALG
CASTTTGATOT TAACAAC RARGGZACABTUTTAAN ARCAAL (O TAACAA TRATCCA TTTATOOTLAAA
GGCAGTEOACAR TTAATT ITEGAATIASTTACGCAUTACRA “TACAARL T CAACGGCATCGTTACCOTA
GEOGITCAMAAGCCOACUTGATTAT TCCC ALCCOCARCGACATTACCRT TAATAGO0G XICTTTAAR
AARTITCHATCOGOGCATCT TAACTACTGCTACOC C CCAAAT COCAARGACOCTECACTAACAGGAT T
GRIGTCCCTCAAIICACA TTCGACCUTAGEIAGCACGTAUGTTOCAATAAT AAASGYAG MG CONMARCTACALT
GGECTACTTACTCOIICAOTTOCTTT ACAJOGAAAATTACAIGATANMAAC CTOGCAG TTTC TACOGU T
CCICAOARRATAGATTABCCAGOGGOGARA TCAGTGCAGT T ACGC CASCAGITADGAA R CRACTATT
OCCCTTRATACTGC CUCACTOOCCIATA TTACCCOGA LA ATCAL A CTIAT TGO CAATGARARRIGC
GTASCOTCAAAMATAC C IACACACTCUAAG CACCCARAICAR T TGA TTITEACT I OOTCAOGOCGCATT
GAAARCAGCOOUCACK TOGCCAC CACTOC CAGRCOFC ACCAARGC T CALCGACT TATCTCTCCATCGEAR
ACCANTHAANAAGOASCGECAIOCACRT TTATC T CCAR TS ITRITCCUATCAAAAGTANAGECTTA™ TG
. TTATTAACACAGAGACAAGA TATCAGCTTECATRA GGAMCOHT 60 TRCAGAATAACOGCAG T CACTCA
BCTACCACGATATTAAA GOTOITCATAR TTTOC A TTAAZAGCAARRCTAATATAAACAATCCCAAR

GUCCOGACTACTCTATOGGOCGADGOCCATAC COTCRTCARGORBOCCAGTAT TCAGACTOGCACTACT .

GTATACAOITCCAGCAAAGAICARATIOCUARTTAL mmmmm
GTATTATCCAR 0G4 CALCRTCRIGCAFT-CCEOC CUTAATACATOC CARAGACACCGOAC ACATCRAARCA
GACAAAC CCCTTTC Y TTOGAASCY TCAACAI TTACCTCCAATATCOAC T TARA CGAAGGCAGTAICART
@O AN CNG CT TEC TTTACTOGCAGACEA TAACATTACIGCOCAAAAC TACCARTCTGRAATACTCOC
GOCAATCIOTATII TCATACAGSTAARGAICTOAATI TGAATETIGA TARMA T T IO C TUCCOCCAAC
ATCCATTTGAAATCOGATARNIGT MGC CCATATTACOBGCACCACTAR AMCCCTCACTACC TCAALAGAC
ATGGGTATCAAGACROGC TCRCTGAATGTTACCANTAL CAA TCTOOGTACCARU TCOGU TAATCINCAL

O CCIGCAMOI TATTCAL TG UTUACGARAACAA CGCAATTCARTCARCGAAARACACATCADC
ATCAAARAAACOOT IOTARTCCCOACT T AAMAARCCTTRRCUTCCATA CCAAAMICOIGAGGCATTARAC
ATTCATT CCACCGOGCATTAASCATAGARAMATAC CAAG CYAGAGTC TAC CCATAATACSCATUTTART
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AACCQUATCAGTIKICATAC CUALC GAGEA TCARAACAIOCCRARM I TOC1 UTTITCTAT AAA AR
GrOAA TGCAGH T OCCTMITOCTCAAG ITTCPCATTGGARICARAAI; CAATATCCG TCTOGTTACA
GGMIAANCAGAT T TAAGRIE T CTAAAA T TALAIC OGIT AAAANC T TR T TCO-COACTALTARAGGC
AAOTTGAA TATCEAAGCCOG TAMCAASTCATTCAL CAAT AL M T TCC TACATARAA AGCOGCTGAACTT
AACCAARAA TCCAAAGRATTOGAA CAIC AR TGN AT TGAMAMNAMIC TCGCTTAAARGCAAZCTD
AT CCAACC CTACANGARSAACCORACKIT CTCGCTT TCTATR T CAMICUATCARCAAGGARG T-RAA
OGTAARAM CCCAMAG ACARAGAATACCTG CANGCCAAGUT CTCTACACAMATA TTAACTTOATTTOC
GCAUAAGACA TG AAR TCAGOO T IO AN TA Y TACCACTIUCARAAAACTOARC CT T CACICOOCMANT
OTATTOCCAALG SCAKAGA FTCALAGCCIC TGCTATTCTGAT TRALTHICATAROCAACCARTATAAA
ATVGOCAAIC CCACCTACRAGAGTCAC TACGACARASCTUCT STUAACANGCT Y FCACO TTTGA COOGA
COTACAGGE] TAMITAT TR PGC AACTOOEICACT. GATGRA TR ACTITATT AT TATCUG TACATIOCAA
ATCRARKC TCCTTCAGICAI CATAGACATCAANGCOCA TAG TAATA T THTALTG OALI CTHGACARAAS
GATADCTATA X TTCTTAARRACCAANGG TAMAAGCRACAAARTCATCRIARAAACCA ATTTTADCAGE
ACCOBCUAC TALCTOATTA TACSAGCC UL I TCHARK TOACCOCCAACAACA TAACGC TTCAI GCALGE
GOTAACA TORRACC TAATALIACL LACT TCAA TAUTCCTGCACOTAMATTAC CCTOGTTICISOTGAA
AMNICT UCRACTGCT GECAGAAIAA 33CH TOCATAAGCACGAC TTRAATETCUAAARA RGO COTCTTY
ATOGGCA TCAAI TAGGCANIADCAL TTACAZTARAA ACGAL CTOAACGAAACTA R ATTG OC TGTOCRC
I COTOROCCAAACTGCAN CORSCF TTCAGICTOAGA TACCF T TOGARST TACCEAA TTCARRACT
ALR TTEOCCE NGCOGACA PTOAMMCAOITG TAG NEAAA ARICCOUTACCRA TGCGAARATTATCCTD
ARACOKCATTU TR ACCITATCCAITCUGAAGAAA AR TTAGRANY AN, MCAACOCTATRECAGAML AG
GCOMIACGCGGCNICACTA TOERAACG Cra A AR CPOCU CAGC TTCAAAAIC COTACTCCC AL TG

ACGCCCCCOGTEICTATATCYT COACAT T UARMGAGCAA TTTUAAMARCCAAAATCEAR AMCTOCTC

TAGCEARMAACA CTAITCLECACCATCACCATY
CACCATTA STOP -3

F|G. 6 (continuacién)
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