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D Traducclén del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.
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de las comunidades Indigenas.

"] Arte Final 12x12.
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ANEXO

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

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

ou..Qh.xt__
MCIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.2156
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Piblico 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 pufio
y letrn del Seiior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado: de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada
“Smithkline Beecham Biologicals 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 el citado Serior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esta
debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

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

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

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

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

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de &g unﬁ&fﬁﬂ%ﬁf-}g ,do_e‘l‘q

; ﬁ :
i . ey,
] . -y
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sn. . BETANG

JAMES KERR MILLIG.
Notario Piblico de Londres, Inglaterra

mil cuattro.
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APOSTILLE
{Hague Convention of 5 October 1961/Convention de La Haye du § octobre 1961)

1. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Payx Roysume-Uni de Grande-Breiagne et dIrlande du Nord

This public document/Le présent acte public

2 2an bem sgnad by Demes \<o Ml\lljh/‘

............................................................................

1 acting in the capacity of Notary Fuiiiv
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4. bears the scal/tamp of FiOe Fys;
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i ?m

Py K

il

"
PR S

ylons, f\"ﬂ%

. v - -."'.':t-
.s:;h" .“© ot _:'q;f -
3 oguas HM""&.’.‘- 'qug},ﬁe?
- .w"ﬁ,“.ﬁ'-‘“&-h‘ =

-------------------------------------------------
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1§ this document 1s to be used ia a country which iy
not party to the Hague Coavention of 5 October 1961,
it shauld ha nosssnind in the somenlar sarting nf the

mizsinn reprassting that country.



los absjo fimados,  GLAXOSMITHKLINE
PIOLOGICALS S.A., una socledad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

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

nombramos por el prasente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogotd,
Colombia, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 Nb.
5-83, piso 60., nuestros reprasentantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiclales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 10. del articuio 543 def decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA yfo ENRIQUE
ALVAREZ, o los spoderados que cualqulera de ellos
designe, quedan especiaimenie facultados para
representamos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todas los
tramites ralativos a la propledad industrial, a cuyo

les facuitamos para der ante dichas
ridades todos los pasos nacesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, snmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar fotal o
parciaimente a los registros, abonar todos los
impuastos y cuolas y efectuar tode ofro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuastros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los Jueces que
sean competentes, pudiendo tranear, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
‘senta declaramos desde ahora valido y bueno
nto dichos reprasentantes y/o los apoderados que
cugiqulera de ellos nombre hicleren en nuestro
benaficlo.

Asimismo, facultemos & los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombrs
nuestro.

Dado y fimado

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

domiciled at rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium

hereby appaint, ALICIA LLOREDA andlor
GUSTAVO TAMAYOQ and/or IGNACIO SANTAMARIA
andlor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive nolifications and to appaint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO andfor IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary staps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
drew up specifications; to file amendments, to limit
the scopa of applications, file oppositions, flle
cancellations iotal or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prascribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our initeresls; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agenis to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrengements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, In short. with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as velid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our henefitm e, <, 1w o
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We also authorize Hoctdrs’ t;l y DA™ *
endlor GUSTAVO TAMAYO 10 ¢
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAI apply -

for protocalization of this document and of any power
of attorney by any one of thelfi ¥oiifenad inour histiena ;
beforae the Office of IndustridiProperty. v v v,

31 AUG 2004

Given and signed this

Marcus WillanrOALTON l

Attomey a thorised Official
NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE



CERTIFICADO NOTARIAL {SOCIEDAD)

Béigica
{ss

Hoy de de 200 , comparecié

, 8 quien conozco y
de quien me consta que fimé el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., 1a
compafila nombrada en el documento que antecade,
una sociedad debidaments organizada y existente
conforme a las layes de Bélglca, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélglca, legaimenie constituida
para un periodo de duracién que adn no ha
terminado, que ejerce su objeto soclal; conforme a
las leyes de

que el declarante esid

aulorizado por dicha Compafila para conferir este
poder, que el sello estampado por él al pie de tal
pcder, en nombre y en representacién de Ia
expresada Compailia, es el selio oficlal de ella; y que
el objeto para el cuel se conflere este instrumento
estd comprendido dentro del de la sociedad.
El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacién firmados en
con fecha y cerlifica que de
conformidad con la leglslacnbn de dicho Pals, 1a
anterior declaracion juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fa.

Notary Public (Notario Ptiblico).

b

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

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

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belglum, domiciled at the City of Rixensart,
Belgium, legally constituied for a period of tenure
not yet expired, which exercises its corporate
purposes according to the laws of

., that the deponent s
authorized by said Company 1o confer this power ol
attomey, that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this insttument is granted is
Included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation axecuted at

, under date of

and hereby certifies that under the laws of sald
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attosts,

LV ey,
ﬂ“ﬂ -on--u JEATO L ﬂlcsl‘l.ﬂ
} OE AOQDYS, WAGY CONATAR QUR LA
FIVIICIeIA COINGIDL COR #L DGy
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTOQ
PRESENTADO EN INGLES

PODER

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

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

Notarizacion, documento escrito en espariol.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretaiia e irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este documento publico
ha sido firmado James Kerr Milligan
actuando como Notaric Publico
4. lieva el sello/estampilla de dicho Notario Publico ﬁ‘ﬁ?@:ﬁﬂ%ﬁﬁm

FOTOCOMIA COMNCION G0N B¢ nmcmnﬁ
-l em.- "y u.'mm FY PR T !

CERTIFICADO :
5. enLondres 6. el01dé septueﬁb?ﬂ Bba -,
por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para#ASuntos ,1
Exteriores y del Commonwealth . R " - “:T;é
NUmero: G 749037
Sello/Estampilla: 10. Fima: (ilegible)

TRADUCTOR OMCIAL
REBOLUCION 2177

ANTTA R DE TAMAYO
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass
Exteriores y del Commonwealth Por =l Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencién

de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostila o certificado de
legalizacion uUnicamente confirma que Ig firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los
contenidos.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dla 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, Repuiblica de Coiombia.

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO ¢ §

‘q. bl T L R
- GOomg






Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | PCT/EP03/08568

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC7 AGIK 39/095 CI2NI1/21 A61P37/04 A61K 39/102

Segun la Clasificacion de Patentes Internacional (CPI) o segun la clasificacion nacional y la CP1

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacién)

IPCT: AGIK

Documentaci6n buscada fuera de documentacion minimna hasta donde dichos documnentos se incluyan en los campos buscados

-

Base de datos electronica consultada durante la busqueda internacional (nombre de la base de datos y, donde sea prictico, buscar términos usados)

EPO-INTERNQ, BIOSIS, EMBASE, PAJ, Date WPI

C. DPOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ° Citaci6n de documento, con indicacidn, donde sea apropiado, de los textos retevantes Relevante a la reivindicacidn No.
X JENNINGS M P ET AL:" Anilisis molecular de un sitio para la 11
biosintesis y expresion de la fase variable de la estructura lipopolisacarida
del terminal lacto-N-neotetraosa en meningitis Neisseria”
MOLECULAR MICROBIOLOGY. ENGLAND NOV 1995,
vol. 18, no. 4, noviembre 1995 (1995-11),
paginas 729-740, XP002270109
ISSN: 0950-382X
Y pagina 731, columna 1, paragrafo 2-columna 2 1-8,
12-14,
16-20,
35,48

columna 1, paragrafo 2

pagina 733, columna 1, paragrafo 2-pagina 734,

pagina 737, columna 1, viltimo paragrafe- columna 2

e

E En el recuadro C se enumeran mas documentos.

& En ¢l anexo se enumeran miembros de la familia de patentes.

° Categorias especiales de documentos citados-

‘A’ documento que define el estado general de 1a téenica el cual no se
considera de relevancia particular

'E' documento anterior pero publicado en o después de la fecha de
presentacion mternacional

'L' documnento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
priondad o que se cita para establecer Ia fecha de publicacion de otra
citacion u otra razén especial (segun se especifica)

‘0" documento que se refiere a una revelacion oral, uso, exhibicidn u
q
ofros medios

'P* documento publicado antes de la fecha de presentacion intemacional
pero después de la fecha de prioridad reivindicada

‘T’ documento posterior publicado después de la fecha de presentacion
nternacional o fecha de prioridad y que no esta en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principio o teoria que sustenta
la invencion

X" documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

'Y" documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el
documento se combina con uno o mas documentos, siendo dicha
combinacién obvia para una persona experta en la técnica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacion real de la bilsqueda internacional

7 de mayo de 2004

Fecha de envio por correo del reporte de bisqueda internacional

18/05/2004

Nombre y direcc16n del correo de ISA
European Patent Office P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040 Tx. 31 651 epo nl,
Fax (+31-70) 340-3016

Funcionario autorizado

Noé, V

Forma PCT ISA/ 210 (segunda hoja) {Encro 2004)

S(Otb@o {Ovtu “Jlﬂr C5m
Ces,

"



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP 03/08568

C. (Continuacién

DOCUMENTOQS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la retvindicacién No.

~

Y

WO 01/09350 A(DALEMANS WILFRIED L J
; SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG (BE); THIRY
GEORG) 8 de febrero 2001 (2001-02-08)
citado en la solicitud
resumen
pagina 2, linea 1- linea 22
pagina 17, linea 12-linea 25
pagina 20, linea 11-linea 22
pagina 23, linea 21-pagina 24, linea 9
pagina 31, linea 1- linea 22
pagwna 33, linea 1- linea 30
pagina 36, linea 5- linea 28
ejemplo 8
VERHEUL A F M ET AL: “PREPARACION, CARACTERIZACION, E
INMUNOGENICIDAD DEL INMUNOTIPO MENINGOCOCO L2 Y
L3, 7, 9 DEL GRUPO FOSFOETANOLAMINA — QUE CONTIENE
CONJUGADOS DE PROTEINA OLIGOSACARIDA”
INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY
FOR MICROBIOLOGY. WASHINGTON, US,
val.59, no.3, 1 de marzo de 1991 (1991-03-01),
paginas 843-851, XP002032436
ISSN: 0019-9567
Tesumen
pagina 844, columna 1, paragrafo 2-pagina 845,
columna 1, paragrafo 1
pagina 845, columna 1, paragrafo 3
pagina 847, columna 1, paragrafo 2-colurnma 1,
ultimo paragrafo
GAO LIHUI HU XUJING ET AL; “Estudio de la antigenicidad LOS de 2
cepas candidatas para vacuna meningococa del serogrupo B”
BIOSIS,.
XP002133714
resumen

WAKARCHUK W ET AL: ““Relaciones funcionales del

sitiogenético que codifica las encimas de la glicosiltransferasa
comprendidas en la expresidn de la estructura lipopolisacarida del
terminal lacto-N-neotetraosa en meningitis Neisseria”.

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN

SQCIETY OF BIOLOGICAL CMEMISTRY, BALTIMORE,

MD, US,

vol. 271, no. 32,

9 de agosto de 1996 (1996-08-09), paginas

19166-19173, XP0O2084666

ISSN: 0021-9258

resumen

1-8
16-20,
36,39,
40,42
43,45,
47,49

12,14

12

11

Forma PCT/ISA/210 (contt
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Solicitud Internacional No.

PCT/EP (03/08568

C. {Continuacion) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES !
Categoria ° Citacién de documento, con indicaci6n, doende sea apropiado, de los textos relevantes Relevante a 1a reivindicacién No
X WO 94/08021 A{(LEY PETER ANDREV D 21,
;NEDERLANDEN STAAT (NL); POOLMAN JAN 24-28
THEUNIS ( ) 14 de abril 1994 (1994-04-14) 33,34,
citado en la socilitud 37,38
Y resumen 40,46,
pagina 5, linea 13- pégina G, linea 16 50,51
pagina 6, linea 31- pigina 7, linea 8 35,36
pagina 9, linea 16- linea 35 39,43,
pagina 15, linea 13- linea 35 47-49
pagina 16, linea 11- linea 22
pagina 17
X QUAKYI EMMANUEL K ET AL: “La modulacion de las actividades 1-3, 11,
biol6gicas de endotoxinas meningococo por asociacién con proteinas de 12,16,19
membrana externa no estd unida inevitablemente a la toxicidad”
INFECTION AND IMMUNITY,
vol. 65, no. 5, 197, paginas 1972-1979,
XP001184760
ISSN: 0019-9567
resumen
pagina 1972, columna 2, dltimo paragrafo-pagina
1973, columna 2, paragrafo 1
pagina 1974, columna 2, Qltimo paragrafo-pagina
1978, columna 1, paragrafo 1
pagina 1978, columna 1, paragrafo 4
pagina 1978, columna 2, dltimo paragrafo
X GU X X ET AL: “Preparacion, caracterizacién ¢ inmunogenicidad 11% 11‘;’

del lipoligosacarido meningococo —~ derivade de los conjugados de la
proteina oligosacarido™

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

vol.61, no.5, de mayo de 1993 (1993-05), paginas
1873-1880, XP002102900

ISSN: 0019-9567

resumen

pagina 1873, columna 2, paragrafo 1

paragrafo 2

pagina 1876, columna 2, paragrafo 2-pagina

1878, columna 2, paragrafo 3

pagina 1878, columna 2, ultimo paragrafo-pigina

1879, columna 2, paragrafo 3

pagina 1878, colummma 2, dltimo paragrafo-pdgina

1879, colurmma 1, paragrafo 1

Forma PCTASA/210 (

ibn de 18 hoja segunda) {Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/08568
€. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categorfa ° Citacién de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes Relevante a la reivindicacion No.
Y ZAKIROV M M ET AL: *Actividad inmunoldgica de la meningitis 12,13,16
Neissera lipoligosacarida incorporada a liposomas™
ZHURNAL MIKROBIOLOGH EPIDEMIOLOGII I
IMMUNOBIOLOGII,
vol. 0, no. 1, 19935, paginas 49-53,
XP008027121
ISSN: 0372-9311 .
resumen
Y EP 0941 738 A (AMERICAN CYANAMID CO) 40,42,
15 de septiembre de 1999 (1999-09-15) 43,4548
citado en !a solicitud
A paragrafos 21-36
‘0013!, "00141, '0016!, "00291,°0030!,°0034!-
‘0038!; reivindicaciones 1,4-7, 13
PX US 6 531 131 B1 (GU XIN-XING ET AL) 12, 14,
11 de marzo de 2003 (2003-03-11) 16,17
resumen
columna 2, linea 33-columna 3, linea 1
columna 3, linea 18-linea 22
columna 5, linea 20-linea 43
e
Forma PCT/ISA/ZIG (cont 51 de 1a hoja segunds) {Encro 2004)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
' PCT/EP 03/08568 -

Caslla I Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del Item 1 de
la primera hoia)

‘Este reporte de biisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
"17(2)(a) por las siguientes razones:

1. [ ] Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunte que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

aunque las reivindicaciohes 18, 20, 22-25 estan dirigidas al método del tratamiento
del cuerpe humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los
efectos alegados de la composicion

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

ver SIGUIENTE INFORMACION hoja PCT/ISA/210

3. [ ] Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracion de Ia Regla 6.4(a),

Casilla II Observaciones donde falta unidad de invencién {Continuacién del Item 2 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontré invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asi:

ver informacion adicional

D Puesto que todos los derechos de busqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
¢l solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

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

3, E Puesto que sélo algunos de los derechos de biisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por ek
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre inicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

i-8, 11.31, 37-39 (parcialmente), 32-36, 40-52 (completamente}

4, D El solicitante no pagd oportunamente los derechos de bilsqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de buisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de blsqueda adicionales estuvieron acompafiados por la
protesta del solicitante.

E El pago de los derechos de busqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.

Forma PCT [SA 210 {continuacion de primera pagina (I)) (Julio 1998)



Solicitud InternacionalPCT/EP03/08568

Informacion continuada de PCT/ISA/210

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontré invenciones (grupo de) miltiples en esta solicitud internacional,

asi:
1. Reivindicaciones: 1-8,11-20 (parcialmente}

LgtB- cepa Neisserial con un inmunotipo L2 LOS o L3; preparacién de burbuja neisserial derivada
de ello; preparacion de burbuja neisserial que comprende una combinacion de burbujas derivadas
de la cepa Neisserial con un inmunotipo L2 LOS o un inmunotipo L3 donde al menos una cepa es
lgtB-; preparacién LOS aislada de lgrB- cepa neisserial que comprende el inmunotipo 1.2 y/o L3
LOS; composicién o vacuna inmunogénica que comprende dicha preparacién de burbuja neisserial

o preparacion LOS y proceso para fabricar dicha vacuna.
2. Reivindicaciones: 1-8,11-20 (parcialmente)

Cepa Neisserial con un inmunotipo L2 LOS o L3 LOS; preparacién de burbuja neisserial que
comprende una combinacion de burbujas derivada de una cepa Neisserial con un inmunotipo L2
LOS y una cepa Neisserial con un inmunotipo L3 LOS; preparacion LOS aislada de dicha cepa
neisserial que comprende un inmunotipo L2 y/o L3 LOS; composicion o vacuna inmunogénica que
comprende dicha preparacion de burbuja neisserial o preparacién LOS y proceso para fabricar dicha

vacuna.
3. Reivindicaciones: 9-20 (parcialmente}

Cepa Neisserial que tiene 2 o mis de las siguientes moléculas de membrana externa reguladas hacia
abajo, PorA, PorB, OpA, OpC, PilC o FrpB; preparacion de burbuja Neisserial derivada de dicha
cepa neisserial; preparacion LOS aislada de dicha cepa neisserial; composicién o vacuna
inmunogénica que comprende dicha preparacién de burbuja Neisserial o preparacion LOS y

proceso para fabricar dicha vacuna.
4. Reivindicaciones: 21-52
Preparacion de burbuja de una cepa bacteriana gramo negativa con una proteina de membrana

externa conjugada a LOS integrados en su membrana externa; composicién o vacuna inmunogénica

que comprende dicha preparacion de burbuja; proceso para fabricar dicha preparacién de burbuja.

\\



Solicitud internacional PCT/EPO3 /08568

Informacién continuada de PCT/ISA/210

Continuacion de la casilla 1.2

Las presentes reivindicaciones 21-31, 37-39 se relacionan con un nimero extremadamente grande de posibles
preparaciones de burbuja, a saber derivadas de cepas bacterianas pramo negativas. El soporte dentro del significado del
Articulo 6 PCT y/o revelacion dentro del significado del Articulo § PCT se encuentra, sin embargo, para vinicamente
una proporcién muy pequedia de preparaciones de burbuja reivindicadas. En ¢l presente caso, a las reivindicaciones les
falta soporte, y a la solicitud le falia revelacitn, 1al que una biisqueda significaliva sobre todo el alcance reivindicado es
imposible. Por consiguiente, se ha llevado a cabo la iisqueda para aquellas partes de las reivindicaciones que parecen
estar sustentadns y reveladas, a saber aquellas paries relacionadas con las preparaciones de burbuja de Moruxella
catarrhalis, una cepa no tipeable haemophilus influenzae y de las cepas Neisseriales (ver la descripeidn en 1a pégina 13,
linea 6-11 y ejemplos).

Sc atrae la stencidn del solicitante al hecho de que no es necessrio quc las reivindicaciones o partes dc las
reivindicaciones, rclacionadas con invenciones respecto de las cuales no se ha establecido ningiin reporte de basqueda
internacional sean el sujcto de un examen preliminar internacional (Regla 66.1(e) PCT). Se le notifica al solicitante que
ln politica de la EPO al actuar como una Autoridad de Examen Preliminar Internacional normalmente es no llevar 8
cabo un examen preliminar en asuntos que no se han buscado. Este es el caso prescindiendo de si las reivindicaciones
han sido enmendadas siguiendo el recibo del reporte o duranie algin proceso de Capitulo 11

1S
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Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP03/08568
Documento de patente . a1
citadoen el repl::rte de Fecha de publicacién Miembro(s) de la familia de Fec!u d_e
biisqueda patentes publicacién
q
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 A1 08-02-2001
CN 1377415 T 30-10-2002
cz 20020403 A3 15-05-2002
WO 0109350 A2 08-02-2001
EP 1208214 A2 29-05-2002
HU 0203056 A2 28-12-2002
)1 2003506049 T 18-02-2003
NO 20020506 A 02-04-2002
PL 353891 At 15-12-2003
TR 200200275 T2 21-05-2002
TR 200202448 T2 21-01-2003
WO 9408021 A 14-04-1994 NL 9201716 A 02-05-19%4
AU 684720 B2 08-01-1998
AU 4835193 A 26-04-1994
CA 2146145 A1l 14-04-19%4
EP 0680512 Al 08-11-1995
Fl 951535 A 01-06-1995
JP 8501940 T 05-03-1996
WO 9408021 A1l 14-04-1954
NO 951181 A 01-06-1995
us 5705161 A 06-01-1998
EP 0941738 A 15-09-1999 AU 766184 B2 09-10-2003
AU 1954099 A 23-09-1999
BR 9902008 A 09-05-2000
CA 2264970 Al 10-09-1999
EP 0941738 Al 1509-1999
E_._E 11322793 A 24-11-1999
US 6531131 _ B1 11-03-2003 -

“Famm PCT 1SA 210 (aneao milia de patcntes) (Enero 2004)



Inbertu Applicstion No
PCT/EP 03/08568

INTERNATI NAL SEARCH REPORT

A. CLASSIMCA
TPe T AGIK297005 CIZN1/21  -A61P37/04  AG1K39/102

| Acserding %o Intemational Patant Clasaincation (I°C) of to bath asiional cisssification and IPC
B. RELDS BRARCHED

Miiriym oCUMastalion sesrched (Chesslication system folowed by clamstficaion wymbois)
IPC 7 A6XK

Docunantaiion pesrchad other ihan minkmisn docsnanialion 1o the exiant thal such documants ame inchuded in e fiskde ssarched

Elctronic daia base consulled during the Inlermalional search (nama of data base and, wham practicsl, sarch lerme used)
EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, PAJ, WPI Data

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegary * | Clinlion of docxsmant, with indication, whare appropeiate, of the relavant passages Retevant to clalm No.

X JENNINGS M P ET AL: "Molecular analysis 11
of a 1ocus for the biosynthesis and
phase-variable expression of the
lacto-N-neotetraose terminal
11popolysaccharide structure in Neisseria
mentngitidis.”

MOLECULAR MICROBIOLOGY. ENGLAND NOV 1995,
vol. 18, no. 4, November 1995 (1995-11),
pages 729-740, XP002270109

ISSN: 0950-~382X

Y page 731, column 1, paragraph 2 —column 2 1-8

column 1, paragraph 2
2

page 733, column 1, paragraph 2 -~page 734,

page 737, column 1, last paragraph —column

12-14,
16-20.
35,48

.

m Further docemants orp st in the contimstion of box C.

E Paloni tamby membars are Balad n annex.

O docuamet relaring o an ol discioswse, U, axhibiion or
oliver MBEns
7 documeni published prior 1o [he Intamational fimg date bt

] e : ™ “Mﬂllﬂlﬂhﬂﬂllll ﬁ

"w t the Is x

A et 1 b ol P vy 1 which I8 ot citad 1o undenstanc the principis ar thealy undariying the

E soflerdocunen! bul publishad on or aler ke inlernalional X" docameni of particiiar relevancs; Ue claimed. investion
fling dals cannol bo considarad novel or cannol be coneidessd 1o

1 mu-.l#hlmlhmgﬂlu ud;lm(lhr Imrolve an invenlive siap when the documant i tekon alons
m-“' or oMer specisl reasch (a8 Apaciisd) anothay 'Y* documsnt of puiicitiy relevencs; the cialmed invention

canhot be considred fo invoive an invosive alap whon the
documant ls combinad with ons or mom alher such doce-
mants, such comblaafion baing obvious o a peraon skiled

intar than the priclly cats *s" dooumor member of tha same paieni family
Daia ol the soitsl compistion of the inlernafional seerch Duaio of maling of the inlemational asarch rpon
7 May 2004 1805 2004
Nams and ralling addreay of the I5A Authorisad officer
Enrapean Patent Offica, P.8. 5818 Paleniian 2
Ta EoTTE) S0, Tx. 31 881 apo
Fax (+31-70) 340-3016 No&, V

Faum PCTARAIO {ewvuomd sial) | Larusry 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

inters  Applicalion No
PCT/EP 03/08568

C.{Contirmmtion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calagory *

Cliation ol tocument, with (ndicalion, whav Spproprisis, of tha felsvasl pessages

Ralevant © claim No.

Y

WO 01/09350 A (DALEMANS WILFRIED L J
:SMITHKLINE BEECHAM BIOLO& (BE); THIRY
GEORG) 8 February 2001 (2001-02-08)
cited in the application

abstract
page 2, 1ine 1 - 1ine 22
page 17, Tine 12 - 11ne 25
page 20, 1ine 11 - 1ine 22
page 23, 1ine 21 -page 24, 11ne 9
page 31, line 1 ~ 1ine 22
page 33, 1ine 1 -~ 1ine 30
page 36, 1ine 5 - 1ine 28

example 8
VERHEUL A F M ET AL: "PREPARATION,
CHARACTERIZATION, AND IMMUNOGENICITY OF
MENINGOCOCCAL IMMUNOTYPE L2 AND L3,7.,9
PHOSPHOETHANOLAMINE GROUP-CONTAINING
OLIGOSACCHARIDE-PROTEIN CONJUGATES"
INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY
FOR MICROBIOLOGY. WASHINGTON, US,
vol. 59, no. 3, 1 March 1991 (1991-03-01),
pages 843-851, XP0D2032436
ISSN: 0019-9567
abstract
page 844, column 1, paragraph 2 -~page 845,
column 1, paragraph 1
page 845, column 1, paragraph 3
page 847, column 1, paragraph 2 —ceclumn 1,
last paragraph
GAO0 LIHUI HU XUJING ET AL: “"Study on the
L0S antigenicity of 2 candidate strains
for menfngococcal vaccine of serogroup B™
BIOSIS,

XP0O02133714
abstract

WAKARCHUK W ET AL: “Functional
relationships of the genetic locus
encoding the glycosyltransferase enzymes
involved in expression of the
lacto—N-neotetraose terminal
11popolysaccharide structure in Neisseria
meningitidis"

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE,
MD, US,

vol. 271, no. 32,

9 August 1996 (1996-08-09), pages
19166-19173, XP002084566

ISSN: 0021-9258

abstract

1-8,
16-20,
36,39,
40,42,
43,45,
47,49

12,14

12

11

Foam PCTASA/210 (eontirmmsion of secord shesl) Clmisey 2004)
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Irebawrx Applcation Ne
PCT/EP 03/08568

C.{Cantinustion) DOCLAENTS CONSIDERED TO BE'REL EVANT

Cadegory *

Cnlirm of documant, with incication, whore appropriats, of e mivwant pasenges

Pmiovant fo clalm No,

WO 94/08021 A (LEY PETER ANDRE V D

; NEDERLANDEN STAAT (NL); POOLMAN JAN
THEUNIS () 14 April 1994 (1994-04-14)
cited in the application

abstract

page 5, 11ne 13 -page 6, 1ine 16

page 6, 1ine 31 -page 7, line B

page 9, 1ine 16 - 1ine 35

page 15, 1ine 13 - 1ine 35

page 16, 1ine 11 - 1ine 22

page 17

QUAKYI EMMANUEL K ET AL: "Modulation of .
the biological activities of meningococcal
endotoxins by association with outer
membrane proteins 1s not inevitably 1inked
to toxicity"

INFECTION AND IMMUNITY,

vol. 65, no. 5, 1997, pages 1972-1979,
XP001184760

ISSN: 0019-9567

abstract

page 1972, column 2, last' paragraph -page
1973, columm 2, paragraph 1

page 1974, column 2, last paragraph -page
1978, column 1, paragraph 1

page 1978, column 1, paragraph 4

page 1978, column 2, last paragraph

GU X X ET AL: "Preparation,
characterization, and immunogenicity of
wmeningococcal 11pooligosaccharide-derived
oligosaccharide—protein conjugates”
INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY
FOR MICROBIOLOGY. WASHINGTON, US,

vol. 61, no. 5, May 1993 (1993-05), pages
1873-1880, XP002102900

ISSN: 0019-9567

abstract

page 1873, column 2, paragraph 1 -
paragraph 2

page 1876, column 2, paragraph 2 -page
1878, column 2, paragraph 3

page 1878, column 2, last paragraph -page
1879, column 1, paragraph 1

—/—

21,
24-28,
33,34,
37,38,
40,46,
50,51
35,36,
39,43,
47-49

1-3,11,
12,16,19

12,14,
16,17

Fosm PGTABAR10 jcanUnusiion of asswnd shast] [lenuiry J04)
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intans  Appiication No
PCT/EP 03/08568

C{Cantimmtion) DOCUMENTS CONBIDERED 10 BE RELEVANT

Calagury *

Caation of documant, with indication, whens sppmgrisia, of the evvant pestages

Pelevani 1o ciaim No.

Y

P,X

ZAKIRGY M M ET AL: “Immunological
activity of Nelsseria meningitidis
11pooligosaccharide 1ncorporated into
1iposomes™

ZHURNAL MIKROBIOLOGII EPIDEMIOLOGII I
IMMUNOBIOLOSGII,

vol. 0, no. 1, 1995, pages 49-53,
XP008027121

ISSN: 0372-9311

abstract

EP 0 941 738 A (AMERICAN CYANAMID CO)
15 September 1999 (1999-09-15)

cited In the application

paragraphs

*0013!, 00141, ‘0016!, 00291, "0030!, "0034!-
‘0038!; claims 1,4-7,13

US 6 531 131 Bl (Gl XIN-XING ET AL)
11 March 2003 (2003-03-11)

abstract

colum 2, 1ine 33 —columm 3, 1ine 1
column 3, line 18 - 1ine 22

column 5, 1ine 20 - 1ine 43

12,13,16

40,42,
43,45,48

21-36

12,14,
16,17

Famn FETARAZ10 fmonfimuiion o sasored shasl) emuary 2004}
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Ir . . ionslmppiicaion No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT l_r PCT/EP 03/08568

Box ] Obsorvations where cortain claims were found unsearchabis (Continuation of em 1 of firat shest)

This Inteméational Sasrch Report has not been estabiished In respoct of cartain claims under Articie 17{2){a) far the following reasone:

1. D Clalms Noa.:
bacauss thety /iate 10 subject matisr not required 1o be searched by this Authority, namely:

2 III mﬂw reiate %o N of the intamational Application that do no2 with tha prescribed requiremants to such
mmmmmmilmlmm:mhwﬂn,lmy: e

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3 D Claime Nos.:
bacause they are dependent claims and are not drafted In accordance with the second and thind sentences of Rule 8.4(a).

Box 1 Observations where unity of inveniion Is lacking (Continugtion of Mem 2 of firet sheat)

This Intamational Ssamching Authortty found mullipis invenions in thia intematicnal appiication, s folows:

see additional sheet

1. As all required additional search fees wars imely pald by the applicant, ihls intlemationat Search Report covers all
eexrchable claims.

2. D As all ssarchabie cielme could be marched without effort jusifying an additional fee, this Authartty did not invie payment
of any ackitional fes.

a m As only some of the required ackiitional ssarch fesas were timely paid by the sppiicant, this Inlemational Search Rapart
0OVars only hoso claima for which foas wane pald, spacifically claima Noa,:

1-8,11-31,37-39 (partially), 32-36, 40-52 (completely)

4, No red ackilifional asarch less wera Wimaly paid by the appiicant. Cansaquently, this Inlemational Search Report [
Dmﬂﬁhhlmmhnﬁmmmmgnzlhmwurnim: y

Aemark on Protest Dmmmhhlmmmnnhdbyhlmmm

m No protast accompanind the payment of ackiiional search foes.

Farm PCTAGA/Z10 {Continualion of tirat shaet (1)) {July 1888)
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intermational Appiication No. PCT/ EP 03 /08568

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions 1n this international application, as follows:

1. Claims: 1-8,11-20 (partially)

LgtB- Neisserial strain with an L2 LOS or L3 LOS immunotype;
neisserial bleb preparation derived therefrom; neisserial
bleb preparation comprising a combination of blebs derived
from Neisserial strains with an L2 LOS immunotype or an L3
immunotype wherein at least one strain 1s l1gtB-; LOS
preparation isolated from 1gtB~ neisserial strain comprising
immunotype L2 and/or L3 LOS; immunogenic composition or
vaccine comprising said neisserial bleb preparation or LOS
preparation and process of manufacturing said vaccine.

2. Clajms: 1-8,11-20 (partially)

Neisserial strain with an L2 LOS or L3 LOS immunotype:
neisserial bleb preparation comprising a combination of
blebs derived from a Neisserial strain with an L2 LOS
immunotype and a neisserial strain with a L3 LOS immunotype;
LOS preparation isolated from sald neisserial strain
comprising immunotype L2 and/or L3 LOS; immunogenic
composition or vaccine comprising said neisserial bleb
preparatfon or LOS preparation and process of manufacturing
sald vaccine.

3. Claims: 9-20 (partially)

Neisserial strain having 2 or more of the following outer
membrane molecules downregulated, PorA, PorB, OpA, OpC, P11C
or FrpB; Neisserial bleb preparation derived from said
neisserial strain; LOS preparation isolated from said
neisserial strain; imsunogenic composition or vaccine
comprising said neisserial bleb preparation or LOS
preparation and a process of manufacturing sald vaccine.

4. Claims: 21-52

Bleb preparation from a gramnegative bacterjal strain with
an outer-membrane protein conjugated to LOS Integrated 1in
its outer membrane; immunogenic composition or vaccine
comprising said bleb preparation; process of producing said
bleb preparation.
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Intsmalionat Appliostion No. PCT/ EP 03 /DB568

R/RTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASN/ 210

Continuation of Box 1.2

Present claims 21-31,37-39 relate to an extremely large number of
possible bleb preparations, namely derived from &ram negative bacterial
strains. Support within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure
within the meaning of Article 5 PCT 1s to be found, however, for only a
very small proportion of the bleb preparations claimed. In the present
case, the claims so lack support, and the application so lacks
disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed scope
15 impossible. Consequently, the search has been carried out for those
parts of the claims which appear to be supported and d1sclosed, namely
those parts relating to the bleb preparations from Moraxella catarrhalis,
a non-typeable haemophilus influenzae strain and from Neisserial strains
(see description page 13, 1ine 6-11 and examples).

The applicant’'s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
clains, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
is advised that the EPDO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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COMPOSICIONES DE VACUNAS QUE C MPRENDEN
LIPOOLIGOSACARIDOS DEL INMUNOTIP L2 Y/O L3 A PARTIR DE
LGTB-NEISSERIA MINIGITIDIS

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCI N

La presente invencion se refiera al campe de composiciones de vacunas de
Neisseria, su fabricacion, y el uso de dichas composiciones en medicina. Mas
particularmente se refiere a procedimientos de fabricacion de nuevas cepas
meningocoécicas modificadas genéticamente que son mas adecuadas para la
produccién de vacunas de vesiculas (0 ampolla) de membrana externa, de
Neisseria, en particular meningocdcica. Los procedimientos ventajosos y
productos de vacunas también se describen a base del uso de vacunas nuevas
de subunidades de LOS o de vesiculas (o ampollas) de membrana externa
meningocdcicas que se han obtenide mas seguras y/o mas eficaces para uso en
sujetos humanos. En particular se describen las combinaciones de regulaciones
hacia niveles menores de genes tales como PorA y OpA, PorA y OpC, OpA y
OpC, y Por Ay OpA y OpC. Alternativamente o ademas, se muestra que IgiB- es
una mutaciéon optima para usar eficazmente y con seguridad LQS L3 y/o L2 en
composiciones de vacunas de Neisseria. También se describen adicionaimente
las vacunas de ampollas derivadas de IgtB- y mutantes meningococicos
deficientes en polisacdridos capsulares; ya que son procedimientos ventajosos
para fabricar preparaciones de ampolias donde LOS se va a conservar como un

antigeno importante.
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COMPOSICIONES DE VACUNAS QUE COMPRENDEN
LIPOOLIGOSACARIDOS DEL INMUNOTIPO L2 Y/ L3 A PARTIR DE
LGTB-NEISSERIA MINIGITIDIS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de las composiciones de
vacunas de Neisseria, su fabricacion y la utilizacién de dichas compaosiciones en
medicina. Mas particularmente se refiere a procedimientos para fabricar cepas
meningococicas nuevas modificadas genéticamente que son mas adecuadas para
la produccion de vacunas de Neisseria, en particular meningococicas, de
vesiculas de la membrana extema (0 ampolla) También se describen los
procedimientos ventajosos y productos de vacunas a base del uso de nuevas
vacunas de subunidades de LOS o de vesiculas de la membrana externa (o
ampolla) que se han mostrado mas seguras y mas eficaces para uso en sujetos

humanos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Neisseria meningetidis (meningococo) es una bacteria Gram negativa
aislada frecuentemente del tracto respiratorio superior humano. Es una causa de
enfermedades bactarianas invasivas graves tales como bacteremia y meningitis.
La incidencia de enfermedad meningocdcica muestra diferencias geograficas,
estacionales y anuales (Schwartz, B., Moore, P. 8., Broome, C. V.; Clin. Microbiol,
Rev. 2 (suplemento), $18 — S24, 1989). La bacteria se clasifica comunmente
segun el serogrupo de su polisacarido capsular.

La mayoria de enfermedades en los paises templados se debe a cepas de
serogrupc B y varia en incidencia entre 1 — 10/100.000/afio de total de poblacion
alcanzando algunas veces valores mas altos (Kaczmarski, E. B. (1977), Comun.
Dis. Rep. Rev 7. R55 - 9, 1995 Scholten. R. J. P. M., Bijimer, H. A., Poolman, J.
T. y col. Clin. infect. Dis. 16; 237 — 246, 1993; Cruz, C., Pavez, G., Aguilar, E., y

28



col. Epidemiol. Infect. 105; 119 - 126, 1950).

Las enfermedades epidéemicas dominadas por meningococos del serogrupo
A, la mayoria en Africa central, algunas veces alcanzan niveles de incidencia
hasta de 1000/100.000/afo (Schwartz, B., Moore, P. S., Broome, C. V.; Clin.
Microbiol. Rev. 2 (suplemento), S18 — S24, 1989). Casi todos los casos como un
conjunto de enfermedad meningocdcica estan ocasionados por meningococos de
serogrupos A, B, C, W - 135 e Y y se dispone de una vacuna tetravalente de
polisacaridos capsulares A, C, W— 135 e Y {Armand, J., Amminjon, F., Mynard, M.
C., Lafaix, C., J. Biol. Stand. 10: 335 - 339, 1982).

La frecuencia de infecciones de Neisseria meningitidis han crecido en las
pasadas pocas décadas en muchos paises de Europa. Esto se ha atribuido a un
incremento de transmision debido a un incremento de actividades sociales (por
ejemplo, piscinas, teatros, etc.). Ya no es infrecuente aislar cepas de Neissara
meningitidis que son menos sensibles o resistenies a alguno de los antibiGticos
convencionales. Este fenomeno ha creado una necesidad médica no cubierta y
demanda nuevas agentes antimicrobianos, vacunas, procedimientos de seleccion
de farmacos y ensayos de diagndsticos para este organismo.

Loas vacunas disponibles de polisacdridos se estédn actualmente
mejorando por medio de su conjugacién quimicamente a proteinas portadoras
(Lieberman, J. M, Chiu, 8. S., Wong, V. K, y col. JAMA 275: 1499 — 1503, 1996).

Sin embargo, no se dispone de una vacuna de serogrupo B. El polisacarido
capsular de serogrupc B se ha encontrado que es no inmunogénico muy
probablemente porque comparte similar estructura con componentes de
hospedador (Wyle, F. A, Artenstein, M. S., Brandt, M. L. y col. J. Iinfect. Dis. 126:
514 — 522, 1972; Finne, J. M., Leinonen, M., Méakel&, P. M. Lancet ii.: 355 — 357.
1983). Por lo tanto se ha fijado el esfuerzo para tratar de desarrollar vacunas de
serogrupo B de vesiculas de la membrana externa (o ampollas) o componentes

proteicos purificados de los mismos.



Los antigenos meningocdcicos altemnativos para el desarrollo de vacunas
son lipooligosacdridos meningocicicos (abreviadamente LOS). Estos son
glicolipidos unidos a la membrana extema que se diferencian de los
lipopolisacaridos (abreviadamente LPS} de las Enterobacteriaceas por la carencia
de las cadenas secundarias O y de este modo se parecen a la forma basta de
LPS (Griffis y col., Rev Infect Dis 1988; 10: §287 — 295). La heterogeneidad en el
resto de oligosacdridos de los LOS genera diversidad estructural y antigénica
entre diferentes cepas meningocécicas (Griffiss y col. Inf. Immun. 1987; 55: 1792
— 1800). Esto se ha utilizado para subdividir las cepas en 12 inmunotipos. Los
inmunotipos L3, L7, L9 tienen una estructura de carbohidratos idéntica y se han
designado por lo tanto L3, 7, 9 (o para los propositos de esta memoria descriptiva,
genéricamente como "L3"). Los LOS meningocdcicos L3, 7, 9 (L3), L2 y LS se
pueden modificar mediante sialilacidon o mediante la adicién de acido citidina 5'-
monofosfato-N-acetiineuraminico. Los anticuerpos de LOS se ha mostrado que
protegen en ratas experimentales contra la infeccion y contribuyen a la actividad
bactericida en nifios infectados con N. meningitidis (Griffiss y col. J. Infect Dis
1984; 150: 71 - 79).

Sin embargo, un problema asociado con el uso de LOS en una vacuna
meningocadcica, es su toxicidad (debida a su resto de lIpido A).

Los LOS estidn también presentes en la superficie de ampollas
meningococicas. Durante muchos anos los esfuerzos se han fijado en desarrollar
vacunas a base de vesiculas de la membrana externa meningocdcica (o ampolia)
(de Moraes, J. C., Perkins, B.,, Camargo, M. C. y col Lancet 340: 1074 - 1078,
1992; Bjune, G., Hoiby, E. A. Gronnesby, J. K. y col 338: 1093 — 1096, 1991).
Dichas vacunas tienen la ventaja de incluir diversas proteinas de la membrana
externa en una conformacion plegada adecuadamente que puede provocar una
respuesta inmunoldgica protectora cuando se administra a un hospedador.

Ademas, las cepas de Neissena (incluyendo N. meningitidis serogrupo B — menB)
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excraetan ampolias de membranas extarna en cantidades suficientes para permitir
su produccion a escala industrial. Sin embargo, mas a menudo las ampollas se
preparan mediante procedimientos que comprenden una extraccion con
detergente (por ejemplo, desoxicolato) de las células bacterianas {por ejemplo, EP
11243) que tiene e} efecto de extraer un lote de los LOS a partir de la vacuna.
Esto se desea debido a la toxicidad de LOS (también llamada endotoxina) como
se ha descrito anteriormente.

Un problema adicional con el uso de LOS como antigeno de vacuna es
que los 12 inmunotipos de LPS existen con un intervalo diverso de estructuras de
carbohidratos (M. P. Jennings y col., Microbiology 1999, 145, 3013 -~ 3021). Los
anticuerpos que surgen contra un inmunotipo fracasan para reconocer un
inmunotipo diferente. Aunque se ha fijado el esfuerzo para producir una region
“central® genérica de las porciones de oligosacarido de los inmunotipos de LOS
(por sjemplo el documento WO 94/08021), la actividad bactericida de los
anticuerpos generados contra los LOS maodificados se pierde. De este modo una
vacuna puede necesitar tener muchos componentes da LOS de inmunotipos
diferentes para ser eficaz,

Existe un problema adicional con el uso de LOS (también conocidos como
LPS o lipopolisacarido) como antigenos en vacunas humanas, particularmente las
que llevan estructuras de sacéridos que son similares a las estructuras de
sacaridos de tipo humano (por ejemplo, en glébulos rojos humanos), de este
modo planteando una cuestion segura con su uso. Todavia cambiando la
estructura de LOS es problematico debido a la sensibilidad estructural de la
eficacia bactericida del antigeno de LOS.

La presente invencion presenta procedimientos para la mejora de uno o
mas de los problemas anteriores y presenta procedimientos para fabricar nuevas
vacunas a base de LOS meningococicos como un antigeno protector, en

particular cuando estd presente an una vesicula de membrana extema.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La materia sujeto e informacion descrita en las publicaciones y patentes o
solicitudes de patentes mencionadas en esta memoria descriptiva se incorporan
como referencia en aesta memoria decriptiva,

La referencia a “lipooligosacarido” (o “LOS") también se puede
denominarse "lipopolisacarido” o “LPS".

Los términos "comprendiendo®, “comprenden’ y “comprende® en esta
memoria descriptiva tiene la intencion de los inventores de ser opcionalmente
sustituibles con los términos “consistiendo en” “consisten en” y “consiste en”
respectivamente en cada caso.

Los presentes inventores han encontrado que el acortamiento de las
estructuras de oligosacéridos LOS conduce a la pérdida de epitopos que pueden
provocar una respuesta inmune bactericida. En cambio, los inventores han
encontrado que con el fin de utilizar LOS mas eficazmente en una formulacion de
vacunas, la estructura de oligosacaridos LOS se debe coservar tanto como sea
posible, pero una combinacion, de justo 2 antigenos de LOS puede producir una
vacuna (preferiblemente meningocdcica) de Neissena universalmente eficaz. Un
primer aspecto de Iz invencién es una composicion inmunogénica para la
pravencién o tratamiento de enfarmedad de WNeisseria (preferiblemente
meningocécica © meningocdcica B) que comprende LOS ({preferiblemente
meningocdcicos) de Neisseria de inmunotipo L2 y LOS de inmunoctipo L3. Los
LOS se puede aislar bien mediante procedimientos de purificacion o pueden estar
presente en al menos 2 preparaciones de vesicula de membrana externa (o
ampolla) derivadas de cepas de Neisseria L2 y L3. Con el fin de eliminar la ligera
toxicidad retenida en LOS de la preparacion de ampollas, pero conservar altos
niveles de antigeno de LOS integrado en la ampolia, se prefiere que se extraigan

las ampollas usando una baja concentracion de detergente 0 — 0,3%,
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preferiblemente 0,05 - 0,2%, mas preferiblemente airedador de 0,1%,
preferiblemente desoxicolato (o abreviadamente DOC). Dicha combinacién de
antigenos de LOS es sorprendentemente ventajosa siendo eficaz contra el 90%
de cepas de N. meningitidis.

Los autores de la invencion también han encontrado que las composiciones
inmuncgeénicas de ampollas anteriores de la invencién, y sin duda cualquier
compaosicion inmunogénica de ampollas derivada de Neisseria (preferentemente
gonocécica o meningococica) puede tener un efecto potenciado de antigenos
protectores (incluyendo LOS) en su superficie si ciertas combinaciones de
proteinas de membrana extema inmunodominantes se regulan hacia mnores
niveles de expresion (y preferiblemente suprimidas). Por consiguiente un segundo
aspecto de la invencion es una preparacién de ampollas de Neisseria derivada de
una cepa de Neisseria que ha tenido 2 o mas de las siguientes proteinas de
membrana externa reguladas hacia menores niveles de expresion y
preferiblemente suprimidas, comparada con |la cepa nativa no modificada: PorA,
PorB, OpA, OpC o PilC. Preferiblemente PorA y OpA, PorA 'y OpC, OpAy OpC, ©
PorA y OpA y OpC se regulan hacia menores niveles o se suprimen. La
regulacion hacia menores niveles (preferiblemente supresién) de expresion de
FroB se ha mostrado también que es beneficiosa potenciando el efecto de
antigenos de proteccidn cruzada particularmente en preparaciones de ampoilas
preparadas a partir de cepas de Neisseria desarrolladas en condiciones limitantes
de hierro, Una ampolla de Neissena derivada de una cepa con esta mutacion es
de este modo una realizacion adicional de la invencion, como son ampolias
derivadas de una combinacion de la regulacion hacia niveles mencres de FrpB
con una o mas de las regulaciones hacia niveles menores mencionadas
anteriormente. Dichas mutaciones son beneficiosas en cualquier cepa de
Neisseria (preferiblemente meningocécica) de la que las composiciones

inmunogénicas de ampollas van a derivar, sin embargo se prefiere que se usen
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las cepas de Neissena (preferiblemente meningocdcica) de inmunatipo L2 o L3.
Preferiblemente las composiciones inmunogénicas de ampollas de la invencion
contienen tanto ampollas L2 como L3 donde al menos una (y preferiblemente
ambas) son deficientes en las combinaciones anteriores de las proteinas de
membrana extema inmunodominante (u OMP). Las técnicas para la regulacién
hacia niveles menores de estos genes se describen en el documento WO
01/09350 (incorparado en esta memaria descriptiva como referencia). Se conocen
cuatro diferentes genes Opa que existen en el genoma meningocécico (Aho y col.,
1991 Mol. Microbiol. 5: 1429 — 37), por lo tanto cuando se dice que Opa se regula
hacia niveles menores de expresion quiere decir que preferiblemente 1, 2, 3 o
(preferiblemente) los 4 genes presentes en meningococos se regulan también
hacia niveles menores. Dicha regulacion hacia niveles menores se puede realizar
genéticamente como se describe en el documento WO 01/09350 o buscando y
facilmente encontradas, cepas naturales meningocécicas estables que tienen nula
o baja expresion de los loci Opa. Dichas cepas se pueden encontrar utilizando la
técnica descrita en Poolman y col., {1985 J. Med. Micro. 19; 203 - 209) donde las
células que son Opa tienen un fenotipo diferente a la células que expresan QOpa
que sa pueden ver mirando la aparicion de las células en placas o en un
microscopio. Una vez encontrada, la cepa se puede mostrar que es establemente
Opa mediante la realizacidn de una transferencia Western en contenidos celulares

después de que se realiza una fermentacion para establecer la carencia de Opa.

Seguridad de las composiciones inmunogénicas de LPS anteriores

Se ha cuestionado la seguridad de los anticuerpos surgidos de LPS L3012
debido a la presencia de una estructura similar al grupo de oligosasaridos de
lacto-N-neotetraosa (GalB1-4GIcNAcB1-3Galp1-4GicB1-; figura 1) presentes en
glicofingolipidos humanos. Incluso si un gran nimero de personas se ha

vacunado saguramente con vacunas de vesiculas extraidas con desoxicolato que
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contienen una cantidad residual de LPS L3 (G. Bjune y col., Lancet (1991}, 338,
1093 — 1086; GVG. Sierra y col., NIPH ann (1991), 14, 195 — 210), la supresion de
la parte terminal de sacaridicos LOS es ventajosa en la prevencion de cualquier
reaccion cruzada con esfructuras presentes en la superficie de tejidos humanos.
En una realizacion preferida, la inaclivacion del gen /gt8 da como resultado una
estruclura intermedia de LPS en la que el residuo de galactosa terminal y el acido
sidlico estdn ausentes (véase la figura 1 y 2, la mutaciéon deja una estructura
4GIcNAcpB1-3GalB1-4Glcp1- en LOS L2 y L3). Dichos intarmedios se podrian
obtener en una cepa de LPS L3 y L2. Una versién altemaliva y menos preferida
(corta) del LPS se puede obtener desactivando el gen /gtE. Una version
alternativa adicional y menos preferida de los LPS se puede cbtener desactivando
el gen /glA. Si se selecciona dicha mutacion de IgtA” se prefiere también
desactivar la expresion de IgtC para evitar el inmunotipo L1 no inmunogénico que
se forma.

Los mutantes IgTB" se prefieren mas ya que las inventores han encontrado
que es el truncamiento dptimo para resolver la cuestion de seguridad mientras
todavia mantienen un epitopo de oligosacarido protector de LPS que todavia
puede inducir una respuesta de anticuerpo bactericida.

Por lo tanto, las preparaciones anteriores L2 o L3 (si estan purificadas o en
una ampolla aislada de las preparaciones de la invencidbn o de ampollas
meningococicas se derivan en general ventajosamente de una cepa de Neisserna
(preferiblemente meningocdcica) que se ha modificado genéticamente para
regular hacia niveles mencres permanentemente la expresion del producto génico
funcional de igtB, IgtA o el gen IgtE, preferiblemente inactivando el gen , mas
preferiblemente suprimiendo todo o parte del promotor y/o |a fase de lectura
abierta del gen.

Preferiblemente las cepas de Neisseria de |a invencion son deficientes en

la sintesis del polisacdrido capsular.
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Cuando las preparaciones de ampollas de la invencion se derivan de una
cepa de meningococo B, se prefiere adicionaimente que también se elimine el
polisacarido capsular {que también contiene las estructuras de sacéridos similares
a las humanas). Aunque muchos genes se podrian inactivar para llevar a cabo
esto, los inventores han mostrado ventajosamente que se prefiere que la cepa de
produccion de ampollas se modifique genéticamente para regular hacia niveles
menores permanentemente la expresién del producto génico funcional del gen
siaD [es decir, regulande hacia niveles menores la actividad de de u-2-8
polisialiltransferasa), preferiblemente inactivando el gen, mas preferiblemente,
suprimiendo todo o parte del promotor y/o la fase de lectura abierta del gen. Dicha
inactivacién se describe en el documento WO 01/09350. La mutacion siaD
(también conocida como synD) es la mas ventajosa de muchas mutaciones que
pueden dar como resultado la eliminacién del epitopo similar al humano del
polisacarido capsular, porque es una de las Unicas mutaciones que no tienen
efecto en la biosintesis de los epitopos protectores de LOS, de esta manera
siendo ventajosa en un procedimiento que pretende usar finaimente LOS como
antigeno protector y tiens un efecto minimo en el desarrollo de la bacteria. Un
aspecta preferido de la invencidn es por lo tanto una preparacién inmunogénica
de ampollas como se ha descrito anteriormente que se deriva de una cepa
mutante de meningococo B una IgiE™ siaD’, una IgtA™ siaD" o preferiblemente una
igtB” siaD". La cepa en si misma es un aspecto adicional de la invencion.

Aunque la mutaciéon siaD” es preferible por las razones anteriores, se
pueden utilizar otras mutaciones que inactivan la sintesis de polisacarido capsular
de meningococo B. De este modo la cepa de produccion de ampollas se puede
medificar genéticamente para regular permanentemente hacia niveles menores la
expresion del producto génico funcional de uno o mas de los genes siguientes:
genes ctrA, cirB, ctrC, cirD, synA (equivalente a synX y siaA), synB (equivalente a

SiaB) o synC (equivalente a siaC). preferiblemente inactivando el gen, mas
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preferiblemente suprimiendo todo o parte del promotor y/o la fase de lectura
abierta del gen. La mutacién IgtE” se puede combinar con una o mas de estas
mutaciones. Preferiblemente la mutacion IgtB” se combina con una o mas de
astas mutaciones. Un aspecto adicional de la invencion es por lo tanto una
preparaciéon inmunocgénica de ampollas como se ha descrito anteriormente que se
deriva de dicha cepa mutante combinada de meningococo B. La cepa en si
misma es un aspecto adicional de la invencion.

Se conoce en la técnica un locus de Neisseria que contiene varios genes
igt, incluyendo IgtB y IgtE y su secuencia (véase M. P. Jennings y col.,
Microbiology 1999, 145, 3013 — 3021 y las referencias citadas en esta memoria
descriptiva y J. Exp. Med. 180: 2181 — 2150 [1994]).

Cuando LOS de longitud completa (no truncada) se va a utilizar en el
producto final, es deseable para LOS que no se sialice (de aste modo LOS genera
una respuesta inmune contra las cepas de meningococo B invasivas, mas
peligrosas que también estan sin sializar). En dicho caso es ventajoso el uso de
una cepa negativa de capsula que ha suprimido el gen synA (equivalente a synX y
siaA), synB (equivalente a siaB) o synC (equivalente a siaC), de tal maneta una

mutacidén también produce LOS menB incapaz de ser sializados.

La toxicidad da LOS

Los LOS anteriormente purificados o composiciones inmunogénicas de

ampollas de la invencion también se pueden hacer menos tdxicas mediante la
regulacion hacia niveles menores de expresién de ciertos ganes en la cepa de
produccion bacteriana de la que se derivan. Aunque dicha detoxificacién puede
ser no necesaria para inmunizacién intranasal con OMV de tipo native (J. J.
Dabrick y col., Vaccine (2000), 18, 160 — 172), presentaria una ventaja para la
detoxificaciéon de la vacunacion parenteral. Preferiblements los LOS, LOS

purificados 0 composiciones inmunogénicas de ampollas da la invencidon se
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detoxifican genéticamente mediante ingenieria genética de la cepa de produccion
de Neisseria mediante mutacién/modificacion/inactivacion de los genes implicados
en la biosintesis de LipidoA, particularmente los genes implicados en 1a adicion de
las cadenas de acilo secundarias al lipidoA, en particular mediante la regulacién
hacia niveles menores de la expresion del producto génico funcional de los genes
msbB y/o hirB y preferiblemente mediante la inactivacion del gen, mas
preferiblemente mediante la supresién de todoe o parte del promotor y/o la fase de
lectura abierta del gen. Alternativamente (¢ ademas) los LOS purificado o las
composiciones inmunogénicas de ampolias se pueden derivar de una cepa de
Neisseria que se ha modificado genéticamente de manera que uno o mas de los
siguientes genes se regulan hacia niveles mayores (mediante la introducién de un
promotor mas fuerte o integrando una copia extra del gen): pmrA, pmrB, pmrE y
pmrF. Alternativamente (o ademas) los LOS purificados o las composiciones
inmunogénicas de ampollas se pueden detoxificar mediante la adicion de
equivalentes funcionales peptidicos no toxicos de polimixina B [una molécula con
alta afinidad para LipidoA] a las composiciones.

Véase el documento WO 01/08350 para mas detalle sobre los
procedimientos de detoxificacién anterioras y para las secuencias de
promotor/génicas relevantes y los procedimientos de regulacion hacia niveles
mayores y regulacion hacia niveles menores. Los genes msbB y htrB de Neisseria
se llaman también IpxL1 y IpxL2, respectivamente (véase el documento WO
00/0263B84) y las mutaciones de supresion de estos genes se caraclerizan
fenotipicamente por el mutante de LOS msbB" que pierde una cadena acilo
secundaria comparado con el tipo silvesire (y que mantiene la cadena acilo
primaria 4 y secundaria 1), y el mutante de LOS thrB" que pierde ambas cadenas
de acilo secundarias. Dichas mutaciones se combinan preferiblemente con
mutaciones para asegurar que la cepa de produccion es deficiente en polisacérido

capsular (véase mads arriba) para asegurar la presentacién dptima de LOS
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detoxificados en la ampolla o para ayudar la purificacion del LOS de subunidad
detoxificada. Véanse los documentos WO 93/14115, WO 95/03327, Velucchi y
col., (1997) J. Endotoxin Res. 4. 1 — 12 y el documento EP 976402 para detalles
adicionales de equivalentes funcionales de péptidos no toxicos de polimixina B
que se pueden utilizar en las composiciones de esta invencién — particularmente
el uso del péptido SAEP 2 (de secuencia KTKCKFLKKC donde las dos cisternas
forman un puente disulfuro).

Por "regulacién hacia niveles menores de la expresién del producto génico
funcional® se entiende que las adiciones, supresiones o sustituciones se realizan
al promotor o la fase de lectura abierta del gen en cuestibn de manera que la
actividad biosintética del producto génico total se reduce (60, 70, 80, 90, 95 o0 mas
preferiblemente 100%). Evidentemente se pueden introducir mutaciones de
desplazamiento de fase, o sustituirse promotares mas débiles, sin embargo mas
preferiblemente la mayaria o toda la fase de lectura abierta y/o promotor se
suprime para asegurar una regulacion hacia niveles menores permanente del

producto génico (activo) (como se describe en le documento WO 01/09350).

Los aspectos adicionales de la invencién incluyen las cepas de Neisseria
(preferiblemente meningocdcica o gonocdcica o meningocdcica B) modificadas
genéticamente descritas anteriormente de las que los LOS o preparaciones

inmunogénicas de ampollas de la invencion se pueden derivar.

Las preparaciones de LOS o de ampollas que contianen LOS de la invencion

Un aspecto adicional de la invencion son las preparaciones de LOS
(particularmente las descritas anteriormente) aisladas de las cepas de Neissernia
de la invencion. Preferiblemente los LOS aislados (o ampolla que contiene LOS)
es inmunotipo L2 o L3 y preferiblemente las composiciones inmunogénicas de la

invencion comprenden ambas preparaciones de LOS (o ampolla) L2 y L3 de |la
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invencion.

Dichas preparaciones también se pueden mejorar mediante la conjugacion
de la porcion de oligosacarido de los LOS anteriores (si esta purificada o presente
en una preparacion de ampollas) a un portador que comprende una fuente de
epitopos de células T (de este modo obteniendo los LOS incluso un inmundgeno
[T dependiente]). Una preparacién de LOS purificada de la invencion puede
producir alternativamente (0 ademas) un antigeno mejor presentdndolo en
formulaciones de liposomas conocidas en la técnica (véase por ejemplo el
documento WO 96/40063 y las referencias citadas en esta memoria descriptiva.

El procedimiento de aislamiento de LOS a partir de bacterias se conoce
bien en la técnica (véase por ejemplo, el procedimiento da agua — fenol en
caliente de Wesphal y Jann [Meth. Carbo. Chem. 1965, 5: 83 - 91]). Véase
también Galanos y col., 1969, Eur J. Biochem 9: 245 — 248, y Wu y col., 1987
Anal Bio Chem 160: 281 — 289. Se conocen también las técnicas para conjugar
LOS aislado (véase por ejemplo el documento EP 941738 incorporado en esta
memoria descriptiva como referencia).

Para los propdsitos de esta invencidn “un portador que comprende una
fuente de epitopos de células T" es usualmente un péptido o, preferiblemente, un
polipéptido o protelna. Las técnicas de conjugacion se conocen bien en la técnica.
Los portadores tipicos incluyen proteina D de no H. influenzae no caracternizabie,
toxoide de tétanos, toxoide de difteria y CRM197.

Las composiciones de LOS aisladas preferidas de la invencion son: una
composicién que comprende LOS L2 y L3 aislados en los que la porcion de
oligosacarido de cada LOS se conjuga opcionalmente con un portador que
comprende una fuente de epitopos de células T, una composicién que comprende
LOS que tiene una astructura consistente con la que se ha derivado de una cepa
meningocdcica IgtB” en la que la porcion de oligosacarido de cada LOS se

conjuga opcionalmente con un portador que comprende una fuente de epitopos
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de célutas T y mas preferiblemente una composicion que comprende una fuente
de epitopos de células T y mas preferiblemente una composicion que comprende
LOS L2 y L3 aislados que tienen una estructura consistente con ellos que se han
derivado de una cepa meningococica IgtB” en las que la porcién de oligosacérido
de cada LOS se conjuga opcionaimente con un portador que comprende una
fuente de epitopos de células T.

Preferiblemente las composiciones de LOS de la invencién se han
detoxificado. Esto se puede hacer mediante técnicas conocidas de tratamientos
quimicos de hidracina o hidrélisis alcalina que retiran las cadenas de acilo de la
molécula (pero que pueden reducir la eficacia protectora de la molécula), pero se
realiza preferiblemente mediante el aislamiento de LOS de un mutante
meningocdcico htrB” 0 msbB™ (como se ha descrito anteriormente; particularmente
en cepas de menos polisacaridos de las capsulas), o mediante la adicién de un
equivalente funcional peptidico no téxico de polimixina B [una molécula con alta
afinidad a Lipido A)] a la composicidn, en particular SAEP 2 (como se ha descrito
anteriorments).

Los LOS de la invencion se puede administrar en un estado aislado
(usualmente en forma de micelas si el resto de lipido A esta todavia intacto) o se
puede administrar en un liposoma. En tal caso las proteinas de membrana
extema se pueden afiadir al liposoma y los LOS se pueden conjugar intra-
liposoma a dichas proteinas de membrana externa para obtener el oligosacérido
un antigeno T dependiente. Esto se puede realizar con una quimica similar a la

reticulacion de LOS intra-ampollas como se describe méas adelante.

Reticulacion (conjugacion) intra- ampolla (de la porcidn de oligosacarido de LOS a

las proteinas de mambrana externa presentes en !a superficie de la ampolla

Cuando LOS (en particular los LOS de la invencion) esta presente en una

formulacién de ampolla el LOS se conjuga preferiblemente in sitv mediante
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pracedimientos que pemiten la conjugacion de LOS a una o mds proteinas de
membrana externa también presentes en la preparacién de las ampollas (por
ejemplo, PorA o PorB en meningococo).

Este procedimiento puede potenciar ventajosamente la estabilidad y/o
inmunogsenicidad (que proporciona auxiliar de células T) y/o antigenicidad del
antigeno LOS dentro de la formulacion de ampollas - proporcionando de esta
manera auxiliar de células T para el inmundgeno de oligosacarido T-
independiente en su conformacién mas protectora - como LOS en su ambiente
natural en la superficie de membrana exierna meningocdcica. Ademas, |a
conjugacion de los LOS dentro de la ampolla puede dar como resultado una
detoxificacion de ios LOS (estando al porcion de lipido A establemente enterrada
en la membrana externa estando asi menos disponible para ocasionar toxicidad).
De este modo los procedimientos de detoxificacién mencionados anteriormente
de aislamiento de ampollas a partir de mutantes htrB" o msbB" o mediante la
adicion de equivalente funcional peptidico no téxico de polimixina B a la
composicion pueden no requerirse (pero que se pueden afadir en combinacion
para |a seguridad adicional). De este modo los inventores han encontrado que
una composicion que comprende ampollas en la que LOS presente en las
ampollas se ha conjugado con una forma intra- ampolla a las proteinas de
membrana externa también presentes an la ampolla puede formar la base de una
vacuna para el tratamianto o prevencién de enfermedades acasionadas por el
organismo a partir del cual se han derivado las ampollas, siendo dicha vacuna
sustancialmente no téxica y es capaz de inducir una respuesta bactericida T
dependiente contra LOS en su ambiente nativo.

Por lo tanto esta invencion proporciona ademas una preparacion de
ampollas conjugada & LOS intra-ampolla. Preferiblemente las ampollas se han
derivado de cualquier organismo Gram negativo a partir de las que se pueden

producir las ampollas (véase el documento WO 01/09350), preferiblemente
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Moxarella catarrhalis, Haemophilus influenzae no caracterizable o Neisena (mas
preferiblemente meningococo).

Dichas preparaciones de ampollas se pueden aislar a partir de |la bacteria
en custion (véase el documento WO 01/09350) y después se somete a
procedimientos quimicos de conjugacién conocidos a grupos de unién (por
sjemplo, NH2 o COOH) en la porcién de oligosacarido de LOS a grupos (por
ejemplo, NHz o COOH) en las proteinas de membrana externa de la ampolla. Se
pueden usar las técnicas de reticulacion que utilizan glutaraldehido, formaidehido
o mezclas de gluteraldehidoformaldehide, pero se prefiere que se usen las
técnicas quimicas mas selectivas tales como EDAC o EDAC/NHS (J. V. Staros, R.
W, Wright y D. M. Swingle. Enhancement by N-hidroxisuccinimide of water soluble
carbodiimide — mediated coupling reactions. Analytical chemistry 156; 220 — 222
(1986); y Bioconjugates Techniques : GregT. Hermanson (1996) pp. 173 - 176).
Otras técnicas quimicas de conjugacion o tratamientos capaces de crear enlaces
covalentes entre LOS y moléculas de proteinas que se podrian usar se describen
en el documenta EP 941738.

Preferiblemente las preparaciones de ampollas se conjugan en ausencia
de polisacarido capsular. Las ampollas se pueden aislar a partir de una cepa que
no produce polisacérido capsular (naturalimente o mediante mutacién), o se
pueden purificar a partir de la mayoria y preferiblemente todos los polisacéridos
capsulares contaminantes. De esta forma, la reaccion de conjugacion de LOPS
intra-ampolla es mucho mas eficaz.

Preferiblemente mas que 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 6 95% de
LOS presentes en las ampollas esta reticulados/conjugados.

Cuando las ampollas conjugadas intra-ampolla se derivan de
menigogococo, se prefiera que la cepa a partir de la cual se derivan sea un
mutante que no puede producir polisacarido capsular {(por ejemplo, una de las

cepas de mutantes descritas anteriormente, en particular siaD). También se

43



17

prefiere que las composicicnes inmunogénicas eficaces contra la enfermedad
meningocécica comprendan tanto una ampolla L2 como L3, enlas que LOS L2y
L3 se conjugan ambos con |as proteinas de membrana externa de las ampollas.
Ademas, se prefiere que la estructura LOS dentro de la ampolla conjugada intra-
ampolla sea consistente con |la que se ha derivado de una cepa meningocdcica
ItB. Mas preferiblemente composiciones inmunogénicas comprenden ampollas
conjugadas intra-ampolia: derivadas de una cepa menigecdcica mutante que no
pusede producir polisacarido capsular y es IgtB; comprendiendo ampolias de L2 y
L3 derivadas de cepas meningococicas mutantes que son IgtB"™ o mas
preferiblemente comprendiendo ampollas de L2 y L3 derivadas de cepas
meningocécicas mutantes que no pueden producir polisacdrido capsular y son
IgtB".

La tipica cepa meningococica L3 que se puede usar en la presente
invencién es la cepa H44/76 menB. Una cepa tipica de L2 es la B16B16 menB o
la cepa menigocdcica 39E tipo C © |a cepa 760676.

Como se ha indicado anteriormente las ampollas de la invencion se han
detoxificado a un grado mediante el acto de conjugacion y no necesitan
detoxificarse posteriormente, sin embardo para seguridad adicional se puede
utilizar procedimientos adicionales de detoxificacidn, por ejemplo usando ampolias
derivadas de una cepa meningocdcica que es hirB° o msbB" o afiadiendo un
equivalente péptido funcional no téxico de polimixina B [una molécula con alta
afinidad a Lipido A] (preferiblemente SEAP 2) a la composicion de ampollas
(como se ha descrito anteriormente). La conjugacién de LOS (particularmente en
una manera intra-ampolla) muestra de este modo sorprendentemente una menor
toxicidad de LOS comparada con las preparaciones que comprenden la misma
cantidad de LOS no conjugado. De este modo un procedimiento para detoxificar
ampollas se proporciona adicionalmente por medios de conjugacion intra-ampolla

de LOS a la proteina de membrana externa de |las ampollas.
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En la anterior forma se proporcionan las ampollas meningocdcicas y
composiciones inmunogénicas que comprenden ampollas que tienen como un
LOS de antigeno importante que es sustancialmente no téxico, desprovisto de
problemas de autoinmunidad, tiene un caracter T-dependiente, estd presente en
su ambiente natural y es capaz de inducir una respuesta de anticuerpo
bactericida contra mas de! 90% de cepas meningococicas (en el caso de
composiciones de L2 + L3).

Uno o mas de polisacéaridos capsulares de Men A, C, Y o W u
oligosacdridos (preferiblemente al menos MenC, o MenA y MenC, o Men C y
MenY) se pueden también conjugar en una proteina de membrana externa de la
ampolla de la invencion también. Aunque esto se podria hacer en la misma
reaccion como reticulacion de LOS, se prefiere que se haga en una reaccion
separada.

El procedimiento de conjugacién de LOS intra-ampolla dptimoc es un
aspecto adicionai de 1a presente invencion.

La conjugacion intra-ampolla debe incorporar 1, 2 6 3 de las siguientes
etapas de procedimienio;: el pH de la conjugacion debe ser mayor pH 7,0,
preferiblemente mayor o igual que pH 7,5 (mas preferiblemente inferior a pH 9):
condiciones de 1 — 5% preferiblemente 2 — 4% mas preferiblemente alrededor de
3% de sacarosa se debe mantener durante la reaccion; NaCi se debe minimizar
en la reaccion de conjugacion, preferiblemente por debajo de 0.1 M, 0,05 M, 0,01
M, 0,005 M, 0,001 M y mas preferiblamente no presente en absoluto, Todas estas
caracteristicas del procedimiento aseguran que las ampollas permanezcan
estables y en solucién durante todo el procedimiento de conjugacion.

El procadimiento de conjugacion EDAC/NHS es un procedimiento preferido
para la conjugacion intra-ampolla. EDAC/NHS se prefiere a formaldehido que
puede relicular a demasiada altura una extension de este modo afectando

adversamante a la filtrabilidad. EDAC reacciona con acidos carboxilicos para
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crear un intermedio éster activo. En presencia de un nucledfilo de amina, se forma
un enlace de amida con liberacion de un subproducto de isourea. Sin embargo, la
eficacia de una reaccion mediada por EDAC se puede incrementar mediante la
formacion de un intermedio de éster Sulfo-NHS. El éster de Sulfo-NHS sobrevive
en solucion acuosa mas tiempo que el éster activo formado a partir de la reaccion
de EDAC solo con un carboxilato. De este modo rendimientos mas altos de la
formacion de enlace de amida se pueden realizar usando este procedimiento en
dos etapas. La conjugacion de EDAC/NHS se describe en J. V. Staros, R. W.
Wright y D. M. Swingle. Enhancement by N-hydroxysuccinimide of water-soluble
carbodimida-mediated coupling reactions. Analytical chemistry 156: 220 - 222
(1986); y Bioconjugates Techniques. Greg T. Hermanson (1996) pp 173 = 176.
Preferiblemente se usa en la reaccion 0,01 — 5 mg de EDAC por mg de ampolla,
preferiblemente 0,05 - 1 mg de EDAC por mg de ampolla. La cantidad de EDAC
usada dependa de la cantidad de LOS presente en la muestra que a su vez
depende del porcentaje de DOC usado para extraer las ampollas. A bajo
porcentaje de DOC, se usan altas cantidades de EDAC (i mg/g y mas), sin
embargo a alto porcentaje de DOC, se utilizan menos cantidades de EDAC(0,05 -
0,1 mg/mg) para evitar demasiada reticulacion inter-ampollas.

Por lo tanto, un procedimiento preferido de [a invencion es un
procedimiento para producir LOS conjugado a intra-ampolla (preferiblemente
meningococica) que comprende las etapas conjugar ampollas en presencia de
EDAC/NHS a un pH entre7,0 y pH 9,0 (preferiblemente alrededor de pH 7,5) en 1
- 5% (preferiblemente alrededor 3%) de sacarosa y opcichaimente en
condiciones sustancialmente desprovistas de NaCl (como se ha descrito
anteriormente) y aislar las ampollas conjugadas de la mezcla de reaccién.

A la reaccion puede seguir geles de separacién de Western de la mezcla
de reaccion usando anti-LOS (por sjemplo, anti-L2 o anti L3) mAbs para mostrar

el incremento de peso molacular de LOS para una mayor proporcién de LOS en

Yo
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las ampollas a medida que transcurres el tiempo de reaccion.

Se pueden recuperar 99% de ampollas usando dichas técnicas.

Se encontr6 que EDAC es un agente de reticulacion intra-ampolias
excelente porque reticulo LOS a OMP suficientemente para mejorar la
inmunogenicidad T-dependiente de LOS, pero no lo reticulé a tal alto grado que
s8 produjeron los prablemas tales como escasa filtrabilidad, agregacién y
reticuiacién intra-ampolia. La moarfologia de las ampollas generadas es similar a la
de las ampollas no conjugadas. Ademas, el protocolo anterior evitaba que tuviese
lugar una demasiada reticulacién (que puede disminuir la inmunogenicidad de las
OMP protectoras presentes naturalmente en la superficie de la ampaolla por

ejemplo TbpA o Hsf.

Técnicas para aislar ampollas

Las vesiculas de membrana extemna {abreviadamente OMV o ampollas) se
pueden aislar mediante muchas técnicas conocidas (Frediksen y col., NIPH
Annals (1991), 14, 67 — 79; Zollinger y col., J. Ciin Invest {1979), 63, 836 — B4B;
Saunders y col., Infect Immun (1999), 67, 113 — 119; J. J. Drabick y col., Vaccine
(1999), 18, 160 ~ 172). Estos se dividan en dos grupos principales de técnicas
que usan desoxicolato (alrededor de 0,5%) para extraer ampollas de
meningococo y técnicas que usan bajos niveles de dasoxicolato (abreviadamente
DOC) o nada de desoxicolato en absoluto. El DOC libre que produce ampollas
tiene la caracteristica interesante de mantener alto nivel de LOS en las OMV que
es ventajoso en una vacuna donde LOS es un antigeno protector. Comparadas
con las ampollas exiraidas con DOC la concentracién de L3 Ags en OMV
obtenida mediante un procedimiento exento de DOC es aproximadamente diez
veces mas alta. Por esta razdn se prefiere un procedimianto exento de detergenta
(preferiblemente exento de DOC) de preparacion de ampollas para los propdsitos

de los procedimientos de esta invencion, aunque la extraccion con un tampon que
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contiene bajos niveles de detergente (preferiblemente DOC) puede también ser
ventajosa en que la etapa dejaria la mayoria de LOS que interacciona
estrechamente en la ampolla mientras que elimina cualquier LOS més toxico
flojamente retenido. Tipicamente 0 — 0,5% y preferiblemente 0,02 — 0,4%, 0,04
3% 6 0,06 - 2% de detergente (preferiblemente DOC) se utiliza para la extraccion
de ampollas, mas preferiblemente 0,08 — 0,15% y més preferiblemente alrededor
de o exactamente 0,1% se utiliza para obtener una cantidad dptima de LOS para
astar establemente presente en las ampollas. Los procedimientocs de extraccion
exentos de DOC (o bajos en DOC) se prefieren particularmente cuando los LOS
se han detoxificado mediante uno o mas de los procedimientos detallados

anteriormente.

Composiciones de vacunas

Las composiciones inmunogénicas de la invencién se pueden formular
facilmente en forma de composiciones de vacunas mediante la adicion de un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un procedimiento para fabricar las composiciones inmunogénicas de
Neisseria (preferiblemente meningocécica) o vacunas de la invencion se
proporciona adicionalmente comprendiendo las etapas de aislar LOS purificados
de la invencion (preferiblemente L2 o L3) como se ha descrito anteriormente o
producir ampollas aisladas de Ja invencion (preferiblemente con un inmunotipo L2
o L3) como se ha descrito anteriormente y formular los LOS o ampollas con un
excipiente farmacéuticamente aceptable. Preferiblemante LOS purificados o
ambos inmunotipos L2 y L3 de la invencién, o ampollas de ambos inmunatipos L2
y L3 de la invencion, o un LOS purificado de L2 y una ampolla de L3 (o
viceversa), se combinan en una etapa de mezcla. Preferiblemente los LOS
purificados o ampolla de la invencién se han conjugado como se ha descrito

anteriormente después del aislamiento. También se puede afiadir una etapa
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adicional de formulacion de liposomas para los LOS purificados (usando técnicas
conocidas en la técnica, véase por ejemplo el documento WO 96/40063 y
referencias citadas en esta memoria descriptiva). Preferiblemente las
preparaciones de ampollas se aislan mediante extraccién con concentraciones
bajas (o sin) de DOC (como se ha descrito anteriormente).

Dichos procedimientos de combinacion de L2 y L3 pueden producir una
vacuna que es eficaz contra casi todas [as cepas de meningococos B.

Las composiciones inmunogénicas anteriores (o procedimientos) pueden
tener afladidos uno o mas (2, 3 ¢ 4) polisaciridos u oligosacaridos
meningococicos (bien puros o conjugados a un portador que comprende epitopos
de células T, como se ha descrito anteriormente) de serogrupos A, C, YoWa la
composicion. Preferiblemente al menos se anade C (més preferiblemente
conjugado) y mas preferiblemente A y C o Y y C (preferiblemente todos
conjugados) y mds prefaeriblemente A, C, o Y y W (preferiblemente todos
conjugados). Ventajosamente un polisacarido u oligosacarido capsular B de H.
influenzae también se incluye en las composiciones anteriores para genera una
vacuna de meningitis universal.

Preferiblemente las compaosiciones que consisten en o que comprenden
composiciones especificamente individualizadas en el documento WO 84/08021

no se reivindican en la presente invencion.

Formulaciones de vacunas de la invencién

Las composiciones inmunogénicas de la invencion se pueden formular con
un adyuvante adecuadc para generar compasiciones de vacunas de la invencion,

Los adyuvantes adecuados comprenden una sal de aluminio tal como gel
hidroxido de aluminio (abreviadamente alud) o fosfato de aluminio
(preferiblemente hidroxido de aluminio, pero también puede ser una sal de calcio

(particularmente carbonato calcico), hierro o cinc, o puede ser una suspension
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insoluble de tirosina acilada, o azucares acilados, catibnica o anidnicamente
polisacaridos derivatizados, o polifosfazenos.

Los sistemas adyuvantes adecuados de Th1 que se pueden anadir
incluyen lipido A monofosforilo, particularmente lipide A monofosforilo de 3-de-0O-
acilado (u otros derivados de LPS no tdxicos) y una combinacién de lipido A
monofosforilo, preferiblemente lipido A monofosforilc de 3-de-O-acilado
(abreviadamente 3D-MPL) [o derivados de LPS no tdxicos) junto con una sal de
aluminio (preferiblemente fosfato de aluminio. Un sistema potenciado implica la
combinacion de un lipido A monofosforiio y un derivado de saponina
particularmente la combinacion de QS21 [u otra saponina] y 3D-MPL [0 un
derivado de LPS no téxico] como se describe en el documento WO 94/00153 o
una composicion menos reactogénica donde la QS21 [o saponina] se inactiva con
colesterol como se describe en el documentc W096/33739. Una formulacion de
adyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una
emulsién de aceite en agua se describe en el documento W095/17210 y es una
formulacion preferida que también puede afiadirse. Otfros adyuvantes que tambien
se pueden afadir comprenden una saponina, méas preferiblemente QS21 y/o una
emulsion de aceite en agua y tocoferol. También se puede afadir oligonucledtidos
que contienen CpG sin metilar {(documento WO 96/02555).

La preparacién de vacunas se describe generaimente en Vaccine Dasign
("The subunit and adyuvant approach”(eds Powell M. F. y Newman M. J.) (1995)
Plenum Press Nueva York).

Una dosis inmunoprotectora de vacunas se puede administrar mediante la
via sistémica o0 mucosa. Estas administraciones pueden incluir las vias de
inyeccion intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o mediante la
administracion a la mucosa a los tractos oral/alimentario (preferiblemente
administracién intranasal), respiratoria, genitourinaria. Tipicamente la cantidad de

ampolla en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad que induce
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una respuesta inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos significativos
en vacunas tipicas. Tal cantidad variara dependiendo del tipo de inmundgeno
espacifico utilizado y como se presenta. Generaimente se espera que cada dosis
comprenderd 1 — 100 pg de cada ampolla, preferiblemente 5 — 50 ug y mas

tipicamente en el intervalo 5 — 25 pg.

Mejoras adicionales a las composiciones inmunogénicas de las ampolias de la

invencion

Las composiciones de ampollas anteriores de la invencidn se pueden
mejorar adicionalmente en eficacia en vacunas de la invencién si la cepa de
Neisseria de las que se derivan (incluyendo gonococos y preferiblemente
meningococos, mas preferiblemente H. meningitidis B) tienen uno o mas de los
siguientes genes (que codifican antigencs protectores) regulados hacia niveles
mayores mediante |a insercion de copias adicionales del gen en el genoma, o
introduciendo un promotor mas fuerte hacia armriba del gen existente, o cualquiera
de las otras formas descritas en el documento WO 01/09350 que son capaces de
inducir cepas modificadas para fabricar sobre 1,2, 1,5, 2, 3, 5 6 10 vecss el nivel
de antigenc comparada con la cepa no modificada: NspA {documento WO
96/29412), Hsf o truncados de los mismos (documentos WO 89/31132 y WO
01/55182; también conocido como NhhA), Hap (documento PCT/E99/02766)
OMP85 (documento WO 00/23595, PilQ (documento PCT/ESS/03603), PldA
(documento PCT/EP99/03603), FrpB (documento WO 96/31618), TbpA
(documentos WO092/03467, US59112336, WQ93/06B61 y EPS586266), TbpB
(documentos WO93/06861 y EP586266), NadA (Comanducci y col., J. Exp. Med
2002 195; 1445 — 1454), FrpA/FrpC o porciones en comun entre estos antigenos
que implican 5 0 méas secuencias repetidas (documento WO 92/01460; Thompson
y col., (1993) J. Bacteriol. 175 811 — 818; Thompson (1993) Infect. Immun. 61:
2906 — 2911), LbpA, LbpB (documento PCT/EP9B/05117), FhaB {(documento
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W0988/02547 SEC ID N° 38 [nucledtidos 3083 - 9025]), HasR (documento
PCT/EP99/05988), lipo02 (documento PCT/EP9S/08315), Thp2 (documento WO
99/57280), MItA (documento WQ 99/57280), TspA (documento WO 00/03003),
TspB (documento WO 00/03003) y ctrA (documento PCT/EP00/00135). Donde
Hsf se menciona en esta memoria descriptiva, el términe puede ser sustituible en
cada caso por truncados de Hsf, en particular los descritos en WO 01/55182.

Se prefiere particularmente si tanto Hsf como TbpA {(formas de peso
molecular bajo o alto, o ambos bajos y altos [documento EP 586266], o Hsf y
aMP85, u OMP85 y TbpA (formas de peso molecular bajo o alto, o0 ambos bajos y
altos), o NspA y Hsf, o NspA y OMPBS5, o NspA y TbpA (formas de peso molecular
bajo o alto, © ambos bajos y altos) estan ambos regulados hacia niveles mayores.
Donde 2 ampollas estan comprendidas en la composicion, se prefiere que cada
ampolla tenga diferentes regulaciones hacia niveles mayores. Si TbpA alto y bajo
se van a regular hacia niveles mayores, se prefiere que estos regulan hacia
niveles mayores en dos ampollas separadas presentes en la composicion
derivada de 2 cepas que comprenden naturaimente las 2 formas de ThpA. Mas
preferiblemente, las dos cepas tienen inmunotipos de LOS L2 y L3. TbpA se
puede regular hacia niveles maycres genéticamente o mediante desarrollc de las
cepas de produccion de Neissena/meningoccica an condiciones limitadas de
hierro por ejempio en presencia de S0 — 70 yM de Desferal (mesilato de
deferoxamina, disponible de Sigma). Si se toma el udltimo planteamiento, se
prefiere que el gen de expresion de FrpB se regule hacia niveles menores
(preferiblemente suprimido) ya que este antigeno variable puede hacerse
inmunodominante en ampollas aisladas de cepas meningococicas aisladas en
condiciones limitadas y hierro.

En una realizacion preferida, la composicidon de la invencion comprende
una ampolla de L3 de un "msbB™ de polisacarido capsular de IgtB" preferiblemente

regulado hacia niveles mayores en TbpA alto y Hsf y una ampolla de L2 de un ~
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msbB~ de polisacdrido capsular de IgtB" preferiblemente regulado hacia niveles
mayores en TbpA bajo y Omp85. Mas preferiblemente ambas ampollas estan
adicionalmente reguladas hacia niveles menores de expresion de PorA y/o FrpB y
opcionalmente la expresién de OpC ylc OpA. Las ampollas se aisian mas
preferiblemente mediante un procedimiento de DOC bajo como se ha descrito
anteriormente y el LOS en ambas ampollas esta reticulado intra-ampolla a |a

proteina de membrana externa.

Vacunas de células fantasma o enteras muertas

Los inventores contemplan que las composiciones y vacunas anteriores
concermnientes a las ampollas se pueden faciimente extender a procedimientos
gue conciemen a las preparaciones y vacunas de células fantasmas o enteras
muertas (con idénticas ventajas) Los procedimientos para fabricar preparaciones
fantasma (células vacias con envolturas intactas) de cepas Gram negativas se
conocen bien en la técnica (véase por ejemplo el documento WO 92/01791). Los
procedimientos para matar celulas enieras para fabricar preparaciones de células
inactivadas para uso en vacunas también se conocen bien. Por lo tanto las
composiciones y vacunas que implican ampollas descritas en todo este
documento se contemplan para ser aplicables a las mismas composiciones o
vacunas que comprenden preparaciones equivaientas de céiulas fantasma y

muertas enteras de la invencion.

Ensayo bactericida en suero

El ensayo bactericida en suero es el procaedimiento preferido para valorar
relaciones sinérgicas entre antigenos cuando se combinan en una composicion
inmunagénica de la invencion.

Tal respuesta sinérgica se puede caracterizar mediante el SBA provocado

por la combinacién de antigenas que son al mancs 50%, dos vaces, tres veces
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preferiblemente cuatro veces, cinco veces, seis veces siete veces, ocho veces,
nueve veces y mas preferiblemente diez veces mas alto que el SBA provocado
por cada antigeno separadamente. Preferiblemente SBA se mide contra una cepa
homdloga de la que se derivan los antigenos y preferiblemente también contra un
panel de cepas hetertlogas. (Véase mas adelante para un panel representativo
por ejemplo BZ10 (B:2b:P1,2) que pertenecen al grupo A-4; B16B6 (B2a:P1,2)
perteneciente al complejo ET-37; y H44/76 (B:15:P1,7, 16)). SBA es el marcador
inmunolégicc cominmente acordado para estimar la eficacia de una vacuna
meningocdcica (Perkins y cal., J. Infect Dis. 1998, 177: 683 — 691). SBA se puede
averiguar satisfactoriamente mediante cualquier procedimiento conocido. SBA se
puede llevar a cabo usando sueros obtenidos de modelos de animales o de
sujetos humanos.

Un procedimiento preferido de manejar SBA con sueros humanos es el
siguiente. Se toma una muestra de sangre antes a la primera vacunacion, dos
meses después de |a segunda vacunacién y un mes después de la tercera
vacunaciéon (tres vacunaciones en un afio siendo un programa de vacunacion
principal humana administrada en, por ejemplo, 0, 2 y 4 meses, 6 0, 1 y 6 meses.
Talas programas de vacunacién principal humana se pueden llevar a cabo en
nifios de un ano de edad (por ejemplo al mismo tiempo como se llavan a cabo las
vacunaciones con Hib) o de 2 - 4 afos de edad o adolescentes también se
pueden vacunar para el SBA de ensayo con dicho programa de vacunacion
principal. Una muestra adicional de sangre se puede tomar 6 a 12 meses después
de la vacunacién principal y un mes después de la dosis de refuerzo, si es
aplicable.

SBA serd satisfactorio para un antigeno o preparacion de ampollas con
actividad bactericida homologa si un mes después de de la tercera dosis vacuna
(del programa de vacunacion principal} (en nifios de 2 — 4 afios de edad o

adolescentes, pero preferiblemente en niflos en el primer afio de vida) el
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porcentaje de sujetos con un cracimiento cuatro vaces en términos de titulo de
SBA (dilucién de anticuerpo) (comparado con el titulo de prevacunacién) contra la
cepa de meningococo de la que los antigenos de la invencion se derivaban es
mayor que 30%, preferiblemente mayor que 40%, mas preferiblemente mayor que
50% y mas preferiblemente mayor que el 60% de los sujetos.

Ciertaments un antigeno o preparacibn de ampollas con actividad
bactericida heterdloga también puede constituir preparacién de ampollas con
actividad bactericida homéloga si puede también provocar SBA satisfactoria
contra la cepa meningoctcica de la que se deriva.

SBA serd satisfactorio para un antigeno o preparacién de ampollas con
actividad bactericida heterdloga si un mes después de |la tercera dosis de vacuna
(del programa de vacunacién principal) (en niflos de 2 — 4 afios de edad o
adolescentes, pero preferiblemente en nifios en el primer afio de vida) el
porcentaje de sujetos con un crecimisnto cuatro veces en términos de titulo de
SBA (dilucién de anticuerpo) (comparado con el titulo de prevacunacion) contra
tres cepas heterdlogas de meningococo e8s mayor que 20%, preferiblemente
mayor que 30%, més preferiblemente mayor que 35% y mas preferiblemente
mayor que 40% de los sujetos. Tal ensayo es une buena indicacion de si el
antigeno o preparacion de ampollas con actividad bactericida heterSloga puede
inducir anticuerpos bactericidas cruzados confra diversas cepas meningocdcicas.
Las tres cepas heterdlogas deben preferiblemente tener complejo de tipo
electroforético (abreviadamente ET) o configuracidn de tipo de secuencias
multilocus (abreviadamente MLST) (véase Maiden y col., PNAS Estados Unidos
1998, 95: 3140 - 5) a cada otra y preferiblemente a |la caepa de la que el antigeno
o preparacién de ampollas con actividad bactericida heterdioga se fabrica o
deriva. Una persona experta seré capaz de determinar facilmente tres cepas con
complejo ET diferente gque refiejan la diversidad genética observada entre

meningococos , particulanmente entre cepas de meningococo de tipo B que se

=3
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reconocen que son la causa de ia carga de enfermedad significativa yfo que
representan lineas hipervirulentas de MenB reconocidas (véase Maiden
anteriormente). Por ejemplo tres cepas que se podrian utilizar son las siguientes:
BZ10 (B:2b:P1,2) pertenecisnte al grupo A4, B16B6 (B:2b:P1,2) perteneciente al
complejo ET-37; y H44/76 (B:15:P1,7, 16) perteneciente al complejo ET-5, o
cuslquiera otra cepa perteneciente al mismo grupo ET. Dichas cepas se pueden
usar para ensayar un antigeno o preparacion de ampollas con actividad
bactericida heterdloga fabricada o derivada de, por ejemplo, la cepa
meningacdcica CU385 (B:4.P1,5) que pertenece al complejo ET-5. Otra cepa de
muestra que se podria utilizar es del clon epidémico de la linea 3 (por ejemplo
NZ124 [B:4:P1,7, 4). Otra cepa de ET-37 es NGP165 (B:2a:P1,2).

Los procadimientos para medir la activided de SBA se conocen en la
técnica. Por ejemplo un procedimiento que podria usarse se describe en el
documento WO 99/09176 en el ejemplo 10C. En términos generales, un cultivo de
la cepa a ansayarsé se desamolla (preferiblemente en condiciones de supresién
de hisrmo mediante adicion de un agente quelante de hierre tal como EDDA al
medio de crecimianto) en la fase logaritmica de crecimiento. Esto se puede
suspander en un medio con BSA (tal como medio de Hanks con BSA al 0,3%) con
el fin de obitener una suspension de células de trabejo ajustada a
aproximadamente 20000 UFC/mi Una serie de mezclas de reaccion se pueden
preparar mezclando una serie de diluciones dos veces de sueros a ensayarse
(preferiblemente inactivados por calor a 56°C durante 30 minutos) [por ejemplo en
un volumen de 50 pl/pocillo] y la suspensiSn a ensayarse de la cepa
meningocécica de 20000 UFC/ml [por ejemplo en un volumen de 25 ul/pacilio].
Los viales de 1a reaccidn se deben incubar (por ejemplo 37°C durante 15 minutos)
y agitarse (por ejemplo a 210 rpm). La mezcla final de reaccion [par ejemplo en un
vaolumen de 100 pl} adicionalmente contiene una fuente de complemento [tal como

25% de volumen final da suero de conejo pequefio preensayado, 0 suero humano
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para serologia humana] y se incuba como antes [por ejempio 37°C durante 60
minutos)]. Se pusde usar para este ensayo una placa de microtitulacién de fondo
en U de 96 pocillos de poliestireno estéril. Una allcuota [por ejamplo 10 ul] se
puede tomar de cada pocillo usando una pipeta multicanal y gotearse en placas
de agar de Musller — Hinton (conteniendo preferiblemente 1% de Isovitalex y 1%
de suero de caballo inactivado por calor) e incubadas (por ejemplo durante 18
horas a 37°C en CO, al 5%). Preferiblements, se pueden contar colonias
individuales hasta 80 UFC por alicuota. Las siguientes tres muestras de ensayo
se puaden utilizar como controles: tampén + bacterias + complemento; tampédn +
bacterias + complemento inactivado; suero + bacterias + complemento inactivado.
Los titulos de SBA se pueden calcular sencillamente usando un programa que
procesa los datos para dar una medida de la dilucién que corresponde al 50% de
muerte celular mediante un calculo de regresidn.

Todas las referencias de solicitudes de patente citadas en esta memoria
descriptiva de la patente se incorporan como referencia en esta memoria

descriptiva.

EJEMPLOS

Los ejemplos citados més adelante se llevan a cabo usando técnicas
convencionales, que se conocen bien y rutinariamente por los expertos en ia
técnica, excepto donde de otra manera se describe en detalle. Los ejemplo son

ilustrativos pero no limitan la invencion.

Ejemplo 1

Los ejemplos describen genes de supresiones que codifican proteinas
implicadas en la produccion de polisacaridos capsulares B de meningococo B, la
supresidn del gen PorA, la regulacién hacia niveles mayores de diversas

proteinas de membrana externa en la superficie de ampallas meningocécicas, la

5+
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regulacidén hacia niveles menores de proteinas inmunodominantes o enzimas
biosintéticas y procedimientos para aislar ampollas se dascriben en el documento

WO 01/09350.

Ejemplo 2: LOS: un antigeno protector cruzado clave

Para valorar el papel de LOS como un antigeno protector cruzado
potencial, cepa de meningococo B H44/76 de tipo salvaje (abreviadamente WT)
(que expresa LOS L3) y una cepa H44/76 modificada que expresa un “LOS de
tipo galE” (con una esiructura corta como para un LOS IgtE") se usaron para
producir ampollas segun dos procedimientos diferentes. El primer procedimiento
usaba 0,1% de DOC con el fin de tener altos niveles de LOS en ampollas, el
segundo usaba 0,5% de DOC para tener bajos niveles de LOS en las ampollas
resultantes.

Los ratones recibieron tres inyacciones (el dia 0, 21 y 28) por via IM de 5
ug de ampollas adsorbidas en sales de Al**(fosfato de aluminio) y 3D-MPL por
dosis. Se tomaron muestras de sangre14 dias después de la tercera inyeccién.

ELISA de LOS anti-L3 se hizo de en suero combinado y usando LOS L3
purificado. Los resultados en la figura 3A muestran claramente que el
procedimiento con 1% de DOC producia ampolias capaces de provocar una
respuesta anti — LOS en ratones. Esto demuestra que LOS galE" y LOS L3 son
capaces de inducir la produccion de anticuerpos. Por otra parte 0,5% de DOC
extraia demasiado LOS con el fin para él de actuar como un antigeno clave en la

vacuna de ampollas.

Ensayos bactericidas de suero

SBA se realizé en sueros individuales usando diferentes ce.pas de NmenB:

la cepa WT H44/76 homdloga, una cepa PorA(-) H44/76 y dos cepes heterdlogas



(basadas en subtipo suero) Cu385 y NZ124. Estas cuatro cepas expresan un LOS
L3. Se afade una quinta cepa. Comparada con H44/76, esta cepa (B16B6) es
heterdloga no solamente para PorA sino también para LOS (es una cepa de
inmunotipo L2).

Los resultados en la figura 3B una respuesta bactericida cruzada
solamente cepas L3 pero sclamente con las ampollas de 0,1% de DOC WT. No
sa observé respuesta bactericida cruzada para ampollas gal E' de 0,1% de DOC y
ampollas WT de 0,5% de DOC. Ademas, se conoce bien que la respuesta
bactericida inducida por anticuerpos PorA es serotipo dependienta. Esto también
se observo en esta experimento con bien ampollas WT de 0,5% de DOC o
ampollas de galE™ y también con datos de SBA hechos con la cepa PorA(-)
H44/76.

Todos estos resultados sugieren que la respuesia bactericida cruzada
inducida por ampollas que contienen alto porcentaje de LOS L3 se debe a la
produccién de Abs dirigida contra el antigeno LOS.

Solamente el LOS L3 (y no el LOS galE’) es capaz de provocar la
produccién de anticuerpos bactericidas. Aunque, en ELISA se observ una buena
respuesta anti — LOS con ampolias galE" de 0,1% de DOC, esta respuesta no es
biolégicamente relevante (no SBA).

Ademds parece también que la respuesta es especifica de inmunotipo de LOS
como Abs LOS anti-L3 matan solamente las cepas L3 pero no las cepas L2,
indicando que una vacuna éptima debe contener ideaimente LOS L3 y L2 para

cobertura 6ptima.

Experimeanto de supresion

Con el fin de demostrar que la respuesta inducida por ampolias WT de
DOC al 0,1% se debe principaimante a los anticuerpos anti-LOS, combinaciones

de suero se agotaron con diferentes concentraciones de LOS L3 purificado.
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Después del agotamiento se usaron sueros en un ensayo bactericida contra la
cepa hombloga WT H44/76.

Los resultados obtenidos (véase la figura 3C) con suercs activados contra
ampollas WT de 0,1% de DOC muestran una clara inhibicién de dosis - intervalo,
demostrando que la mayoria de los anticuerpos inducidos por esta preparacion se
dirigen contra LOS {confirmando los resultados de SBA genarados con la cepa
PorA(-) H44/76. En contraste, 1a respuesta inducida por WT 0,5% de DOC no se
dirige contra LOS como se demuestra por SBA hecho con la cepa PorA(-) H44/76
y también indicada por agotamiento de LOS.

Este resultado se mantiene probablemente para LOS L2.

EJemplo 3: Experimentos con ampollas de L3 e intermedio (igtB’) exentas de

DOC (LOS no detoxificado) inducia anticuerpos bactericida cruzada

La cepa derivada de meningococos MC58 usada es B:P,7,16, opc-, siaD-.
Esta cepa se modificd genéticamente para expresar bien L3 {cepa 2G2) o un
epitopo intermedic {cepa 2G EcoN1b-1, como 2G2 pero adicionalmente /igif) o
un LPS en versién corta (cepa C6, que es /giE’). OMV se produjeron segun bien
un procedimiento de DOC (0,5%) de altura normal o procedimiento exento de
DOC.

Se inmunizaron ratones (10 por grupo) tres veces mediante la via
intramuscular el dia 0, 20 y 28. Recibian 1 6 10 ug (contenido an proteina) de
ampollas formuladas en Al{OH,) Se tomaron muestras de sangre el dia 28
(posicion 11} y dia 42 (posicion [li).

Se hicieron ensayos bactericidas en sueros combinados y utilizando cepas
homdlogas (MCS8 y H44/76) y dos cepas heterlogas (M37250687 y M972078)
con suara de conejo pequario como fuente de complemento exageno.

La siguiente tabla resume los resultados (titulos bactericidas para 50% de

muerte:

lo

&
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Cepa y serotipo

Antigeno Muesiras de MC58 H44/76TT | M97250887 | MB7252078

sangre P1.7,18 P1,7,18 P1,18,16 P1,A
¢6 no doc 10 ug IM Posicitn Il > 25680 > 2560 > 2580 o8
c8 no doc 10 ug IM Pesiclén il 1353 > 25680 > 2580 80
c8nodoc1ug M Paosicion Il 247 820 247 <20
c8 nodec 1 ugIM Pasiclén Il 411 a78 748 <20
292 nodac 10 ug IM Posicidn Il > 320 > 2560 > 2560 > 2560
292 nodoc 10ug IM Posiclén Il > 2560 > 2580 > 2560 1407
242 no doc 1 ug IM Posicldn [i > 25680 > 2560 > 2560 119
2g2 nodoc 1 ug IM Posiclén il > 2580 > 2560 > 2560 348
2gacoN 1b-1no doc 10 ug IM Posicién Il > 2560 > 2580 > 2580 1182
2gecoN 1b-ino doc 10 ug IM  Posicién Il > 2580 > 2580 > 2580 1213
2gecoN 1b-1no doc 1 ug IM  Posicidn Il 15 > 2560 1696 22
2gecoN 1b-inodoc 1 ug IM  Poslicién Il 2220 > 2580 1847 135
c@doc 10 ug IM Posicidn Il 308 248 kL3 <20
cf doc 10 ug IM Posicion 1l 189 104 400 <20
cidoc1up M Paosicion Il a3 43 83 <20
¢8 doc 1 ug IM Posicién Il | NC (> 20) 24 156 <20
2g2 doc 10 ug IM Posleién Il | NC (> 20) 25 380 <20
2g2 doc 10 ug IM Posicidn Il 201 <20 847 <20
2g2doc 1 ug IM Poslcidn il 275 <20 209/644 <20
2g2 doc 1 ug IM Pasicidn III 237 <20 728 <20
2gecoN 1b~1doc 10ug IM  Posicldn I 573 3 885 <20
2gecoN 1b-1doc 10 ug IM  Poslclén It NC (> 40) 21 1140 <20
2gecoN 1b-1doc1ug IM  Posicidn Il 201 NC 118 <20
2gecoN 1b-1doc 1 ug IM Paosicidn It s NC ag2 < 20

Claramente la presencia de L3 (2g2) o epitopo intermedio (2 gecon 1b-1)
induce anticuerpos bactericidas cruzados, mientras las ampollas de ia cepa LPS
truncada (C6) induce un nivel infarior de anticuarpas de reaccién cruzados. Esto
se ilustraba particularmente cuando se inyecté 1 4 da OMV,

Ademas, como se muestra con OMV purificadas con DOC, reduciendo sl
contenido de LPS de las burbujas se reduce la induccidn de anticusrpos

bactericidas cruzados. Aparte de LPS aumentado, es posible que ampolias

6t
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exentas de DOC puedan retener ventajosamente algunas proteinas que

interactuan perdidaments con los OMV tales como lipoproteinas.

Ejemplo 4: reticulacién intra ampollas de LOS L3 y proteina de membrana

extema

Las ampollas de MenB utilizadas se derivan de un a cepa H44/76 (LOS de
inmunotipo de L3) que era SiaD" (de este modo no expresando polisacérido
capsular) y PorA". Se utilizaron dos cepas diferentes: un completo L3 (cepa
B1717, siad (-) Por A (-) compieto L3) y un truncado L3 (cepa B1727, siad (-}
PorA(-) IgtB(-} TrL3).

E! procedimientc de conjugacion de EDAC/NHS se utilizd segun
procedimientos conocidos para reticular LOS y OMP en las ampollas para obtener
el components de acligosacérido de LOS un antigeno T dependiente (EDAC/NHS
se prafiere a formaldehido que se encontré reticular demasiado alto una extensién
que afectaba de este modo adversamente la filtrabilidad). EDAC reacciona con
dcidos carboxilicos para crear un intermedio de éster activo. En presencia de un
nucle6flo de amina, se forma un enlace de amida con liberacion de un
subproducto de isourea. Sin embargo, la eficacia de una reaccion mediada por
EDAC se puede incrementar mediante la formacién de un intermedio de éster
Sulfo-NHS. El éster sulfo-NHS sobrevive en solucidn acuosa més tiempo que el
éster formado de la reeccion de EDAC solo con un carboxilato. De este modo se
pueden llevar a cabo rendimientos mas altos de la formacién de enlace de amida
usando este procedimiento en dos etapas. La conjugacién de EDAC/NHS se
describe en J. V. Staros, R W. Wright y D. M. Swingie. Enhancement by N-
hydroxysuccinimide of water-soluble carbodimide-mediated coupling reactions.
Analytical chemistry 156: 220 - 222 (1986}; y Bioconjugates Techniques. Greg T.
Harmanson (1996) pp 173 - 176.

La mezcla de reaccion contenia 1,5 mg de Sulfo-NHS y 5 mg de EDAC en

6.



sacarosa al 3% (para estabilidad de ampolla) en un volumen final de 1 ml. Las
ampollas estaban presentes en una relacién de 0,025 mg EDAC/mg de ampollas.
Las ampollas estaban presentes en una concentracion de 2 mg/ml y el pH se
ajustd hasta 7,5 con HCI 0,1 N.

La reaccion se dejé durante 4 horas a temperatura ambiente y se dializé la
mezcla contra tampdn fosfato 2 mM que contenia sacarosa al 3%, pH 7.5.
Después la mezcla se filtrd sobre Sterivex G10 0,22 uym. Se recuperd una
produccién de 99% de ampolias.

La reaccion podria seguirse en una transferencia de Western usando
anti.L3 mAb. Mediante la raaccién del bajo LOS MW se llega a hacer mas débil y
una nueva banda de MW mas alta aparece en el gel. Esta banda de MW més alta
parece pradominar y puede representar la mayoria de LOS conjugados que llega
a estar covalentemente unido a PorB.

Se encontrd que EDAC as uﬁ agente excailente de reticulacion intra-
ampaollas en que reticulaba LOS a OMP ireversiblemente y suficientemente para
inmunogenicidad T dependiente de LOS mejorado, pero no se reficulaba a tan
alto grado que sucedian problemas tales como escasa filtrabilidad, agregacion y
reticulacion intra-ampollas. La morfologia de las ampollas generadas es similar a
la de las ampollas no conjugadas (como se observd mediante micrografia
electrénica). Ademés el protocolo anterior evitaba que tuviese Ilugar una
demasiada reticulacién (que puede disminuir la inmunogenicidad de OMP

protectoras presentes naturaimente en la superficie de la ampolla por ejemplo

TopA.

Ejemplo 5: L3 y L3 truncado (intermedio IgtB-) pueden inducir la produccién de
ABs bactericida que reconoce LOS L3 truncado (intermedio igtB; TrlL3)
OMV (ampolias) se produjeron de la cepa de MenB H44/76 siaD- PorA- 1.3

o de H44/76 siad- porA TrL3. Se realizaron dos extracciones diferentes; el

63
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porcentaje de DOC usado era bien 0,1% ¢ 0,5%.También se evaluaron dos
formulaciones diferentes de adyuvante: Al(OH)s o fosfato de aluminio + 3D-MPL.
Ratones (hembras de ratones OF1, 6 — B semanas de edad, 30 por grupo) se
inyectaron 3 veces (en los dias 0, 21 y 28) por via IM (5 pug de ampollas /
inyeccion). SBA se recogio en la posicion li (dia 28) y la posicion lll (dla 42 ) los
sueros (sueros combinados o sueros individuales).

El titulo de media geométrica y el titulo de sueros combinados para 50% de
muerte ceiular era mayor para los sueros inducidos mediante ampollas extraidas
con 0,1% de DOC comparado con la extraccion de 0,5% de DOC. Esto se explica
probablemente por el hecho que alli tiende a ser 2,5 veces como mucho de LOS
en Jas ampollas anteriores comparada con la ultima. No habia diferencia
significativa entre SBA de suero inducido con las ampollas que contienen LOS L3
completo o LOS L3 truncado. Hay un incremento en SBA si las ampollas se
adyuvan con fosfato de aluminio + 3D-MPL comparado con hidréxido de aluminio.

También se hicieron experimentos de agotamiento de sueros. Los sueros
se agotaron usando 1 mg/ml de L3 o LOS trl3 purificados y después se realizaron
SBA sobre estos sueros agotados. Los resultados mostraban que Abs bactericida
(que contenla anticuerpos anti-L3) su puede agotar casi completamenta mediante
pretratamiento de LOS trL3 de sueros, y Abs bactericida (que contenia
anticuerpos anti4rl.3) se puede casi agotar completamente mediante
pretratamiento con LOS L3 de sueros. Abs bactericida anti-L3 son de este mado
capaces de reaccionar con LOS trL3 y Abs bactericida anti-trL.3 son de este modo
capaces de reaccionar con LOS {rL3. Ademas, de este modo se han demostrado
la especificidad de Abs bactericida para una estructura de LOS presente en
ambos L3 y LOS trL3.

En conclusién, los autores han demostrado que la estructura de TrL3 (en
las OMV} es capaz de inducir la produccion de Abs bactericida contra cepas L3.

En combinacion con los experimentos de agotamiento, los autores han mostrado



38

que TrL3 y LOS L3 son estructuras muy proximas en una base inmunoldgica, y

trL3 se puede utilizar para generar Ab capaz de matar cepas L3.

Ejemplo 6: TrL3 soluciona el problema potencial de autoinmunidad con la

estructura de L3 completa

¢Si las estructuras L3 y trl3 esidn tan préximamentes relacionadas
inmunoldgicamente en términos de anticuerpos protectores, hay alguna diferencia
entre las estructuras con respecto a las posibles cuestionas de autocinmunidad
asociadas con LOS L3 (y L2) [mediante el resto de lacto-N-neotetraosa]? ¢Los
autores han dirigido esta cuestion mirando si las aglutininas frias son capaces de
reconocer LOS trL37?

MADb 1B2-1B7 (J Bio Chem 256(1981) 10967 — 10972, y depdsito da ATCC
namero TIB — 189) se conoce que aglutinan los glébulos rojos de adultos de seres
humanos (abreviadamente RBC) a bajas temparaturas y reaccionan con LNnT
(lacto-N-neotetraosa). Esto es una aglutinina fria tipica.

Se utiliz6 el anticuerpo monoclonal en el siguiente experimento en
conjuncion con un anticuerpo monocional MablL3,7,9 que es capaz de matar
cepas meningocacicas L3.

Estos dos mAbs se utilizaron en ELISA con microplacas prrerecubiertas
con poli-L-lisina (1 pg/ml, 2 h a 37°C) y después de recubrieron con L3 purificado
o LOS TrL3 purificado (5 pg, durante una noche a 4°C). Después las placas se
saturaron con BSA (1%, 30 minutos a temperatura ambiente). Después se llevé a
cabo un ELISA convencional con cada uno de los dos anticuerpos.

Los resultados (figura 4) muestran claraments que Mab L379 reacciona con
L3y TrL3 (figura 4B) pero 1B2-1B7 reacciona solamente contra LOS L3 (figura
4A). De este modo los autores pueden decir que TrL3 no se reconoce por
aglutinina fria que reacciona contra estructuras que contienen tetrasacarido LNnT

(tal como LOS L3 y glébulos rojos de seres humanos).

Cs
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De este modo LOS Trl3 tiene las caracteristicas optimas de ser mucho
tiempo suficiente capaz para retener epitopos protaciores, pero brevemente
suficientes para perder epitopos que pudieran tener implicaciones autoinmunes
en seres humanos.

No existe razén para sugerir que esto no debe también ser el caso para la

estructura de LOS L2 (IgtB-) truncada propuesta en esta solicitud de patente.

Ejemplo 7: Impacto de reticulacion en la pirogenicidad/antigenicidad de ampollas
B1820 D,1% de DOC
Ampollas (de la cepa B1820; que se derivaban de H44/76 con siaD(-)

PorA(-) FrpB(-)Hsf truncado regulado hacia niveles mayores, L3 truncado
madiante la cepa de mutacién IbtB(-), cultivadas en presencia de desferral, se
extrajeron las ampollas con 0,1% de DOC se reticularon utilizando diferentes
concantraciones de EDAC (cuanto mas de EDAC esta presente, mas se reticulan
la ampollas). La reticulacién es intra-ampolla como se muestra mediante filtracion
estéril de las ampollas.

El contenido en LOS en las ampollas as 18% como se mide mediante
tincién con plata después de eiectroforesis de SDS-PAGE utilizando LOS L3
Nmen purificado como patrén (Tsai, J. Biol. Standarization (1986) 14: 25 — 33). En
general el contenido de LOS en las ampolias extraidas con 0,1% de DOC es
alrededor de 20% de LOS, con 0,2% de DOC es alrededor de 15% de LOS, con
0,3% de DOC es alrededor de 10% de LOS y con 0,5% de DOC es airededor de
5% de LOS. En general las ampollas que compronden 10% de LOS sin conjugar o

mas son inaceptablemente pirogenas.

Pirogenicidad en conejos

Se ensayaron dos formulaciones (ampollas absorbidas en Al{OH)s o AIPQ,)

y los conejos recibieron 500 ng/kg por via IV en un ensayo de pirogenicidad como
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se describe en la Farmacopea Europea.

Los resultados muestran claramente (en la tabla més adelante) un impacto
positivo de la reticulacién intra-ampolla en la pirogenicidad de las ampollas. El
mismo lote de ampollas se utilizd como control o se reticularon con diferentes
concentraciones de EDAC. Cuanto mas se reticulaban las ampollas (mas EDAC)

eran menos pirdgenas. Esto se observé para dos diferentes formulaciones.

Tratamienta Formulacidn
Al(OH)s AIPO, Ambas formulaciones®
No reticuladas | 3,1° 28 59
EDAC 0,08 (27 22 49
EDSC 0,2 17 17 3.4
EDAC 1 1.5 1.4 29

* concentracién de EDAC: mg de EDAC por mg de ampollas
* suma de incremento de temperatura (°C) individual {3 conejos por grupo)
$ suma de seis conejos (3 dal grupo de AI(OH), y 3 para el grupo de AIPO,)

Antigenicldad de ampollas reticuladas

La antigenicidad de las ampollas anteriores (no adsorbidas) se valoré para
determinar si la reticulacién tenia algin impactc en la antigenicidad de las
ampollas. Las diferentes preparaciones de ampollas (reticuladas o no) se
recubrieron en una microplaca (10 pg/mi, durante una noche a 4°C). Después de
lavado y saturacién, se ahadieron a la placa dilucion en serie de MAb L379 o
sueros de ratones inmunizados con B1820 DOC al 0,1 6 al 0,5% (30 minutos a
temperatura ambiente con agitacién). La fijacion de anticuerpos en ampolias
recubiertas se revelaba usando anti-ratdn Ig acoplado a biotina después usando
un complejo de estreptavidina-peroxidasa seguido de un revelado usando OPD y
Hz02. La densidad de cada micropocillo se media usando un lector de
microplacas.

Los resultados muestran que MAb L739 (dirigida contra LOS L3 pero

63



41

también capaz de reaccionar con LOS TrL3 (el mutante IgtB’) y bactericida contra
capas L3) reconoce equivalentemente ampollas B1820 (sin conjugar) no tratadas
y las diferentes ampollas reticuladas (sea la que sea la concentracién de EDAC
utilizada). Véase |a figura SA. La respuesta mas alta obtenida con 0,2 y 1 de
EDAC podria reflejar un mejor anclaje de LOS an las ampollas o al menos una
mejor estabilidad de LOS en ampollas reticuladas a estas concentraciones de
EDAC.

También se utilizd suero de ratones para valorar la antigenicidad de estas
ampollas. Se utilizaron dos diferentes tipos de sueros; el primero se obtuvo de
ratones inmunizados con ampollas B1820 0,5% de DOC (ampollas con bajo
contenido en LOS < 8% induciendo principalmente anticuerpos antiproteina). El
segundo suero se cbtuvo de ratones inmunizados con ampollas B1820 0,1% de
DOC (ampollas con contenido en LOS 2 15% induciendo Abs bactericida cruzado
dirigido principalmente contra LOS) Como se observa con MADb, L379 los
resultados obtenidos con estos dos sueros (figura 5 B y 5C respectivamente) no
mostraban ninguna diferencia entre ampollas no tratadas (sin conjugar) y
ampollas reticuladas (sea la que sea la concentracidon de EDAC utilizada).

En conclusion, parece que la antigenicidad de LOS no se afectaba por la
reticulacion y que la antigenicidad “global” de las ampollas tampoco se modificaba
por el tratamiento de EDAC. Los experimentos de inmunogenicidad en ratones
estdn en curso para confirmar que la reticulacion (con altas concentraciones de
EDAC) no destruye la inmunogenicidad de antigenos protectores clave. Sin
embargo, los resultados preliminares (ejemplo 8) muestran donde Ia reticulacién
se hizo con 0,05 de EDAC en ampollas extraidas con 0,5% de DOC indicaban un
increamento en la inmunogenicidad de estas ampollas después de tratamiento con
EDAC.

EJemplo 8: Inmunogenicidad de ampollas reticuladas (quimica con 0,05 mg de

EDAC)

A
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En este experimento se produjeron ampollas de la cepa B1727. Esta cepa
es una cepa modificada genéticamente de H44/76, que es siaD(-) PorA(-) trL3
(IgtB") Hsf+TbpA regulada hacia niveles mayoras) Se extrajeron las ampollas
utilizando 0,5% de DOC. Se inmunizaron los ratones tres veces (los dlas 0, 21 y
28) por via IM. Por inyeccidn, recibian 5 ug de ampolias adsorbidas en Al(OH)a.

Se realizd un ensayo bactericida de suero contra la capa H44/76 en sueros
individuales tomedos 14 dias después de la tercera inyeccidn. Los resultados
muestran un impacto positivo de tratamiento de EDAC sobre el ndmero de
respondedores {nimera de ratones con titub de SBA > 100): 37% de
respondedores para ampollas tratadas con EDAC y solamente 17% con ampollas
no modificadas.

La ausencia de 3D-MPL en formulacion y el relativamente bajo porcentaje
de LOS en las preparaciones de ampollas (alrededor de 5%) después de
extraccién con 0,5% de DOC explican la bajas respuestas.

B1727 8iaD () PorA () Ampollas B1727 8iaD (-} PorA ()

TriL3 TbpA — Hsf TrL3ThpA — Hsf
Reticulacion con "EDAC" Sin tratamienio
Pracedimiento "UF/GPC/UF" Procedimiento "UF/GPC/UF*
Ratones
GMT 52 27
SBA en combinaciones 249 80
Respondedores 11/30 5/30

También se realizd un ELISA de anti-Hsf para determinar si la reticulacion
tiene un impacto en la inmunogenicidad de esta proteina. Los resultados
(obtenidos en sueros combinados) indican que la reticulacion no tiene impacto en

la respuesta de Ig anti-Hsf. No se detectd IgM.

2
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ELISA de anti-Hsf
igM IgG
B1727 SiaD (-) PorA (-)
TbpA- HsfTrL3 50 18140
Reticulacién con "EDAC®
B1727 Siad (-) PorA (-}
TbpA-Hsf TrL3 50 15627
Control negativo 50 50

Ejemplo 8: Datos de LOS TrL3

E! siguiente experimento valoraba:

- ol impacto de LOS L3 (lgtB(-)TrL.3) en la inductién de Abs capaz de
reaccionar con LNnT (lacto-N-neotetracsa);
- lainduccién de anticuerpos bactericidas de la construccion anterior.

Se produjeron fas ampolias a parlir de dos cepas genéticamente
modificadas de H44/76. Ambas eran siaD() PorA-) pero una producia un WT L3
LOS y la sagunda un LOS TrL3 (igtB(-)). Estas ampollas se produjeron segun dos
procedimientos diferentes con el fin de tener alto contenido en LOS (alrededor de
18%, usando extraccién con 0,1% de DOC) o bajo contenido en LLOS proximo al
5%, usando extraccion con 0,5% de DOC).

Los ratones se inmunizaron tres veces (los dias 0, 21 y 28) por via IM con 5

pg de ampollas (por inyeccion) adsorbidas en Al{OH)s con o sin 3D-MPL.

ELISA de anti-LNnT

Procedimiento: se recubrieron microplacas con LNnT conjugado a albumina sérica

de tipo humano mediante un espaciador (ADH) (5 pug de conjugados por ml en
PBS, 100 pg por micropacilllo). Después de una incubacion durante una noche a
4°C, se lavaron las placas y se saturaron con 1% de PBS-BSA (40 minutos a

temperatura ambiente). Después de lavado, se diluyeron en serie en 0,2% de
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PBS - 0,5% de BSA.

Se afadié Tween 20 (30 minutos a temperatura ambiente). La fijacién de

IgG a LNnT se revelé mediante anti-raton-igG acoplado a peroxidasa(Jackson)
seguido de incubacién con OPDA y H20,.
Resultados: El control positivo s 1B2-1B7 MAb. Este MAD reacciona con LNnT y
con LOS L3 (pero no LOS TrL3) (véase ejemplo anterior) y aglutina los glébulos
rojos de seres humanos. El control negativo (-) es forma de sueros de ratonas
inmunizados con adyuvante solo.

Los resultados (figura 6) muestran claramente que solamente las ampollas
de L3 con alto contenido en LOS (0,1% de DOC) inducen la produccion de 19gG
capaz de reaccionar con LNnT. Las ampollas de Tr L3 con un contenido similar de
LOS no inducen la produccion de IgG dirigida contra LNNT, como no ambas
preparaciones de ampollas qua contienen menor cantidad de LOS (0,5% de
DOC).

SBA en la cepa H44/76

Se realizaron ensayos de SBA contra la cepa H44/76 en sueros
individuales tomados 14 dia después de la tercera inyeccién. Los resultados
muestran claramente més adelante que ampollas LOS trl3 (igtB(-))inducen
niveles similares de anticuerpos bactericides que LOS L3 (véase GMT pero
también el nimero de ratones con el titulo de SBA > 1/100 (=SC)).

Formulaclén Ampolias L3 Ampollas TrL.3
0,5% de 0,1% de | 0,5% de 0,1% de
DOC DOC DOC DOC
AI(OH); + MPL GMT 331 4125 1029 3204
SC 19/30 2930 1|27/30 30/20
Al(OH), GMT 169 2029 138 828
SC 14/30 2930 |13730 /30

=)
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Ejemplo 10; Eliminacion de FrpB

Los siguientes datos son un sumario de dos experimentos preclinicos.

En estos experimentos dos cepas genéticamente modificadas de H44/76
se utilizaron para producir ampollas usando 0,1% de DOC. Las ampolias
obtenidas mediante este procedimiento tienen un contenido en LOS prédximo a
20%.

Las dos cepas de H44/76 eran las siguientes:

- B1733: siaD(-) Por A(-) Tr {truncada) Hsf regulada en ascenso IgtB(-)

- B1820: siaD(-) Por A(-) TrHs regulada hacia niveles mayores IgtB(-) FrpB(-)

Las ampollas se produjeron después de que las cepas se desarrollaran en
presencia de desferral para regular hacia niveles mayores la produccién de
proteinas dependientes de hierro tales como LbpA/B, TbpA/B, FrpB (en B1733),
efc.

Las diferentes preparaciones de ampollas se adsorbieron en Al{OH), y se
inyectaron en ratones por via IM dos veces, con una separacion de tres semanas.
Se tomaron muestras de sangre 7 dias despuas do la segunda administracion.

Los ratones reciblan por inyeccion 5 pg de ampollas.

Resultados de SBA

Se realizaron ensayos bactericidas en tres cepas de L3 (la cepa de tipo
salvaje homologa H44/76 y dos cepas heterdiogas de L3: NZ124 y M97250687.
Los resultados muestran claramente’ que las ampollas (B1820) FrpB(-}
(eliminacién) inducen una mejor respuesta bactericida cruzada heterdioga (titulos
altos y mejor seroconversion (abreviadamente. SC)) que las ampollas (B1733)
FrpB(+). La respuesta homologa, aunque se reducia mediante la supresion de
FrpB, es todavia satisfactoria.

Estos datos sugieren que FrpB es un mayor conductor en la respuesta

3L
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inmune provocada por ampollas, pero, como esta proteina de membrana externa
es altamente variable, los anficuerpos dirigidos contra esta protelna son
solamente capaces de inducir la muerte de la cepa homologa.' La supresion de
FrpB en la cepa de produccién de ampollas es por lo tanto un medio ventajoso de

mejorar la cobertura de la vacuna de ampollas producida.

Ampollas HA4/76 M97250687 NZ124
GMT SCTGMT SC|GMT SC
B1733 1518 30/30 | 151 1130 |70 429
B1820 781 1930|1316 24/30 | 276 19/30

Ejemplo 11: Impacto de la mutacién de msbB (IpxL1) sobre la pirogenicidad de
ampollas

Dos cepas de NmenB se utilizaron para esta evaluacion:
- la cepa de control que as galE(-) [y de este modo incapaz de fabricar
polisacarido capsular]

- la cepa mutante msbB: que os galE(-) y msbB(-)

Las ampollas se produjeron a partir de estas dos cepas usando 0,1% de
DOC con el fin de tener mds de 15% de contenido en LOS en las OMV
(ampollas). Como se ha establecido en los ejemplos previos, las
preparaciones de ampollas con un contenido en LOS mayor que 10% no son
satisfactorias desde un punto da vista de pirogenicidad y fracasa el ensayo de
pirogenicidad en conejos de [a Farmacopea Europea.

Las ampollas anteriores se formularon en Al(OH)s (50 pug de OMV(500 ug
de sales de AI3} para un ensaye da pircgenicidad en ratones (500 ng de

ampollas/kg inyactados por via V),

43
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Los resultados mas adelante demuestran claramente que ia supresion de
msbB (particularmente en una cepa incapaz de fabricar polisacarido capsular)
permite la produccién de ampollas que son no pirégenas en conejos incluso

para un contenido en LOS mayor que 15%.

Ampollas Dilucion Incremento de 1° Suma | Conclusién
individual (°C) det*
Control 0,1% de DOC 0,5 pg/kg 0,7-14-12 33 Fracaso
msbB(-) 0,1% de DOC 0,5 po/kg 0,1-02-0,2 0,5 Pasa

Reglas de la Farmacopea Europea:
- “Pasa" si la suma de t° individuales < 1,15°C
- “Fracasa si no repite” si la suma de {° individuales esta entre 1,15°C y
2,65°C
- "Fracasa’ si la suma de {° individuales > 2,65 °C

Conclusion:

Una composicién que comprende ampollas L3 y L2 derivadas de cepas
meningocdcicas que tienen ias mutaciones igtB(-) y msbB(-) y se extraen con
bajas concentraciones de deoxicolato (por ejempio 0,1%) proporciona una base
fuerte para una vacuna eficaz, segura contra meningococo B. Las cepas de
produccién de ampollas son iiealmente deficientes en sintesis de polisacdrido
capsular y tienen LOS que estdn reticulados intra-ampolla a la proteina de
membrana extema. Cualquier o ambas de PorA(-) vy FrpB(-) son de ayuda
adicional en la mejora de la eficacia bactericida cruzada, como son regulaciones

hacia niveles mayores de antigenos Hsf y/o TbpA.
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la

presente invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se
declara reivindicar como de propiedad y de derecho exclusivo:

1. Una preparacion de ampollas de Neisseria derivada de una cepa de
Neisseria con un inmunotipo LOS L2 o de una cepa de nelsserla con un
inmunotipo L3 LOS y en la que la cepa es 19tB™; o una preparacién en ampolla de
Neisserial que comprende una combinacién de ampollas derivadas de una cepa
neigserial con un inmunotipo L2 LOS y una cepa neisserial con un inmunotipo L3
LOS, en la que opcionalmente cada cepa es 1gt8".

2. La preparacién de ampollas de Neisseria de la reivindicacion 1, en la
que la (s) capa (s) de Neisseria son meningocdclicas, preferiblemente serogrupo
B.

3. La preparaclén de ampollas de Neisseria de la reivindicacion 1 & 2,
en la que la (s) cepa (s) de Neisseria no pueden sintetizar polisacérido capsular.

4. La preparacidn de ampollas de Naisseria de la reivindicacion 3, en la
que la {s) cepa (s) de Neisseria tienen uno de los siguientes genes de polisacarido
capsular regulados hacia niveles menores de expresion, y preferiblemente
suprimidos, comparados con |a (s} cepa (s) nativa (s) a partir de las que se
derivan: ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, synA, synB, synC o, preferiblemente, siaD; y en la
que cuando las empollas L2 y L3 estdn ambas presentes, las cepas de las que se
derivan tienen preferiblemente el mismo gen de polisacédrido capsular regulado
hacia niveles menores de expresién en cada capa.

S. La preparacién de ampollas de Neisseria de las reivindicaciones 1 -
4, on Ia que la (s) cepa (s) de Neissena tienen cualquier o ambos de los
siguientes genes de llpido A regulado hacia niveles menores de expresion, y
preferiblemente suprimidos, comparados con la (s) cepa (s) nativa (s) a partir de

las que se derivan: msbB o htrB, preferiblemante el primero; y en la que cuando
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las ampollas L2 y L3 estdn ambas presentes, las cepas de las que se derivan
tienen prefariblemente el (los) mismo (s) gen (es) de lipido A regulado hacia
niveles menores de expresion en cada cepa.

' 6. La preparacién de ampoilas de Neisseria de las reivindicaciones 1 -
5, en la que la (s) cepa (s) de Neissaria tienen 1 o mas de los siguientes genes de
proieina de membrana externa regulado hacia niveles menores de expresion, y
preferiblemente suprimidos, comparados con la (s) cepa (s) nativa (s) a partir de
las que se derivan: porA, porB, opA, opC, pilC o frpB; y en la que cuando las
ampollas L2 y L3 estan ambas presentes, las cepas de las que se derivan tienen
prefaeriblemente el (los) mismo (8) gen (es) de proteina de membrana extemna
regulados hacia niveles menores de expresion en cada cepa.

7. La preparacion de ampollas de Neisseria de 1a reivindicacion 6, en la
que la (s) cepa (s) de Neisseria tienen cualquiera de las siguientes combinaciones
de genes de proteina de membrana externa ragulado hacia niveles menores de
expresion, y preferiblemente suprimidos, comparados con la (s) cepa (s) nativa (s)
a partir de las que se derivan: PorA y OpA, PorAy OpC, OpA y OpC, PorAy OpA
y OpC, PorAy FrpB, OpC y FrpB, OpA y FrpB, PorAy OpAy OpC y FrpB.

8. La preparacién de ampollas de Neisseria de las reivindicaciones 1 -
7. en la que la (5) cepa (s) de Neisseria tienen 1 o mas de los siguientes
antigenos de proteina de membrana externa regulados hacia niveles mayores de
expresion: NspA, TbpA bajo, TbpA alto, Hsf, Hap, OMP85, PilQ, NadA, LbpA,
MItA; vy en la que donde las ampollas L2 y L3 estan ambas presentes, las cepas
de las que se derivan tienen prefariblemente uno o més antigenos diferentes de
proteina de membrana extema regulados hacia niveles mayores de expresién en
cada cepa.

9, Una preparacién de ampollas de Nelsseria derivada de una cepa de
Neisseria que ha tenido dos 0 mas de las proteinas de membrana externa

reguladas hacia niveles menores de expresion, y preferiblemente suprimidas,
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comparadas con la cepa nativa de |a que se deriva; PorA, PorB, OpA, OpC, PilC o
FrpB.

10. La preparacidon de ampollas de Neisseria de la reivindicacion 9, en ia
c'1ue ia cepa de Neisseria ha tenido cualquiera de las siguientes combinaciones de
proteinas de membrana externa regulada.sa hacia niveles menores de expresion, y
preferiblemante suprimidas, comparadas con la cepa nativa a partir de las que se
deriva: PorA y OpA, PorA y OpC, OpAy OpC, PorA'y OpA y OpC, PorA y FrpB,
OpC y FrpB, OpAy FrpB, PorAy OpAy OpC y FrpB.

11. La (s) cepa (s) de Neisseria a partir de las que las preparaciones de
ampollas de Neisseria de las reivindicacionas 1 - 10 se derivan.

12. Una preparacion de LOS aislada de la (8) cepa (s) de Neisseria de la
reivindicacién 11 que comprende inmunotipo LOS L2 y/o L3.

13. La preparacion de LOS de la reivindicacién 12 en una formulacion
de liposomas.

14, La preparacion de las ampollas de Neisseria de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 — 10 o la preparacién de LOS de la reivindicacién 12 6 13,
en la que los LOS contenidos an ella se conjugan. a una fuente de . epitopes
auxiliares T, preferiblemants una proteina o proteina de la membrana externa.

15. La preparacion de las ampollas de Neisseria de la reivindicacién 14
que se puede obtener medianta un procedimiento de reticulacién intra-ampollas.

16. Una composicién o vacuna inmunogénica que comprende la
preparacion de ampollas de Neisseria la preparacién de LOS de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 — 10 6 12 — 15 y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

17. La vacuna de la reivindicacién 16, que comprende adicionalmente
un adyuvante, prefariblemente hidréxido de aluminio, o 3D-MPL y fosfato de
aluminio.

18. La vacuna de la reivindicacion 16 6 17 que comprende

3
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adicionalmente uno o més polisacaridos capsulares conjugados u oligosacaridos
derivados de las siguientes cepas: meningococo serogrupo A, meningococo
serogrupe C, meningococo serogrupo W-135, meningococo serogrupo Y, y H.
influenzae tipo b.

19. Un procedimiento de fabricacién de vacuna de preparacién de
ampollas de Neisseria de la reivindicacién 16 que comprende las etapas de
cultivar la (s) cepa (s) de Neisseria de la reivindicacion 11, aislar las ampollas de
aquellas, opcionalmenta combinar las ampollas L2 y L3 si es adecuado, y formular
las ampollas con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

20. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que la etapa de
aislamiento se lleva a cabo mediante extracciéon con 0 - 0,5, 0,02 - 0,4, 0,04 —
03, 006 - 02 6 008 - 0,15% de desoxicolato, preferiblemente con
aproximadamente o exactamente 0,1% de desoxicolato.

21. Una preparacidon de ampollas de una cepa de bacterias Gram —
negativas en la membrana extema de la que se integra una proteina de
membrane extema conjugada a LOS.

22. La preparacion de ampollas de la reivindicacién 21, en la que mas
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, BO, 90, 95, 6 99% de LOS conjugados tienen su
resto de lipido A integrado en la membrana externa de la ampolla y/o en un
ambiente en el que su toxicidad se reduce o se protege de un hospadador al cual
se ha administrado.

23. La preparacion de ampollas de la reivindicacién 21 ¢ 22, en la que la
toxicidad de LOS en la ampolla se reduce comparada con las ampollas con |a
misma cantidad de LOS no conjugada.

24. La preparacion de ampollas de la reivindicacién 21 - 23, en la que
mds de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 6 99% de LOS conjugado esta en
una conformacién nativa adecuada para inducir una respuesta de anticuerpo

bactericida contra é! cuando se administra a un sistema inmune de hospedador.

Feo)
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25. La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 21 — 24, en la
que los LOS tienen una conformacidon adecuada para p-rovocar una raspuesta
i-nmune an un reactivo de hospedador contra LOS no conjugados.

26, La preparacién de ampollas de las reivindicaciones 21 — 25, en la
que la proteina de membrana externa se conjuga al resto de oligosacéridos o
polisacaridos de la molécula de LOS.

27. La preparacidon de ampollas de las reivindicaciones 21 ~ 26, en la
que la protelna de membrana externa y la molécula de LOS son nativas a la cepa
de bacterias Gram — negativas de las que las ampollas se derivan.

28. La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 21 — 27
obtenibie mediante un procedimiento de reticulacién intra-ampolla.

29. La preparacién de ampollas de las reivindicaciones 21 - 28, en la
que mas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90. 6 99% de LOS presente en las

' ampolias esta reticulado.
30. La preparacién de ampollas de las relvindicaciones 21-29 derlvada de una
cepa Gram-negativa que no produce polisacarido capsular, o de una preparacion de
ampollas que no comprende polisacérido capsular.

31. La preparacion de ampollas de las reivindicacionas 21 - 30, en la
que el polisacérido capsular no se conjuga a una proteina de membrana externa
integrada en la preparacion de ampollas.

32. Lapreparacidn de ampollas de las reivindicaciones 21 — 31 derivada
de una cepa de Moxarella catarrhalis o de Haemophilus influenzae no
caractetizable,

33. La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 21 - 31 derivada
de una cepa de Neisseria preferiblemente Neisseria meningitidis.

34. La preparacién de ampollas de la reivindicacién 33, en la que la
preparacion de ampollas comprende LOS L2 conjugados, LOS L3 conjugados o
una mezcla de de LOS L2 y L3 conjugados, preferiblemente conjugados

separadamente a al menos 2 ampollas diferentes.

ey
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35. La preparacién de ampollas de la reivindicacion 33 6 34 derivada de
cepas IgtB", o en la que el LOS tiene una estructura truncada consistente con la
que se ha derivado de una cepa que es IgtB",

. 36. La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 32- 35 derivada
de cepas hirB" y/o msbB’, o en la que el resto de lipido de LOS carece de cadenas
de acilo secundarias consistente con la que se ha aislado de una cepa
meningocécica hirB” y/o msbB".

37. Una composicion o vacuna inmunogénica que comprende la
preparacién de ampollas de las reivindicaciones 21 — 36 y un exciplente
farmacéuticamente aceptable.

38. La composicién o vacuna inmunogénica de la reivindicacion 37 que
comprende adicionalmente un adyuvante, preferiblemente hidréxido de aluminio,
o 3D-MPL y fosfato de aluminio.

39. La composicién o vacuna inmunogénica de la reivindica-cidn 376 38
que comprende adicionalmente uno © més polisacaridos u oligosacéridos
capsulares conjugados derivados de las cepas siguientes: meningococo
serogrupo A, meningococo serogrupo C, meningococo serogrupo W-135,
meningococo serogrupo Y, y H. influenzae tipo b.

40. Un procedimientc de producir una preparacién de ampollas
conjugadas intra-ampolla de una cepa de bacterias Gram - negativas en la
membrana extema de la que se integra una proteina de membrana externa
conjugada a LOS, que comprende las etapas de:

a) aislar ampollas de la cepa Gram — negativa,

b) llevar a cabo la quimica adecuada para conjugar el resto de
oligosacdridos de LOS presente en las ampollas a una proteina de
membrana externa presente en la misma ampolia,

c) aislar |a preparacion de ampollas conjugadas intra-ampolla, y

d) formular opcionalmente la preparacion de ampollas conjugadas intra-
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ampolia con una preparacion adicional de ampollas conjugadas intra-
ampolla fabricada mediante el mismo procedimiento pero teniendc un
inmunctipo LOS diferente y/o formular al preparacion de ampollas con
un excipients farmacéuticamente aceptable para fabricar una
composicién de vacunas.

41, El procedimiento de la reivindicacién 40 en el que en la etapa a) las
ampollas se extraen usandc una concentracion baja de desoxicolato tal como 0 —
0.3%, preferiblemente alrededor de o exactaments 0,1%.

42, El procedimiento de la reivindicacién 40 ¢ 41, en el que en la etapa
b) el pH se mantiene entre 7 y 9, preferiblemente alrededor de 7,5.

43, El procedimiento de las reivindicaciones 40 - 42, en el que la etapa
b} se lleva a cabo en 1 — 5% de sacarosa, preferiblemente alrededor de 3%.

44. El procedimiento de las reivindicaciones 40 - 43, en el que la etapa
b} se lleva & cabo en condiciones de baja concantracion de NaCl.

45. El procedimiento de las reivindicaciones 40 - 44, en el que la etapa
b) se lleva a cabo con quimica de EDAC/NHS.

46. El procedimiento de las reivindicaciones 40 - 45, en el que en la
etapa a) las ampollas se aislan de una cepa de Neisseria, preferiblemente una
capa meningocdcica, mas preferiblemente una cepa de meningococo B.

47. El procedimiento de la reivindicacién 46 en el que la cepa no puede
fabricar polisacérido capsular y es preferiblemente un mutante siaD’.

48.  El procedimiento de la reivindicacidn 46 6 47 en el que la cepa es
un mutante IgtB".

49, El procedimiento de las reivindicaciones 46 - 48 en el que la cepa
es un msbB y/o htrB’.

50. EIl procedimiento de las reivindicaciones 46 - 49 en el que la cepa
tiene un inmunotipo LOS L2.

51. El procedimiento de las reivindicaciones 46 - 50 en el que |a cepa

e\
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liene un inmunotipo LOS L3.

52. El procedimiento de las reivindicaciones 46 -~ 51 en al que en la
alapa d) una preparaciéon de ampollas conjugadas intra-ampolla meningocécica
con un inmunotipo 1.2 fabricado mediante el procadifnianto de la reivindicacién 50
se combina con una preparacion adicional de ampollas conjugada intra-ampolla
meningocdcica con un inmunotipo L3 fabricado mediante el procedimiento de la

reivindicacion 51.

8T



Figura1: Inmunotipos L3y L2 (Cepas H44/76,MC58)
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Figura2: Inmunotipos L3 y L1 (e.g.Cepa 126E)
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Figura 5A
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