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NOVEL IMMUNOGENIC COMPOSITIONS FOR THE PREVENTION
AND TREATMENT OF MENINGOCOCCAL DISEASE

Field of the Invention

The present invention relates to Neisseria ORF2086 proteins (Subfamily A
and Subfemily B), which may be isolated from bacterial strains such as those of
Neisseria species, including strains of Neisseria meningitidis (serogroups A, B, C,
D, W-135, X, Y, Z and 298 ), Neisseria gonorrhoeae, and Neisseria lactamica, as
well as immunogenic portions and/or biological equivalents of said proteins. The
present invention also relates to amtibodies that immunospecifically bind to said
proteins, immunogenic portions and/or biological equivalents. Further, the present
invention relates to isolated polymucleotidss comprising nucleic acid sequences
encoding any of the foregoing proteins, immumogenic portions, biological
equivalents and/or antibodies. Additionally, the present invention relates to
immmogenic compositions and their use in preventing, treating and/or diagnosing
meningococcal infection caused by N. meningitidis, and in particular meningococcal
disease caused by N. meningitidis serogroup B, as well as mothods for preparing said
compositions. This invention relates to both recombinant forms and forms isolated
from a natural source, as well as both lipidated and non-lipidated forms. '
Background of the Invention

Meningococcal meningitis i a devastating disease that can kill children and
young adults within hours despite the aveilability of antibiotics. Pizza et al., 2000,
Science 287:1816-1820. Meningitis is characterized as an inflammation of the
meninges resulting in an intense headache, fever, loss of appetite, intolerance to light
and sound, rigidity of muscles, especially in the neck, and in severe cases
convulsions, vomiting amd delirium leading to death. The symptoms of
meningococcal meningitis appear suddenly and culminate in meningococcal
gepticemia with its cheracteristic hemorrhagic rash A mapid diagnosis and
immediate treatment with large doses of antibiotics is critical if there is to be any
chance of survival. 2000. Bantam Medical Dictionary, Third Edition 302,

Meningococcal meningitis is caused by Neisseria meningitidis (the
meningococcus), a Gram-negative, capsulated bacterium that has been classified into
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several pathogenic serogroups including A, B, C, D, W-135, X, Y, Z and 29E.
Serogroup B strains of N. meningitidis are a major cause of meningococcal disease
throughout the world. For example, it is reported in the medical literature that
gerogroup B is respomsible for abont 50% of bacterial meningitis in infants and
children residing in the United States and Europe. No vaccine currently exists to
prevent meningococcal disease cansed by N. meningitidis serogroup B.

Developing an immunogenic composition for the prevention of serogroup B
meningococcal disease hns been a challenge to researchers since the work of
Goldschneider et al. over thirty years ago. Goldschneider er al.,1969, J. Exp. Med
129(6):1307-26; Goldschneider et al,1969; J. Exp. Med 129(6):1327-48; Gotschlich
et al.,1969, J. Exp. Med. 129(6):1385-95; and Gotschlich et al,, 1969, J. Exp. Med.
129(6):1367-84. Unlike scrogroup A disease, which virtually disappeared from
North America after World War II, Achtman, M., 1995, Trends in Microbiology
3(5):186-92, disease caused by serogroup B and C organisms remains endemic
throughout much of the economically developed world. The incidence of diseasc
varies from <1/100,000 where endemic disease is rare to 200/100,000 in high nisk
populations during epidernics.

Vaccines based on polysaccharide conjugates have been developed against
N, meningitidis serogroups A and C and appear to be effective in preventing disease.
Currently, an immunogenic composition made of capsular polysaccheride from
gserogroups A, C, Y, & W-135 is available. Ambrosch et al.,1983, Immunogenicity
and side-offects of a new tetravaient. Bulletin of the World Health Organizaiion
61(2):317-23. However, this immumogenic composition elicits a T-cell independent
immune response, is not effective in young children, and provides no coverage for
serogroup B strains, which canse upwards of 50% of meningococcal disease.

Others have also attempted to develop immunogenic compositions using
capsular polysaccharides. Recently, immunogenic compositions for serogroup C
disease prepared by conjugating the serogroup C capsular material to proteins have
been licensed for use in Europe. However, the serogroup B capsule may be
unsuitable as a vaccine candidate because the capsule polysaccharide is composed of
polysialic acid which bears a similarity to carbohydrate moieties on developing

2
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buman neural tissues. This sugar moiety is recoguized as a self-antigen and is thus
poorly immunogenic in humans.

Outer membrane proteins (OMP's) have been developed as slternative
vaccine antigens for serogroup B disease. Monoclonal antibody binding to the two
variable regions of ParA define the serosubtyping scheme for meningococci. PorA
proteins thus serve as the serosubtyping antigens (Abdillahi ez al., 1988, Microbial
Pathogenesis 4(1):27-32) for meningococcal straing and are being actively
investigated as components of a serogroup B immumogenic composition (Poolman,
1996, Adv. Exp. Med. Biol. 397:73-7), since they can elicit bactericidal antibodies
(Saukkonen, 1987, Microbial Pathogenesis 3(4):261-7). Bactericidal antibodies are
thought to be an indicator of protection and any new immunogenic composition
candidate should elicit these functional antibodies.

Studies in humans as well as animals indicate that the serosubtyping antigen,
PorA, elicits bactericidal antibodies. However, the immuns response to Por A is
gencrally serosubtype specific. In particular, serosubtyping data indicate that an
immunogenic composition made of PorAs may require a PorA for each serosubtype
to be covered by such an immunogenic composition, perhaps as many as six to nine.
Therefore, 6-9 PorAs will be needed to cover 70-80% of serogroup B straing. Thus,
the variable nature of this protein requires a multivalent vaccine composition to
protect against a sufficient number of meningococcal serasubtype clinical isolates.

Developing an immunogenic composition for serogroup B_meningococei has
been so difficult that recently several groups have sequenced the genomes from
strains representing both serogroups A and B to assist in identifying new
immunogenic composition candidates. Tettelin, 2000, Science, 287(5459):1809-15;
Pizza et al, 2000, Science 287:1816-1820. Identifying new immunogenic
composition candidates, even with the knowledge of the neisserial genome, iz a
challenging process for which adequate mathematical algorithms do not currently
exist. In fact, a recent report indicates that deapito identifying hundreds of open
reading frames (“ORFs™) containing theoretical membrane epanning domains,
problems with expression, purification, and inducing surface reactive, and
functionally active antibodies have led investigators to only seven candidates for a

3
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serogroup B meningococcal immunogenic composition. See Jd. One of these was
previously known.

Accordingly, there remains a need for immunogenic compositions that (1)
elicit bactericidal antibodies to multiple neiseerial sirains; (2) react with the surface
of multiple strains; (3) confer passive protection against a live challenge; and/or (4)
prevent colonization.

Summary of the Invention

To meet these and other needs, and in view of its purposes, the present
mvention provides Neisseria ORF2086 proteins (“2086 proteins™), including 2086
Subfamily A proteins and 2086 Subfamily B proteins. Bach of the 2086 proteins are
proteins that can be isolated from native neisserial strains, including strains of
Neisseria meningitidis (serogroups A, B, C, D, W-135, X, Y, Z and 29E ), Neisseria
gonorrhoeae, and Neisseria lactamica. The 2086 proteins may also be prepared
using recombinant technology.

In particular, the present invention provides the 2086 proteins, immunogenic
portions thereof, and/or biological equivalents thereof, antibodies that
immumospecifically bind to any of the foregoing, and polynucleotides comprising
nucleic acid sequences that encode any of the foregoing. The present invention
includes compositions, immunogenic compositions and their use in preventing,
treating and/or diagnosing memningococcal infection, and in particular meningococcal
disease caused by N. meningitidis, as well as methods for preparing said
compositions. The 2086 proteins herein include recombinant forms and forms
igolated from a natural source, as well as both lipidated and non-lipidated forms.

The present invention unexpectedly and advantageously provides
compositions that (1) elicit bactericidal antibodies to multiple neisserial strains, such
as strains of N. meningitidis, N. gonorrhoeae, and/or N. lactamica; (2) react with the
surface of multiple strains; (3) confer passive protection against a live challenge;
and/or (4) prevent colonization, as well as methods of using said compositions and
methods of preparing said compositions. Various embodiments of the invention are
described below.
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Brief Description of the Drawings

FIG. 1A depicts an SDS-PAGE gel that depicis the two major proteins of the
protein fractions obtained from the experiments for identifying neisserial membrane
protein extract that is capable of eliciting bactericidal antibodies against
heterologous strains.

FIG. 1B depicts the resulis from the experiments from the identification of
the two major proteins by analyzis of TMARE Flow Through components by protease
digestion and reverse Phase N-terminal sequencing. _

FIG. 2 depicts the purification scheme and homogeneity as determined by
SDS-PAGE of rLP2086.

FIG. 3 depicts the results from the experiments from the identification of the
two major proteins and one minor protein by analyzis of TMAE Flow Through
components by LC-MS/MS and the corresponding SDS-PAGE.

FIG. 4 is an SDS-PAGE gel from the recombinant expression of 2086
protein.

FIG. 5 is a schematic diagram of plasmid pPX7340, as described in the
examples herein.

FIG. 6 is a schematic diagram of plesmid pPX7328 as described in the
examples herein.

FIG. 7 is a schematic diagram of plasmid pPX7343 as described in the
examples herein.

FIG. 8 illustrates N-terminal regions of 2086 gene from various strains.

FIG. 9A is a flow chart showing the preliminary steps in the identification of
an immunogenic component in a nesserial strain.

FIG. 9B is a flow chart showing the final steps in the identification of an
immunogenic component in a nesserial strain.

FIG. 10A is a schematic disgrarn of the pBAD arabinose inducible promoter
which drives the expression of the P4 signal/lORF2086 fusion protein to express a
lipidated form of rP2086 as described in the examples herein.

FIG. 10B is a schematic diagram of the pET9a-T7 vector for recombinant
expression of nonlipidated form of ORF2086.

5

>

10



10

15

20

30

WO 2004/091596 PCT/US2004AH 1901

FIG. 11A is a photograph representing whole cell lysates of E. coli B
expressing the rLP2086 protein.

FIG. 11B shows whole cell lysates of E. coli B expressing the rP2086
protein.

FIG. 12 is a phylogenetic tree showing an arganization of the subfamilies
and groups of ORF2086 proteins according an implementation of the present
invention.

FIG. 13 is a graphic illustration of whole cell ELISA data for the rLP2086
Subfamily A antisera.

FIG. 14 is s graphical illustration of whole cell ELISA data for the rLP2086
Subfamily B entisera.

FIG. 15 is a graphical illustration of the results of the YL.P2086 mixing study
- WCE Titers.

FIG. 16 is a graphical illustration of the results of the rLP2086/rPorA mixing
study - WCE Titers.

FIG. 17 is a Western Blot showing reactivity of rLP2086 mouse antisera to
P2086 Subfamily B N. meningitidis whole cell lysates.

FIG. 18 is a Western Blot showing reactivity of rLP2086 mouse antisera to
P2086 Subfamily A N. meningitidis and N, lactamica whole cell lysates.

FIG. 19 is a phylogenetic tree showing an organization of subfamilies and
groups of ORF2086 proteins according to an implementation of the invention.

FIG. 20 is a sequence alignment comparing polypeptides of the present
invention.

Sequence Summary

SEQ ID NOS. For Studied Sequences:

SEQ ID NO:1 nucleic acid sequence encoding amine acid sequence for mature
2086 protein from L3 6275 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:2 amino acid sequence for mature 2086 protein from L3 6275 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:3 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L3 6275 when combined with a P4 leader sequence.

6
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SEQ ID NO:4 amino acid sequence for mature 2086 protein from 13 6275 sirain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:5 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L3 6275 strain.

SEQ ID NO:6 amino acid saquence for mature 2086 protein from L3 6275 strain.
SEQ ID NO:7 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC2369 strain when combined with a pative leader sequence.
SEQ ID NO:8 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC2369 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:9 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC2369 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:10 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC2369 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:11 nucleic actd sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC2369 strain.

SEQID NO:12 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC2369 sirein.
SEQ ID NO:13 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1034 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:14 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1034 strain
prepeared using a native leader sequence.

SEQ ID NQ:15 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1034 when combined with a P4 Jeader sequence.

SEQID NO:16 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1034 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:17 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1034 strain.

SEQID NO:18 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1034 strain.
SEQ ID NO:19 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L4 891 strein when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:20 amino acid sequence for mature 2086 protein from 14 891 sirain

prepared using & native leader sequence.
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SEQ ID NO:21 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L4 891 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:22 amino acid sequence for mature 2086 protein from L4 891 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:23 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L4 891 strain.

SEQ ID NO:24 amino acid sequence for mature 2086 protein-from 14 891 strain.
SEQ ID NO:25 nncleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from B16B6 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:26 amino acid sequence for mature 2086 protein from B16B6 strain
prepared using & native leader sequence.

SEQ ID NO:27 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from B16B6 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:28 amino acid sequence for mature 2086 protein from B16B6 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:29 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from B16B6 strain.

SEQ ID NO:30 amino acid sequence for mature 2086 protein from B16B6 strain.
SEQ ID NO:31 nucleic acid sequance encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from W135 (ATCC35559) strain when combined with a native leader
sequence.

SEQ ID NO:32 amino acid sequence for mature 2086 protein from W135
(ATCC35559) strain prepared uzing a native leader sequence.

SEQ ID NO:33 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from W135 (ATCC35559) when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:34 amino acid sequence for mature 2086 protein from W135
(ATCC35559) strain prepared using a P4 leader sequence.

SBQ ID NO:35 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from W135 (ATCC35559) strain.

SEQ ID NO:36 amino acid sequence for mature 2086 protein from W135
(ATCC35559) strain.
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SEQ ID NO:37 mnucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from C11 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:38 smino acid sequence for mature 2086 protein from C11 sirain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:39 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from C11 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:40 amino acid sequence for mature 2086 protein from Cl1 strain
prepared using a P4 leader sequence,

SEQ ID NO:41 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from C11 strain.

SEQ ID NO:42 amino acid sequence for mature 2086 protein from C11 strain.

SEQ ID NO:43 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from Y (ATCC35561) strain when combined with a native leader
sequence.

SEQ ID NO:44 amino acid sequence for mature 2086 protein from Y (ATCC35561)
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:45 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from Y (ATCC35561) when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:46 amino acid sequence for mature 2086 protein from Y (ATCC35561)
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:47 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from Y (ATCC35561) strain.

SEQ ID NO:48 amino acid sequence for mature 2086 protein from Y (ATCC35561)
strain.

SEQ ID NO:49 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250732 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:50 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250732
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:51 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250732 when combined with a P4 leader sequence.
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SEQ ID NO:52 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250732
gtrain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:53 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protain from M98 250732 strain.

SEQ ID NO:54 emino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250732
strain.

SEQ ID NO:55 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250771 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:56 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250771
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:57 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250771 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:58 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250771
strain prepared using & P4 leader sequence.

SEQ ID NO:59 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250771 strain.

SEQ ID NO:60 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250771
strain.

SEQ ID NO:61 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1135 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:62 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1135 strein
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:63 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1135 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:64 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1135 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:65 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1135 strain.

SEQ ID NO:66 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1135 strain.
SEQ ID NO:67 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252153 strain when combined with a native leader sequence.
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SEQ ID NO:68 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252153
gtrain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:69 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252153 when combined with a P4 leader ssquence.

SEQ ID NO:70 amino acid sequence for matare 2086 protein from M97 252153
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:71 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252153 strain.

SEQ ID NO:72 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252153
strain.

SEQ ID NO:73 nucleic acid eequence encoding amino ecid sequence for mature
2086 protein from CDC1610 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:74 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1610 strain
prepared using a native leader sequence,

SEQ ID NO:75 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1610 when combined with a P4 leader sequence.

SEQID NO:76 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1610 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NQ:77 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1610 sirain.

SEQID NO:78 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1610 strain.
SEQ ID NO:79 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2036 protein from CDC1492 strain when combined with a native leader sequence.
SEQID NO:80 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1492 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:81 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1492 when combined with a P4 leader sequence.

SEQID NO:82 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1492 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:83 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1492 strain.
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SEQ ID NO:84 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1492 strain.
SEQ ID NO:85 mnucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 1.8 M978 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:86 amino acid sequence for mature 2086 protein from L8 M978 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:87 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L8 M978 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:88 amino acid sequence for mature 2086 protein from L8 M978 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:89 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L8 M978 strain.

SEQ ID NO:90 amino acid sequence for mature 2086 protein from 1.8 M978 strain.
SEQ ID NO:91 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252988 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:92 amino acid sequence for matare 2086 protein from M97 252988
strain prepared using & native leader sequence. .

SEQ ID NO:93 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252988 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:94 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252988
strain propared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:95 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252988 strain.

SEQ ID NO:96 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252988
rain )

SEQ ID NO:97 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252697 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:98 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252697
strain prepared using e native leader sequence.

SEQ ID NO:99 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252697 when combined with a P4 leader sequence.
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SEQ ID NO:100 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252697
sirain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:101 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252697 strain.

SEQ ID NO:102 amino acid sequemce for mature 2086 protein from M97 252697
strain.

SEQ ID NO:103 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 6557 strain when combined with & native leader sequence.

SEQ ID NO:104 amino acid sequence for mature 2086 protein from 6557 strain
prepared using & native leader sequence.

SEQ ID NO:105 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from 6557 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:106 amino acid sequence for mature 2086 protein from 6557 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:107 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 6557 strain.

SEQ ID NO:108 amino acid sequence for mature 2086 protein from 6557 strain.
SEQ ID NO:109 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 2996 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:110 amino acid sequence for mature 2086 protein from 2996 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:111 nucleic acid sequemce for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from 2996 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:112 amino acid sequence for meture 2086 protein from 2996 strain
prepared using a P4 leader sequance.

SEQ ID NO:113 nucleic acid sequence encoding amijno acid sequence for mature
2086 protein from 2996 strain.

SEQID NO:114 amino acid sequence for mature 2086 protein from 2996 strain.
SEQ ID NO:115 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein fromn M97 252976 strain when combined with a native leader sequence.
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SEQ ID NO:116 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252976
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:117 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M97 252976 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:118 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252976
strain prepared using a P4 leader soquence.

SEQ ID NO:119 mucleic acid sequemce encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252976 strain.

SEQ ID NO:120 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252976
strain.

SEQ ID NO:121 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 251854 strain when combined with a pative leader sequence.
SEQ ID NO:122 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 251854
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:123 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M97 251854 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:124 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 251854
strain propared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:125 nucleic acid sequence encoding smino acid sequence for mature
2086 protein from M97 251854 strain.

SEQ ID NO:126 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 251854
sirain,

SEQ ID NO:127 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protain from CDC1521 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:128 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1521
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:129 mnucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from CDC1521 when combined with a P4 leader sequence.
SBEQ ID NO:130 ammo acid sequence for mature 2086 protein from CDC1521

strain prepared using a P4 leader sequence.
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SEQ ID NO:131 nmcleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1521 strain.

SEQ ID NO:132 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1521
strain.

SEQ ID NO:133 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250622 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:134 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250622
strain prepared uzing a native leader sequence.

SEQ ID NO:135 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M98 250622 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:136 amino acid sequence for mature 2086 protein froma M98 250622
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:137 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250622 strain.

SEQ ID NO:138 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250622
strain.

SEQ ID NO:139 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 870446 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:140 amino acid sequence for mature 2086 protein from 870446 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:141 pucleic acid sequence for encoding mmino acid sequence for
mature 2086 protein from 870446 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:142 amino acid sequence for mature 2086 protein from 870446 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:143 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 870446 strain.

SEQID NO:144 amino acid sequence for mature 2086 protein from 870446 strain.
SEQ ID NO:145 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protetn from M97 253248 strain when combined with a native Ieader sequence.
SEQ ID NO:146 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 253248
strain prepared using a native leader sequence.
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SEQ ID NO:147 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M97 253248 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:148 emino acid sequence for mature 2086 protein from M97 253248
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:149 nucleic acid sequence encoding emino acid sequence for mature
2086 protein from M97 253248 strain.

SEQ ID NO:150 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 253248
sirain.

SEQ ID NO:151 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein froma M98 250809 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:152 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250809
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:153 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M98 250809 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:154 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250809

" strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:155 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250809 strain.

SEQ ID NO:156 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250809
strain.

SEQ ID NO:157 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from LS M981 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:158 amino acid sequence for mature 2086 protein from L5 M981 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:159 mucleic acid sequenco for encoding amino aecid sequence for
mature 2086 protein from L5 M981 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:160 amino acid sequence for mature 2086 protein from 1.5 M981 strain
propared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:161 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from L5 M981 strain.
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SEQ ID NO:162 amino acid sequence for mature 2086 protein from L5 M981
strain.

SEQ ID NO:163 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from NMB strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:164 amino acid sequence for mature 2086 protein from NMB strain
prepared uging a native leader sequence.

SEQ ID NO:165 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
matare 2086 protein from NMB when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:166 amino acid sequence for mature 2086 protein from NMB strein
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:167 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from NMB strain. .

SEQ ID NO:168 amino acid sequence for mature 2086 protein from NMB strain.
SEQ ID NO:169 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250572 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:170 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250572
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:171 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M98 250572 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:172 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250572
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:173 mucleic acid sequence encoding emino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250572 strain.

SEQ ID NO:174 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250572
strain,

SEQ ID NO:175 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from A4 Sanford; M97 251836 PART; M97 251957; M97 251985;
M97 252060; M97 251870; M97 251994; M98 250024; M97 251905; M97 251876;
M97 251898; or M97 251830 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:176 amino acid sequence for mature 2086 protein from A4 Sanford;
M97 251836 PART; M97 251957, M97 251985; M97 252060; M97 251870; M97
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251994; M98 250024; M97 251905; M97 251876; M97 251898; or M97 251830
strain prepared using a native leader sequence,

SEQ ID NO:177 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from A4 Sanford; M97 251836 PART; M97 251957; M97
251985; M97 252060; M97 251870, M97 251994; M98 250024; M97 251905; M97
251876; M97 251898; or M97 251830 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:178 amino acid sequence for mature 2086 protein from A4 Sanford;
M97 251836 PART; M97 251957, M97 251985; M97 252060; M97 251870; M97
251994; M98 250024; M97 251905; M97 251876; M97 251898; or M97 251830
strain prepared using & P4 leader sequence.

SEQ ID NO:179 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from A4 Sanford; M97 251836 part; M97 251957; M97 251985; M97
252060; M97 251870; M97 251994; M98 250024; M97 251905; M97 251876; M97
251898; or M97 251830 strain.

SEQ ID NO:180 amino acid sequence for mature 2086 protein from A4 Sanford;
M97 251836 PART; M97 251957; M97 251985; M97 252060; M97 251870; M97
251994; M98 250024; M97 251905; M97 251876; M97 251898; or M97 251830
strain.

SEQ ID NO:181 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC937 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:182 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC937 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:183 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from CDC937 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:184 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC937 strain
prepared using a P4 leadex sequence.

SEQ ID NO:185 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC937 strain.

SEQ ID NO:186 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC937 strain.
SEQ ID NO:187 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252097 strain when combined with a native leader sequence.
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SEQ ID NO:188 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252097
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:189 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M97 252097 when combined with a P4 leader sequence.

5 SEQ ID'NO:190 amino acid sequenice for mature 2086  protein—from-M97-252097 -

strain prepared using a P4 leader sequence.

SBEQ ID NO:191 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 252097 strain,

SEQ ID NO:192 emino acid sequence for mature 2086 protein from M97 252097
strain.

SEQ ID NO:193 nucleic acid sequence encoding emino acid sequence for mature
2086 protein from 870227 strain when combined with a native leader sequance.

SEQ ID NO:194 amino acid sequence for mature 2086 protein from 870227 strain
prepared nsing a native leader sequence.

SEQ ID NO:195 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
matare 2086 protein from 870227 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:196 amino acid sequence for mature 2086 protein from 870227 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NQ:197 nncleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 870227 strain.

SEQ ID NO:198 amino acid sequence for mature 2086 protein from 870227 strain.
SEQ ID NO:199 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from H355 gtrain when combined with a native leader sequence.

SBQ ID NO:200 amino acid sequence for mature 2086 protein from H355 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:201 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from H355 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:202 amino acid sequence for mature 2086 protein from H355 strain
prepared using & P4 leader sequance.

SEQ ID NO:203 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from H355 strein,
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SEQ ID NO:204 amino acid sequence for mature 2086 protein from H355 strain.
SEQ ID NO:205 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from H44_76 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:206 amino acid sequence for mature 2086 protein from H44_76 strain

- --» — .-—5—_prepared using.a.native leader-sequence, — .. -
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SEQ ID NO:207 amino acid sequence for mature 2086 protein from H44_76 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:208 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from H44_76 strain.

SEQ ID NO:209 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from H44 76 when combined with a P4 leader sequence.

SBEQ ID NO:210 amino acid sequence for mature 2086 protein from H44 76 strain.
SEQ ID NO:211 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 8529 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:212 amino acid sequence for mature 2086 protein from 8529 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:213 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from 8529 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:214 amino acid sequence for mature 2086 protein from 8529 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:215 mnucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 8529 strain.

SEQ ID NO:216 amino acid sequence for mature 2086 protein from 8529 strain.
SEQ ID NO:217 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for maiure
2086 protein from 6940 strein when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:218 amino acid sequence for mature 2086 protein from 6940 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:219 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from 6940 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:220 amino acid sequence for mature 2086 protein from 6940 sirain
prepared using a P4 leader sequence.
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SEQ ID NO:221 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 6940 strain.

SEQ ID NO:222 amino acid sequence for mature 2086 protein from 6940 strain.
SEQ ID NO:223 nucleic acid sequance encoding amino acid sequence for mature
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Z0B% protein from M982 St with cimbined-with-s-native feader sequence: -
SEQ ID NO:224 amino acid sequence for mature 2086 protein from M982 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:225 nucleic acid sequence for encoding smino acid sequence for
mature 2086 protein from M982 when combined with a P4 loader sequence.

SEQ ID NO:226 amino acid sequence for mature 2086 protein from M982 strain
prepared using & P4 leader sequence.

SEQ ID NO:227 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M982 strain.

SEQ ID NO:228 amino acid sequence for mature 2086 protein from M982 strain.
SBQ ID NO:229 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 830049 strain when combined with a native leader ssquence.

SEQ ID NO:230 amino acid sequence for mature 2086 protein from 880049 strain
prepared using e native leader sequence.

SEQ ID NO:231 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from 880049 when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:232 amino acid sequence for mature 2086 protein from 880049 strain
prepared using a P4 leader s.equence.

SEQ ID NO:233 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from 380049 strain, .

SEQ ID NO:234 amino acid sequence for mature 2086 protein from 880049 sirain.
SEQ ID NO:235 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 253524, M97 251885, and M97 251926 strains when
combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:236 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 253524,
M97 251885, and MS7 251926 strains prepared using a native leader sequence.
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SEQ ID NO:237 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protain from M97 253524, M97 251885, and M97 251926 strains whaen
combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:238 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 253524,

S

———: 5 M7 251885, -and MOT 351026 straing-preparod-uging-a-P4-leadersequence.— —— — - — —— .
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SEQ ID NO:239 nnucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 253524, M97 251885, and M97 251926 strains.
SEQ ID NO:240 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 253524,

. M97 251885, and M97 251926 strains.

SEQ ID NO:241 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250670 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:242 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250670
strain prepared using & native leader sequence.

SEQ ID NO:243 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M98 250670 when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:244 amino acid sequence for mature 2086 proiein from M98 250670
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:245 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250670 strain.

SEQ ID NO:246 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250670
strain.

SEQ ID NO:247 nucleic acid sequence encoding emino acid sequence for mature
2086 protein from CDC1573 strain when combined with & native leader sequence.
SEQ ID NO:248 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1573
strain prepared using a native leader sequence. .

SEQ ID NO:249 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
matare 2086 protein from CDC1573 when combined with a P4 leader sequence.
SBQ ID NO:250 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1573
strein prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:251 mucleic acid sequence encoding amino acid sequenco for mature
2086 protein from CDC1573 gtrain.
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SEQ ID NO:252 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC1573
strain,
SEQ ID NO:253 partial nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for
. 2086 protein from & strain of Neisseria lactamica.
T T T TTTST SEQIDNOSIZ54 10 259 Hmino Heid saenss usgtieiated - with-proteins-of 2086
family of proteins.
SEQ ID NOS:260 to 278 amino acid sequences associated with proteins of 2086
Subfamily A.
SEQ ID NOS:279 to 299 amino acid sequences associated with proteins of 2086
10  SubfamilyB.
SEQ ID NO:300 is the amino acid consensus sequence corresponding to the 2086
protein family (“2086 proteins”™) according, to an embodiment of the present
invention.
SEQ ID NO:301 is the amino acid consensus sequence corresponding to the 2086
15 protein Subfamily A according to an embodiment of the present invention.
SEQ ID NO:302 is the amino acid consensus sequence corresponding to the 2086
protein Subfamily B according to an embodiment of the present invention.
SEQ ID NO:303 nucleic acid sequence for a reverse primer with BamHI restriction
site (Compound No. 4623),
20 SEQ ID NO:304 nucleic acid sequence for a forward primer with Ndel restriction
site (Compound No, 4624).
SEQ ID NO:305 mucleic acid sequence for a forward primer (Compound No. 4625).
SEQ ID NO:306 nucleic acid sequence for & forward primer (Compound No. 5005).
SEQ ID NO:307 nucleic acid sequence for a reverse primer (Compound No. 5007).
25 SBQ ID NO:308 nucleic acid sequance for & reverse primer with BglIl restriction
sits (Compound No. 5135),
SEQ ID NO:309 nucleic acid sequence for a forward primer with BamHI restriction
gite (Compound No. 5658).
SEQ ID NO:310 nucleic acid sequence for a reverse primer with Sphl restriction
30 sits (Compound No. 5660).
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SEQ ID NO:311 pucleic acid sequence for a forward primer with BamH] restriction
gite (Compound No. 6385).

SEQ ID NO:312 nucleic acid sequence for a forward primer with BglIl and Ndel -
restriction aites (Compound No. 6406).
SEQDMSM&GMM&M&W(&@M-ME}---
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SEQ ID NO:314 mucleic acid sequence for a reverse primer (Compound No. 6472).
SEQID NO:315 mucleic acid sequence for a forward primer with BamHI restriction
site (Compound 6473).

SEQ ID NO:316 nucleic acid sequence for a forward primer with Bglll and Ndel
restriction sites (Compound No. 6474).

SEQ ID NO:317 mnucleic acid sequence for & forward primer (Compound No. 6495).
SEQ ID NO:318 nucleic acid sequence for a reverse primer (Compound No. 6496).
SEQ ID NO:319 nucleic acid sequence for a reverse primer with Sphl restriction
site (Compound No. 6543).

SEQ ID NO:320 nuocleic acid sequence for a reverse primer with BglII restriction
site (Compound No. 6605).

SEQ ID NO:321 nucleic acid sequence for a forward primer with Bglll and Ndel
resiriction sites (Compound No. 6721).

SEQID NO:322 nucleic acid sequence for the P4 leader sequence.

SEQ ID NO:323 nucleic acid sequence for native 2086 leader variant 1.

SEQID NO:324 nucleic acid sequence for native 2086 leader variant 2.

SEQ ID NO:325 nucleic acid sequence for native 2086 leader variemt 3.

SEQ ID NO:326 nucleic acid sequence for native 2086 leader variant 4.

SEQ ID NO:327 is the amino acid sequence of P4431.

SEQ ID NO:328 is the amino acid sequence of P5163,

SEQ ID NO:329 is an amino acid sequence according to an embodiment of the
present invention.

SEQ ID NO:330 nucleic acid sequence ancoding amino acid sequence for 2086
protein from 880049 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:331 amino acid sequence for 2086 protein from 880049 strain prepared
using a native leader sequence. '
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SEQ ID NO:332 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from 880049 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:333 emino acid sequence for 2086 protein from 880049 strain prepared
using a P4 leader sequence.

— == —5—SEQIDNO:334—mucleicacid-sequence-encoding -amino-acid-sequence-for-2086-
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protein from 880049 strain.

SEQ ID NO:335 amino acid sequence for 2086 protein from 880049 strain.

SBEQ ID NO:336 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-937 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:337 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-937 strain
propeared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:338 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-937 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:339 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-937 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:340 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-937 strain.

SEQ ID NO:341 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-937 strain.

SEQ ID NO:342 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from M97 252097 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:343 amino acid sequence for 2086 protein from M97 252097 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:344 pucleic acid sequence for encoding amine acid sequence for 2086
protein from M97 252097 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:345 smino acid sequence for 2086 protein from M97 252097 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:346 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from M97 252097 strain.

SEQ ID NO:347 amino acid sequence for 2086 protein from M97 252097 strain.
SEQ ID NO:348 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from B40 strain when combined with a native leader sequence.
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SEQ ID NO:349 amino acid sequence for 2086 protein from B40 strain prepared
using a native leader sequence.

SEQ ID NO:350 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from B40 strain when combined with a P4 leader sequence.
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using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:352 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from B40 strain.

SEQ ID NO:353 amino acid sequence for 2086 protein from B40 strain.

SEQ ID NO:354 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from B40 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:355 amino acid sequence for mature 2086 protein from B40 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:356 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from B40 strain when combined with a P4 leader sequence.
SEQ ID NO:357 amino acid sequence for mature 2086 protein from B40 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:358 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from B40 strain.

SEQ ID NO:359 amino acid sequence for mature 2086 protein from B40 strain.

SEQ ID NO:360 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086

protein from CDC-1343 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:361 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-1343 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:362 mucleic acid sequence for encoding emino acid sequence for 2086
protein from CDC-1343 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:363 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-1343 girain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:364 nucleic acid sequance encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-1343 strain.

SEQID NO:365 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-1343 strain.
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SEQ ID NO:366 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protetn from CDC-1343 strain when combined with & native leader sequence.
SEQ ID NO:367 =mino acid sequence for matyre 2086 protein from CDC-1343
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:368 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from CDC-1343 strain when combined with a P4 leader
sequence.

SEQ ID NO:369 emino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-1343
strain prepared using s P4 leader sequence.

SEQ ID NO:370 nmucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-1343 strain.

SEQ ID NO:371 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-1343
strain,

SEQ ID NO:372 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-2367 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:373 smino acid sequence for 2086 protein from CDC-2367 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:374 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-2367 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:375 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-2367 strein
prepared using a P4 Jeader sequence.

SEQ ID NO:376 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-2367 strein.

SEQID NO:377 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-2367 strain.

SEQ ID NO:378 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-2367 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:379 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-2367
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:380 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
maturs 2086 protein from CDC-2367 strain when combined with a P4 leader
sequence.
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SEQ ID NO:381 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-2367
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:382 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-2367 strain.

SEQ ID NO:383 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-2367
strain.

SEQ ID NO:384 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-5315 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:385 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-5315 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:386 nucleic acid sequence for encoding smino acid sequence for 2086
protein from CDC-53185 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:387 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-5315 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SBEQ ID NO:388 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-5315 strain.

SEQ ID NO:389 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-5315 strain.

SEQ ID NO:390 nucleic acid sequence ancoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-5315 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:391 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-5315
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:392 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from CDC-5315 strain when combined with a P4 leader
sequence.

SEQ ID NO:393 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-5315
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:394 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-5315 strain.

SEQ ID NO:395 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-5315
strain.
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SEQ ID NO:396 mnucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-852 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:397 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-852 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:398 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-852 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:399 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-852 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:400 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-852 strain.

SEQ ID NO:401 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-852 strain.

SEQ ID NO:402 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-852 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:403 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-852
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:404 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from CDC-852 strain when combined with a P4 leader
sequence.

SEQ ID NO:405 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-852
strain prepared uging a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:406 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-852 strain.

SEQ ID NO:407 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-852
strein.

SEQ ID NO:408 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein frorn CDC-983 strain when combined with & native loader sequence.

SEQ ID NO:409 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-983 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:410 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-983 strain when combined with a P4 leader sequence.
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SEQ ID NO:411 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-983 strain -
prepered using a P4 leader sequence.

SBEQ ID NO:412 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from CDC-983 strain.

SEQ ID NO:413 amino acid sequence for 2086 protein from CDC-983 strain.

SEQ ID NO:414 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-983 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:415 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-983
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:416 nmucleic acid sequence for encoding emino acid sequence for
mature 2086 protein from CDC-983 strain when combined with a P4 leader
sequence.

SEQ ID NO:417 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-983
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:418 pucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from CDC-983 strain.

SEQ ID NO:419 amino acid sequence for mature 2086 protein from CDC-983
strain.

SEQ ID NO:420 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from M97 250571 strain when combined with a native leader sequence.

SEQ ID NO:421 amino acid sequence for 2086 protein from M97 250571 strain
prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:422 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from M97 250571 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:423 amino acid sequence for 2086 protein from M97 250571 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:424 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from M97 250571 strain.

SEQ ID NO:425 amino acid sequence for 2086 protein from M97 250571 strain.
SEQ ID NO:426 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 250571 stran when combined with & native leader sequence.
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SEQ ID NO:427 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 250571
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:428 nucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M97 250571 strain when combined with a P4 leader
sequence.

SEQ ID NO:429 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 250571
strain prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:430 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M97 250571 strain.

SEQ ID NO:431 amino acid sequence for mature 2086 protein from M97 250571
strain,

SEQ ID NO:432 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from M98 250716 strain when combined with & native leader sequence.

SEQ ID NO:433 amino acid sequence for 2086 protein from M98 250716 strain
prepared using e native leader sequence.

SEQ ID NO:434 mucleic acid sequence for encoding amino acid sequence for 2086
protein from M98 250716 strain when combined with a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:435 amino acid sequence for 2086 protein from M98 250716 strain
prepared using a P4 leader sequence.

SEQ ID NO:436 mucleic acid sequence encoding amino acid sequence for 2086
protein from M98 250716 strain.

SEQ ID NO:437 amino acid sequence for 2086 protein from M98 250716 strain.
SEQ ID NO:438 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250716 strain when combined with a native leader sequence.
SEQ ID NO:439 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250716
strain prepared using a native leader sequence.

SEQ ID NO:440 nnocleic acid sequence for encoding amino acid sequence for
mature 2086 protein from M98 250716 strain when combined with a P4 leader
sequence.

SEQ ID NO:441 amino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250716
strain prepared using a P4 leader sequence.
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SEQ ID NO:442 nucleic acid sequence encoding amino acid sequence for mature
2086 protein from M98 250716 strain.

SEQ ID NO:443 emino acid sequence for mature 2086 protein from M98 250716
gtrain.

SEQ ID NOS:444 to 449 amino acid sequences asgociated with proteins of 2086
Subfamily B.

SEQ ID NOS:450 to 452 amino acid sequences associated with proteins of 2086
Subfamily A.

Detailed Description of the Invention

A new class of antigens with cross-functional bactericidal activity against
Neisseria meningitidis serogroup B would obviate the need for a multi-valent PorA
approach to immmmization against infection. Such an antigen has been unexpectedly
identified and is described and cisimed herein. The presence of one such antigen
was first observed in a complex mixture of soluble outer membrane proteins
(sOMPs) from a meningococcal strain.  The beactericidal activity of this antigen was
followed through a series of fractionation and protein purification steps until the
protein mixture of interest contained just a few proteins. The major proteins in this
mixture were identified by N-terminal amino acid sequencing and peptide mapping.
The protein of interest exhibiting bactericidal activity was identified as ORF2086
protein, a lipidated protein (also more specifically referred to as LP2086).
““ORF2086 protein” refers to a protein encoded by open reading frame 2086
(ORF2086) of Neisseria species.

As described herein, new immunogenic composition candidates based on
Neisseria species ORF2086 protein (also referred to as “2086 protein” or
“ORF2086” protein, used interchangably herein, or P2086 for the non-lipated
proteins and LP2086 for the lipidated version of the proteins) isolated from N.
meningitidis were identified by combining cell fractionation, differential detergent
extraction, protein purification, with the preparation of antisera, and a bactericidal
activity assay utilizing multiple strains. As an alternative to potential immunogenic
compositions and diagnostics disclosed in the references cited above, this invention
relates to compositions and methods of treating and/or preventing meningococcal
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infection through the use of proteins, immunogenic portions thereof and biological
equivalents thereof, as well as genes encoding said polypeptides, portions and
equivalents, and antibodies that immunospecifically bind to same.

According to an embodiment of the present invention, irmnunogenic agents
based on 2086 protein, including isolated polypeptides, immunogenic portions
thereof and/or biological equivalents thereof were umexpectedly idemtified as
immunogenic candidates based on the ability of seid agents to exhibit cross-
reactivity or non-strain specificity. In particular, candidates were identified that
unexpectedly demonstrate the ability to (1) elicit bactericidal antibodies to multiple
neisserial and/or gonococcal strains; (2) react with the surface of multiple strains; (3)
confer passive protection against a live challenge; and/or (4) prevent colonization.
Accordingly, the present invention provides immunogenic compositions comprising
said immunogenic agents, including isolated polypeptides, immunogenic portions
thereof, and/or biological equivalents thereof, as well as methods for using same
agningt infection by N. meningitidis. (See Example 1 herein for the methodology
used in the identification of the 2086 protein.)

As used herein, the term “non-strain specific” refers to the characteristic of
an antigen to elicit an immune response effective against more than one strain of N.
meningitidis (e.g., heterologous meningococcal strains). The term “cross-reactive”
as it is used herein is used interchangeably with the term “non-strain specific”. The
term “immunpogenic non-strain specific N. meningitidis entigen,” as used herein,
describes an antigen that can be isolated fromn N. meningitidis, although it can also
be isolated from another bacterium (e.g., other neisserial strains, such as gonococcal
strains, for example), or prepared using recombinant teckmology.

The 2086 proteins of the present inveation include lipidated and non-
lipidated proteins. Further, the present invention also contemplates the use of the
immature proteins or preproteins that correspond to each protein as intermediate
compounds/compositions.

The present invention also provides antibodies that immunospecifically bind
to the foregoing immumogenic agenis, according to implementations of the
invention. Further, the present invention relates to isolated polynucleotides

33



10

15

20

30

WO 2004094596 PCT/US2004011901

comprising nucleic acid sequences encoding any of the foregoing. Additionally, the
present invention provides compositions and/or immunogenic compositions and
their use in preventing, treating and/or diagnosing meningococcal meningitis, in
particular serogroup B meningococcal disease, as well as methods for preparing said
compositions.

The compositions of the present invention have been shown to be highly
immumogenic and capable of eliciting the production of bactericidal antibodies.
These antibodies are cross-reactive to serogroup, serotype and serosubtype
heterologous meningococcal strains. Accordingly, the present compositions
overcome the deficiencies of previous N. meningitidis vaccine aftempts by
exhibiting the ability to elicit bactericidal antibodies to heterologous neisserial
strains. Thus, among other advantages, the present mvention provides immunogenic
compositions that can be compounded with fewer components to elicit protection
comparable to previously used agents. The compositions or immunogenic agents
therein (e.g., polypeptides, immunogenic portions or fragments, and biological
equivalents, etc., without limitation) can be used alone or in combination with other
antigens or agents to elicit immunological protection from meningococcal infection
and disease, as well as to elicit immunological protsction from infection and/or
discase caused by other pathogens. This simplifies the design of an immunogenic
composition for use against meningococcal infection by reducing the number of
antigens required for protection ageinst multiple strains. In fact, purified 2086
protein will dramatically end unexpectedly reduce the number of proteins required to
provide adequate immmunogenic coverage of the strains responsible for
memningococcal disease. The 2086 protein can be recombinantly expressed in E. coli
as & lipoprotein, which is the wild type form of the protein, at levels much higher
than in the native meningococci.

Because antibodies directed against the 2086 protein from a single strain
were found to lnll unrelated (i.e., heterologous) strains, an attempt was made to
characterize a large number of heterologous strains for the presence of a “2086
homolog”, and to determine the level of sequence conservation. While about 70%
of the strains tested by PCR had 2086 homologs that could be amplified using the
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primers that amplified the original 2086 gene from strain 8529, the remaining
approximately 30% were negative by this test. These remaining approximately 30%
were found to contain a 2086 homolog that has only about 60% amino acid sequence
homology to the original 8529 derived 2086 gene. Other primers were identified
that could amplify a 2086 homolog from these approximately 30% of strains. The
N. meningitidis strains tested have been designated as belonging to Subfamily A or
Subfamily B depending on which primer set can amplify a 2086 homolog. The
details of these experiments are outlined in Example 5 below.

The presence of a 2086 protein In numerous serosubtypes.

To determine the level of sequence conservetion of the 2086 gene between
N. meningitidis strains, several representatives from Subfamilies A and B were
cloned as full length genes and submitted for DNA sequence analyzis. Using
primers as disclosed hercin, see, for example, Table TV, twenty four serogroup B
meningococcal strains were identified, which express different serosubtype antigens
and also express a shared protein, P2086. Examples of these sequences are provided
herein and are shown as mature DNA sequences (i.e., all lipoprotein signal
sequences have been cleaved at the cysteine residue). See, for example, the amino
acid sequences of even numbered SEQ ID NOS: 2-252 and the odd mumbered SEQ
ID NOS:331-443, without limitation.

Although the 2086 protein is not present in large amounts in wild type
sirains, it is a target for bactericidal antibodies. Thess antibodies, unlike those
produced in response to the PorAs, are capable of killing strains expressing
heterologous sexosubtypes.

Antibodies to the 2086 protein also passively protect infant rats from
challenge with meningococci. (see Table VII) Recombinant expression of 2086
protein enables the use of 2086 protein as an immunogenic composition for the
prevention of meningococcal disease, All of the recent meningococcal
imnmunogenic conposition candidates in clinical trials have been complex mixtures
or outer membrane protein preperations containing many different proteins. The
PorA protein, that provides serosubtype specificity, will require the inclusion of 6 to
9 varisnts in an immmogenic composition to provide about 70-80% coverage of
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disease related serosubtypes. In contrast, it is clearly demonstrated herein that
antisera to a single 2086 protein alone is able to kill representatives of six
serosubtypes responsible for about 65% of the disease isolates in western Burope
and the United States. Therefore, purified 2086 protein has the potential to reduce
the number of proteins required to provide adequate immunogenic composition
coverage of the serosubtypes responsible for meningococcal disease.

Proteins, Immunogenic Portions and Biological Equivalents

The 2086 proteins provided by the present invention are isolated proteins.
The term “isolated” means altered by the hand of man from the natural state. If an
“isolated” composition or substance occurs in nature, it has been changed or
removed from its original environment, or both. For example, a polypeptide or &
polynucleotide naturally present in a living animal is not “isolated,” but the same
polypeptide or polynucleotide separated from the coexisting materials of its natural
state is “isolated”, as the term is employed herein. Accordingly, as used herein, the
term “isolated protein” encompasses proteins isolated from a natural source and
proteins prepared using recombinant technology, as well as such proteins when
combined with other antigens and/or additives, such as pharmaceutically acceptable
carriers, buffers, adjuvants, etc., for example.

A 2086 protein, immunogenic portion thereof and/or a biological equivalent
thereof, according an embodiment of the invention, comprises an amino acid
sequence selected from the group consisting of:

ADIGxGLADA (SEQ ID NQ:254), wherein x is any amino acid,;

IGxGLADALT (SEQ ID NO:255), wherein x is any amino acid;

SLNTGKLKND (SEQ ID NO:256);

SLNTGKLKNDKxSRFDF (SEQ ID NO:257, wherein x is any amino acid);

SGEFQxYKQ (SEQ ID NO:258), wherein x is any amino acid;

IEHLKxPE (SEQ ID NO:259), wherein x is any amino acid; or combinations
thereof.

A 2086 Subfamily A protein, immunogenic portion thereof and/or biological
equivalent thereof comprises an amino acid sequence selected from the group
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GGGVYAADIGx (SEQ ID NO:260), wherein x is any amino acid;
SGEFQIYKQ (SEQ ID NO:261);

HSAVVALQIE (SEQ ID NO:262);

EXINNPDKID (SEQ ID NO:263);

SLINQRSFLYV (SEQ ID NO:264);

SGLGGEHTAF (SEQ ID NO:265);

GEHTAFNQLP (SEQ ID NO:266);

SFLVSGLGGEH (SEQ ID NO:267);
EKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLP (SEQ ID NO:268);
GKAEYHGKAF (SEQ ID NO:269);

YHGKAFSSDD (SEQ ID NO:270);

GKAEYHGKAFSSDD (SEQ ID NO:271);

IBHLKTPEQN (SEQ ID NO: 272);

KTPEQNVELA (SEQ ID NO:273);

IEHLKTPEQNVELA (SEQ ID NO:274);

AELKADEKSH (SEQ ID NO:275);

AVILGDTRYG (SEQ ID NO:276);

AELKADEKSHAVILGDTRYG (SEQ ID NO:277);

EBKGTYHLAL (SEQ ID NO:278); or combinations thereof.

A 2086 Subfemily B protein, immunogenic portion thereof and/or biological

equivalent thereof comprises any of the following amino acid sequences, in
accordance with an embodiment embodiment of the present invention:

LITLESGEFQ (SEQ ID NO:279);

SALTALQTEQ (SEQ ID NO:280);

FQVYXQSHSA (SEQ ID NO:281),
LITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQ (SEQ ID NO:282);
IGDIAGEHTS (SEQ ID NO:283);

EHTSFDKLPK (SEQ ID NO:284),
IGDIAGEHTSFDKLPK (SEQ ID NO:285);
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ATYRGTAFGS (SEQ ID NO:286);

DDAGGKLTYT (SEQ ID NO:287);

IDFAAXQGHG (SEQ ID NO:288);

KIEHLKSPEL (SEQ ID NO:289);

ATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNV (SEQ
ID NO: 290);

HAVISGSVLY (SEQ ID NO:291);

KGSYSLGIFG (SEQ ID NO:292),

VLYNQDEKGS (SEQ ID NO:293);

HAVISGSVLYNQDEKGSYSLGIFG (SEQ ID NO:294),

AQEVAGSAEV (SEQ ID NO:295);

THHIGLAAKQ (SEQ ID NO:296);

VETANGIHHI (SEQ ID NO:297);

AQBVAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ (SEQ ID NO:298); or

VAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ (SEQ ID NO:299).

The 2086 protein comprises the following consensus sequence and/or
immunogenic portions thereof in accordance with an embodiment of the present
mvention.

2086 Protein e (SEQ ID NO: 300):
CS8G——
GGGVxADIGxGLADALTxPxDxKDKxLxSLTLxx SxoexNax L xI x AQGAE

KDxxxGD—
SLNTGKLENDKxSRFDFxxIxVDGxxITLxSGEFQx YK QxHSAxx ALQ

xExaaooooacocoxx RxFroooooc GEH TXFxxLPxx-x Ax YxGx AFxSDDxxGxLx Yx

IDPxxK QGxGXIEHLEXPEXN VLA oo KxDEKXHA VIxGroox Yoo EK Gx YxLxx
xG

xxAQExAGx AxVxxxxoocHxBx AXKQ
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In the foregoing consensus sequence, the “x™ represents any amino acid, the
region from amino acid position 5 to amino acid position 9 is any of O to 5 amino
acids, the region from amino acid position 6§7 to amino acid position 69 is any of ¢
to 3 amino acids, and amino acid position 156 is any of 0 to 1 awino acid. The
region from amino acid position 5 to amino acid position 9 preferably comprises 0, 4
or 5 amino acids. The region from amino acid position 67 to amino acid position 69
preferably comprises 0 or 3 amino acids. It should be particularly noted that this
consensus sequence illustrates the high variability of the 2086 proteins. By way of
theory, without intending to be bound thereto, it is believed that this high variability
provides the advantageous and unexpectad cross-reactivity.

According fo an implementation of the present invention, the 2086 proteins
are characterized as being immunogenic, nonpathogemic and non-strain specific.
Moreover, according to a further implementation of the present invention, these
proteins unexpectedly exhibit immunogenicity while being about 2% to about 40%
nonconserved,

As used herein, the term *“nonconserved” refers to the number of amino acids
that may undergo insertions, substitution and/or deletions as a percentage of the tota
number of amino acids in 2 protein. For example, if a protein is 40% nonconserved
and has, for examaple, 263 amino acids, then there are 105 amino acid positions in
the protein at which amino acids may undergo subatitntion. Likewise, if a protein is
10% nonconserved and has, for example, about 280 amino acids, then there are 28
amino acid positions at which amino acids may undergo substitution. The 2086
proteing may also undergo deletion of amino acid residues without compromising
the immunogenicity of the proteins.

Further, the 2086 proteine may be divided into subfamilies based upon
homology at various regions. For example, without intending to be limited thereto,
the consensug sequences for two such subfamilies, Subfemily A and Subfamily B,
are provided below:
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GGGVAADIGxGLADALTxPxDxKDKxLxSLTLxxSxooxNxxLxI xAQGAEK

ToxGD—
SLNTGKLKNDKxSRFDFxxxIxVDGQXITLxSGEFQIYKQxHSAVVALQI

EKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPxGKAEYHGKAFSSDDxxGx
LxYxID

FxKQGxGXIEHLKTPEQNVELAXAELKADEKSHAVILGDTRY GXEEKGTYHL
ALxGDR

AQEIAGXATVKIXEKVHEKIAXKQ

The reference “x™ is any amino acid.

The region from amino acid position 5 to amino acid position 8 is any of 0 to
4 amino acids.

The region from amino acid pogition 66 to amino acid position 68 is any of 0
to 3 amino acids,

The region from amino acid position 5 to amino acid pogition 8 preferably
comprises 0 or 4 amino acids. The region from amino acid position 66 to amino
acid position 68 preferably comprises 0 or 3 amino acids.

In accordance with an implementation of the present invention, the 2086
protein from Subfamily A comprises an amino acid sequence selected from the
group conaisting of:

KINNPDKIDSLINQ (SEQ ID NO:450),

DEKSHAVILG (SEQ ID NO:451);

KIGEKVHEIG (SEQ ID NO:452);

and combinations thereof.
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In accordance with a further embodiment of the inveation, the 2086 protein
from Subfemily A comprises an amino acid sequence that is encoded by a
polynucleotide that hybridizes under stringent conditions to any of the
polynucleotides that encode any of SEQ ID NOS:450-452. A person of skill in the
art would be able to identify and select polynucleotides (i.e., nucleic acid sequences)
that encode any of SEQ ID NOS:450452 and polynucleotides that hybridize under
stringent conditions to any of the polynucleotides that encode any of SEQ ID
NOS:450-452.

2086 S ilyB ID 302

CSSGGGG——
VzADIGxGLADALTAPLDHEDEKXLxSLTLxxSxooNxxI xXLxAQGAE

KTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGXLITLESGEFQVYKQSHSAL
TALQTEQ

xQDxExSxKMVAKRxFxIGDIAGEHTSFDKLPKxox ATYRGTAFGSDDAGGKL
TYTIDF

AAKQGHGKIEHLKSPELN VLA YIKPDEKxHAVISGSVLYNQDEKGSYSL
GIFGxxA

QEVAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ
The referenoe “x” is any amino acid.

The region from amino acid position 8 to amino acid position 12 is any of 0
to 5 amino acids.

The region from amino acid position 8 to amino acid position 12 preferably
comprises 0 or 5 amino acids.

In accordance with an implementation of the present invention, the 2086
protein comprises an amino acid sequence selected from the gronp consisting of:

MVAKRQFRIG (SEQ ID NO:444),
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DIAGEHTSFDKLP (SEQ ID NO:445);
YTIDFAAKQG (SEQ ID NO:446);
GKIEHLKSPELNV (SEQ ID NO:447);
HAVISGSVLYNQ (SEQ ID NO:448);
AQEVAGSAEYV (SEQ ID NO:449);
and combinations thereof.

In accordance with a further embodiment of the invention, the 2086 protein
from Subfamily B comprises an amino acid sequence that is encoded by a
polymucleotide that hybridizes under stringemt conditions to any of the
polynucleotides that encode a any of SEQ ID NOS: 444-449, A person of skill in
the art would be able to identify and select polynucleotides (i.e., nucleic acid
sequences) that encode any of SEQ ID NOS:444-449 and nucleotide sequences that
hybridize under stringent conditions to any of the nucleotide sequences that encode
any of SEQ ID NOS:444-449.

According to implementations of the present invention, the 2086 protein
subfamilies may be further subdivided into clusters. For example, according to an
implementation of the present invention, the following clusters are provided: even
numbered SEQ ID NOS:2-12; even numbered SEQ ID NOS:14-24; even numbered
SEQ ID NOS:26-42; even numbered SEQ ID NOS:50-60; even mumbered SEQ ID
NOS:62-108; even numbered SEQ ID NOS:110-138; even mumbered SEQ ID
NOS:140-156; even numbered SEQ ID NOS:158-174; and even numbered SEQ ID
NOS: 224-252.

A polypeptide sequence of the invention may be identical to the reference
sequence (e.g., sven numbered SEQ ID NOS:2-252 or odd numbered SEQ ID
NOS:331-443), that is, 100% identical, or it may include a number of amino acid
alterations as compared to the reference sequence such that the % identity is less
then 100%. Such alterations include at least one amino acid deletion, substitution,
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including conservative and non-conservative substitution, or imsertion. The
alterations may occur et the amino- or carboxy-terminal positions of the reference
polypeptide sequence or anywhere between those terminal positions, interspersed
either individually among the amino acids in the reference amino acid sequence or in
one or more contiguous groups within the reference amino acid sequence.

Thus, the invention also provides proteins having sequence identity to the
amino acid sequences contained in the Sequence Listing (i.e., even numbered SEQ
ID NOS: 2-252 or odd numbered SEQ ID NOS:331-443). Depending on the
particular sequence, the degree of sequence identity is preferably greater than 60%
(0.8., 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 99%, 99.9% or more). These homologous
proteins include mutants and allelic variants.

In preferred embodiments of the invention, the 2086 proteins or other 2086
polypeptides (e.g., immunological portions and biological equivalents) generate
bactericidal antibodies to homologous and at least one heterologous strain of
meningococci. Specifically, the antibodies to the 2086 polypeptides passively
protect infant rats from challenge, such as intranasal, with meningococci. In further
preferred embodiments, the 2086 polypeptides exhibit such protection for infants
rats for homologous strains and at least one heterologous strain. The polypeptide
may be selected from the Sequence Summary above, as set forth in the even
numbered SEQ ID NOS: 2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-443, or the
polypeptide may be any immunologica!l fragment or biological equivalent of the
listed polypeptides. Preferably, the polypeptide is selected from any of the even
numbered SEQ ID NOS: 2-252 or the odd numbered SEQ ID NOS:331-443 in the
Sequence Summary above.

This invention also relates to allelic or other variants of the 2086
polypeptides, which are biological equivalenis. Suitable biological equivalents will
exhibit the ability to (1) elicit bactericidal antibodies to homologous strains and at
least one heterologous neisserial sirain and/or gonococcal strain; (2) react with the
surface of homologous strains and at least one heterologous neisserial and/or
gonococcal strain; (3) confer passive protection against a live challenge; and/or (4)
prevent colonization.
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Suiteble biological equivalents have at least about 60%, preferably at least
sbout 70%, more preferably at least about 75%, even more preferably about 80%,
even more preferably about 85%, even more preferably about 90%, even more
preferably 95 % or even more preferably 98%, or even more preferably 99%
gimilarity to one of the 2086 polypeptides specified herein (i.e., the even mumbered
SEQ ID NOS: 2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-443), provided the
equivalent is capable of eliciting substantially the same immunogenic properties as
one of the 2086 proteins of this invention.

Alternatively, the biological equivalents have substantially the same
immunogenic properties of one of the 2086 protein in the even numbered SEQ 1D
NOS: 2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-443. According to embodiments
of the present invention, the biological equivalents have the same immunogenic
properties as the even numbered SEQ ID NOS: 2-252 or odd numbered SEQ ID
NOS:331-443.

The biological equivalents are obtained by generating veriants and
modifications to the proteins of this invention. These variants and modifications to
the proteins are obtained by aitering the amino acid sequences by insertion, deletion
or subgtitution of one or more amino acids. The amino acid sequence is modified,
for example by substitution in order to create a polypeptide having substantially the
same or improved qualities. A prefemred means of introducing alterations comprises
making predetermined mutations of the nucleic acid sequence of the polypeptide by
site-directed mutagenesis.

Modifications and changes can be made in the structure of a polypeptide of
the present invention end still obtain a molecule having N. meningitidis
immunogencity. For example, without limitation, certain amino acids can be
substituted for other amino acids, including nonconserved and conserved
substitution, in a sequence without appreciable loss of immunogenicity. Because it
is the interactive capacity and nature of e polypeptide that defines that polypeptide’s
biological fimctional activity, a number of amino acid sequence substitutions can be
made in a polypeptide sequence (or, of course, its underlying DNA coding
sequence) and nevertheless obtain a polypeptide with like properties. The present
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invention contemplates any changes to the structure of the polypeptides herein, 28
well as the nucleic acid sequences emcoding said polypeptides, wherein the
polypeptide retains immunogenicity. A person of ordinary skill in the art would be
readily able to modify the disclosed polypeptides and polynucleotides accordingly,
based upon the guidance provided herem.

For example, certain varisblc regions have been identified where substitution
or deletion is permissible The 2086 consensus sequence, as proviously discussed,
shows conserved and nonconserved regions of the 2086 family of proteins according
to an implementation of the present invention.

In making such changes, any techniques known to persons of skill in the art
may be utilized. For example, without intending to be limited thereto, the
hydropathic index of amino acids can be considered. The importance of the
hydropathic amino acid index in conferring interactive biologic function on a
polypeptide is generally understood in the art. Kyte ef al. 1982. J. Mol. Bio.
157:105-132.

Substitution of like amino acids can also be made on the basis of
hydrophilicity, particularly where the biological functional equivalent polypeptide or

- peptide thereby created is intended for use in immunological embodiments. U.S.

Pat. No. 4,554,101, incorporated herein by reference, states that the greatest local
average hydrophilicity of a polypeptide, as governed by the hydrophilicity of its
adjacent amino acids, correlates with its immunogenicity, i.e. with a biological
property of the polypeptide. '

Biological equivalents of a polypeptide can also be prepared using site-
specific mutagenesis. Site-specific mutagenesis is a technique useful in the
preparation of second generation polypeptides, or biologically functional equivalent
polypeptides or peptides, derived from the sequences thereof, through specific
mutagenesis of the underlying DNA. Such changes can be desirable where amino
acid substitutions are desirable. The techmique further provides a ready ability to
prepare and test sequence variants, for example, incorporating one or more of the
foregoing considerations, by introducing one or more nucleotide sequence changes
into the DNA. Site-gpecific mutagenesis allows the production of mutants through
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the use of specific oligonucleotide sequences which encode the DNA sequence of
the desired mutation, as well as a sufficient mumber of adjacent nucleotides, to
provide a primer sequence of sufficient size and sequence complexity to form a
stable duplex on both sides of the deletion jumction being traversed. Typically, a
primer of about 17 to 25 nucleotides in length is preferred, with about 5 to 10
residues on both sides of the junction of the sequence being altered.

In general, the technique of site-specific mutagenesis is well known in the
art. As will be appreciated, the technique typically employs a phage vector which
can exist in both a single stranded and double stranded form. Typically, site-
directed mutagenesis in accordance herewith is performed by first obtaining a
single-stranded vector which includes within its sequence a DNA sequence which
encodes all or a portion of the N. meningitidis polypeptide sequence selected. An
oligonucleotide primer bearing the desired mutated sequence is prepared (e.g.,
synthetically). This primer is then amnealed to the single-stranded vector, and
extended by the use of enzymes such as E. coli polymerass I Klenow fragment, in
order to complete the synthesis of the mutation-bearing strand. Thus, a heteroduplex
ia formed wherein one sirand encodes the original non-mutated sequence and the
second strand bears the desired mutation. This heteroduplex vector is then used to
transform appropriate cells such as E. coli cells and clones are selected which
include recombinant vectors bearing the mutation. Commercially available kits
come with all the reagents necessary, except the oligonucleotide primers.

2086 polypeptides include any protein or polypeptide comprising substantial
sequence similarity and/or biological equivalence to a 2086 protein having an amino
acid sequence from one of the even numbered SEQ ID NOS 2-252. In addition, a
2086 polypeptide of the invention is not limited to e particular source. Thus, the
invention provides for the general detection and isolation of the polypeptides from a
veriety of sources. Also, the 2086 polypeptides can be prepared recombinantly, as is
well within the skill in the art, based upon the guidance provided herein, or in any
other synthetic manner, as known in the art.

It is contemplated in the present invention, that a 2086 polypeptide may
advantageously be cleaved into fragments for nse in further structural or fimctional
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analysis, or in the generation of reagents such as 2086-related polypeptides and
2086-specific antibodies. This can be accomplished by treating purified or
unpurified N, meningitidis polypeptides with a peptidase such as endoproteinase glu-
C (Boehringer, Indianapolis, IN). Treatment with CNBr is another method by which
peptide fragments may be produced from natural N. meningitidis 2086 polypeptides.
Recombinant techniques also can be used to produce specific fragments of a 2086
protein.

“Variant” as the term is used herein, is a polynucleotide or polypeptide that
differs from a reference polynucleotide or polypeptide respectively, but retains
essential properties. A typical variant of a polymucleotide differs in nucleotide
sequence from amother, reference polynucleotide. Changes in the nucleotide
sequence of the variant may or may not alier the amino acid sequence of a
polypeptide encoded by the reference polynucieotide. Nucleotide changes may
result in amino acid substitutions, additions, deletions, fusions and truncations in the
polypeptide encoded by the reference sequence, as discussed below. A typical
variant of a polypeptide differs in amino acid sequence from another, reference
polypeptide. Generally, differences are limited so that the sequences of the
reference polypeptide and the variant are closely similar overail and, in many
regions, identical (i.e., biologically equivalent). A variant and reference polypeptide
may differ in amino acid sequence by one or more substitutions, additions, deletions
in any combination. A substituted or ingerted amino acid residue may or may not be
one encoded by the genetic code. A variant of a polynucleotide or polypeptide may
be a naturally occurring such as an allelic variant, or it may be a variant that is not
known to occur naturally. Non-naturally occurring: variants of polynucleotides and
polypeptides may be made by mutagenesis techniques or by direct synthesis.

“Identity,” as known in the art, is a relationship between two or more
polypeptide sequences or two or more polynucleotide sequences, as determined by
comparing the sequences. In the art, “identity” also means the degree of sequence
rolatedness between polypeptide or polynucleotide sequences, as the case may be, as
determined by the match between strings of such sequences. “Tdentity” and
“'gimilarity” can be readily calculated by known methods, incleding but not Limited
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to those described in Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford
University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informafice and Genome
Projects, Smith, D. W., ed.,, Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis
of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press,
New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G.,
Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux,
J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; and Carillo, H., and Lipman, D., SIAM
1. Applied Math., 48:1073 (1988). Preferred methods to determine identity are
designed to give the largest match between the sequences tested. Methods to
determine identity and similarity are codified in publicly available computer
programs. Preferred computer program methods to determine identity and similarity
between two sequmc;es include, but are not limited to, the GCG program package
(Deverenx, ., e al 1984), BLASTP, BLASTN, and FASTA (Altschul, S. F,, et al,,
1990). The BLASTX program is publicly available frorn NCBI and other sources
(BLAST Manual, Altschul, S., ez al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894;
Altschul, S., 1 al., 1990). The well known Smith Waterman algorithm may also be
used to determine identity.

By way of example, without intending to be limited thereto, an amino acid
sequence of the present invention may be identical to the reference sequences, even
mumbered SEQ ID NOS: 2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-443; that is be
100% identical, or it may include a number of amino acid alterations as compared to
the reference sequence such that the % identity is less than 100%. Such alterations
sre solected from the group consisting of at least one amino acid deletion,
substitution, including conservative and non-conservative substitution, or insertion,
and wherein said alterations may occur at the amino- or carboxy-terminal positions
of the reference polypeptide sequence or anywhere between those terminal positions,
interspersed either individually among the amino acids in the reference sequence or
in one or more contiguous groups within the reference sequence. The number of
amino acid alterations for a given % identity is determined by multiplying the total
number of amino acids in even numbered SEQ ID NOS:2-252 and odd mumbered
SEQ ID NOS:331-443 by the numerical percent of the respective percent identity
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(divided by 100) and then subtracting that prodoct from said total number of amino
acids in any of even numbered SEQ ID NOS:2-252 and odd mumbered SEQ ID
NOS:331-443, or:
Da = Xo~(Xs"Y),

wherein n, is the number of amino acid alterations, x, is the total number of amino
acids in even numbered SEQ ID NOS:2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-
443, and y is, for instance 0.70 for 70%, 0.80 for 80%, 0.85 for 85% etc., and
wherein any pon-integer product of x.sub.a and y is rounded down to the nearest
integer prior to subtracting it from x,.

In preferred embodiments, the polypeptide above is selected. from the
proteins set forth in the even numbered SEQ ID NOS 2-252, such as mature
processed form of a 2086 protein. The 2086 proteins or equivalents, etc. may be
lipidsted or non-lipidated.

ORF 2086 is expressible in E. coli with the native ORF 2086 signsl
sequence. However, it is desirable to find means fo improve the expression of
proteins. According to an embodiment of the present invention, a lesder sequence
produces a lipidated form of the protein. For example, the following describes the
use of the signal sequence of the nontypable Haemophilus influenzae P4 protein to
enhance expression.

The processing of bacterial lipoproteins begins with the synthesis of a
precursor or prolipoprotein containing a signal sequence, which in tum contains a
consensus lipoprotein processing/modification site. This prolipoprotein imitially
passes through the common Sec system on the inner membrane of Gram negative
bacteria or on the membrane in Gram positive bacteria. Once placed in the
membrane by the Sec system, the prolipoprotein is cleaved by signal peptidase II at
the consensus site and the exposed N-terminal cysteine residue is glycerated and
acylated. Hayushi et al. 1990. Lipoproteins in bacteria. J. Bioenerg. Biomembr.
Jun; 22(3):451-71; Oudega et al. 1993. Escherichia coli SecB, SecA, and SecY
proteins are required for expression and membrane insertion of the bacteriocin
release protein, a small lipoprotein. J. Bacteriol. Mar;175(5):1543-7, Sankaran et al.
1995. Modification of bacterial lipoproteins. Methods Engymol. 250:683-97.
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In Gram negative bacterin, transport of the lipidated protein to the outer
membrane is mediated by a unique ABC transporter system with membrane
gpecificity depending on a sorting signal at position 2 of the lipoprotein. Yakoshi et
al. 2000. A new ABC transporter mediating the detachment of lipid modified
proteins from membranes. Nat Cell Biol. Apr;2(4):212-8.

Fusion with bacterial lipoproteins and their signal sequences has been used to
display recombinant proteins on the surface of bacteria. U.S. Patent Numbers
5,583,038 and 6,130,085. Exchanging lipoprotein signal sequences can increase the
production of the lipoprotein. De et al. 2000. Purification and characterization of
Streptococcus pneumonice palmitoylated pneumococcal surface adhesin A
expressed in Escherichia coli. Vaccine. Mar 6;18(17):1811-21.

Bacterial lipidation of proteins is known to increase or modify the

' immunological response to proteins. Erdile et al. 1993. Role of attached lipid in

immmmogenicity of Bormrelia burgdorferi OspA. Infect. Jmmun. Jan;61(1):81-90;
Snapper et al. 1995. Bacterial lipoproteins may substitute for cytokines in the
humoral immmme rasponse 1o T cell-independent type II antigens. .J. immunol. Dec
15;155(12):5582-9. However, bacterial lipoprotein expression can be complicated
by the stringency of the processing. Pollitt of al. 1986. Effect of amino acid
substitutions at the signal peptide cleavage site of the Escherichia coli major outer
membrane lipoprotein. J. Biol. Chem. Feb 5; 261(4):1835-7; Lunn et al. 1987.
Effects of prolipoprotein zignal peptide mutations on secretion of hybrid prolipo-
beta-lactamase in Escherichia coli. J. Biol. Chem. Jun 15;262(17):8318-24; Klein et
al 1988. Distinctive properties of signal sequences from bacterial lipoproteins.
Protein Eng. Apr; 2(1):15-20. Bacterial lipoprotein expression is also complicated
by other problems such as toxicity and low expression levels. Gomez et al. 1994,
Nucleotide The Bacillus subtilis lipoprotein LplA causes cell lysis when expressed
in Escherichia coli. Microbiology. Aug;140 ( Pt 8):1839-45; Hansgon et al. 1995,
Expression of truncated and full-length forms of the Lyme disease Borrelia outer
surface protein A in Escherichla coli. Protein Expr. Purif. Feb; 6(1):15-24; Yakushi
et al. 1997. Lethality of the covalent linkage between mislocalized major outer
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membrene lipoprotein and the peptidoglycan of Esekerichia coli. J. Bacteriol. May;
179(5):2857-62.

The nontypable Haemophilus influenzae bacterium expresses a lipoprotein
designated P4 (also known as protein “e™). The recombinant form of the P4 protein
is highly expressed in E. coli using the native P4 signal sequence. U.S. Patent
Number 5,955,580. When the native P4 signal sequence is substituted for the native
ORF 2086 signal sequence in an expression vector in £, coli, the level of expression
of ORF2086 is increased.

This concept of using the heterologous P4 signal sequence to increase
expression is extendible to other bacterial lipoproteins. In particular, analysis of
bacterial genomes leads to the identification of many ORFs as being of possible
interest. Aftempting to express each ORF with its native gignal sequence in a
heterologous host cell, such as E. coli, gives rise to a variety of problems inherent in
using a variety of signal sequences, including stability, compatibility and so forth.
To minimize these problems, the P4 signal sequence is used to express each ORF of
interest. As described above, the P4 signal sequence improves the expression of the
heterologous 2086 ORF. An expression vector is constructed by deleting the native
signal sequence of the ORF of interest, and ligating the P4 signal sequence to the
ORF. A suitable host cell is then transformed, transfected or infected with the
expression vector, and expression of the ORF is increased in comparison to
oxpreesion using the native signal sequence of the ORF.

The non-lipidated form ie produced by a protein lacking the original leader
sequence or a by a leader sequence which is replaced with a portion of sequence that
does not specify a site for fatty acid acylation in & host cell.

The various forms of the 2086 proteins of this invention are referred to
herein as “2086” protein, unless otherwise specifically moted Also “2086
polypeptide” refers to the 2086 proteins as well as immunogenic portions or
biological equivalents thereof as noted above, unless otherwise noted.

The full length isolated and purified N. meningitidis 2086 protein has an
apparent molecular weight of about 28 to 35 kDa as measured on a 10 % to 20%
gradient SDS polyacrylamide gel (SDS-PAGE). More specifically, this protein has
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a molecular weight of about 26,000 to 30,000 deltons as measured by mass
spectrometry.

Preferably, the 2086 polypeptides end nucleic acids emcoding such
polypeptides are used for preventing or ameliorating infection caused by A.
meningitidis and/or other species.

Antibodies

The proteins of the invention, including the amino acid sequencés of SEQ ID
NOS: 2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-443, their fragments, and analogs
thereof, or cells expressing them, are also used as immunogens to produce
antibodies immunospecific for the polypeptides of the invemtion, The inveation
includes antibodies to immunospecific polypeptides and the use of such antibodies
to detect the presence of N. meningitidis, provide pasgive protection or measure the
quantity or concentration of the polypeptides in a cell, a cell or tissue extract, or &
biological fluid.

The antibodies of the invention include polyelonal entibodies, monoclonal
antibodies, chimeric antibodies, and anti-idiotypic antibodies. Polyclonal entibodies
are heterogencous populations of antibody molecules derived from the sera of
apimals immunized with an antigen. Monoclonal antibodies are & substantially
homogeneous population of antibodies to specific antigens. Monoclonal amtibodies
may be obtained by methods known to those skilled in the art, e.g, Kohler and
Milstein, 1975, Nature 256:495-497 and U.S. Patent Number 4,376,110, Such
antibodies may be of any immunoglobulin cless including IgG, IgM, IgB, IgA,
GILD and any subclass thereof,

Chimeric antibodies are molecules, different portions of which are derived
from different animal species, such s those having veriable region derived from a
murine monoclonal antibody and a human immunoglobulin constant region.
Chimeric antibodies and methods for their production are known in the art (Cabilly
et al., 1984, Proc. Natl. Acad Sci. USA 81:3273-3277; Morrison et al, 1984, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855; Bouliarme et al., 1984, Nature 312:643-646;
Cebilly et al., Buropean Patent Application 125023 (published November 14, 1984);
Taniguchi et al, Buropean Patent Application 171496 (published February 19,
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1985); Morrison e al.,, Ewopean Patent Application 173494 (published March 5,
1986); Neuberger et al., PCT Application WO 86/01533 (published March 13,
1986); Kudo e al, Buropean Patent Application 184187 (published June 11, 1986);
Morrison e al., Buropean Patent Application 173494 (published March 5, 1986);
Sahagan et al, 1986, J Immmol 137:1066-1074; Robinson et al,
PCT/US86/02269 (published May 7, 1987); Liu ef al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:3439-3443; Sun et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; Better
et al., 1988, Science 240:1041-1043). These references are hereby incorporated by
reference in their entirety.

An anti-idiotypic (anti-Id) antibody is an antibody which recognizes unique
determinants generally associated with the antigen-binding site of an antibody. An
anti-Id emtibody is prepared by immunizing an animal of the same species and
genetic type (e.g., mouse sirain) as the source of the monoclonal antibody with the
monoclonal antibody to which an anti-Id is being prepared. The immunized animal
will recognize and respond to the idiotypic determinants of the immunizing antibody
by producing an antibody to these isotypic determinmnts (the anti-Id antibody).

Accordingly, monoclonal antibodies generated against the polypeptides of
the present invention may be used to induce anti-Id antibodies in suitable animals.
Spleen colls from such immunized mice can be used to produce anti-Id hybridomas
secreting anti-Id monoclonal amtibodies. Further, the anti-Id antibodies can be
coupled to a carrier such as keyhole limpet hemocyanin (KLH) and used to
immunize additional BALB/c mice. Sera from these mice will contein anti-anti-Id
antibodies that have the binding properties of the final mAb specific for an R-
PTPase epitope. The anti-Id antibodies thus have their idiotypic epitopes, or
“idiotopes™ structurally similar to the epitope being evaluated, such as Streptococcus
pyogenes polypeptides,

The term “antibody” is also meant to include both intact molecules as well
as fragments such as Fab which are capable of binding antigen. Fab fragments lack
the Fc fragment of intect antibody, clear moare rapidly from the circulation, and may
have less non-specific tissue binding than an intact antibody (Wahl e al., 1983, J.
Nucl Med. 24:316-325). Tt will be appreciated that Fab and other fragments of the
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antibodies useful in the present invention may be used for the detection and
quantitetion of N. meningitidis polypeptides according to the methods for intact
antibody molecules.

The antibodies of this imvention, such as anti-iodiotypic (“anti-Id”)
antibodies, can be employed in a method for the treatment or prevention of Neisseria
infection in memmalian hosts, which comprises administration of an
immunologically effective amount of antibody, specific for a polypeptide as
described above. The anti-Id antibody may also be used as an “immunogen” to
induce an immune response in yet another animal, producing a so-called anti-anti-Id
antibody. The anti-anti-Id may be epitopicatly identical to the original mAb which
induced the anti-Id. Thus, by using antibodies to the idiotypic determinants of a
mAD, it is possible to identify other clones expressing antibodies of identical
specificity.

The antibodies are used in a variety of ways, e.g.,, for confirmstion that a
protein is expressed, or to confinm where a protein is expressed. Labeled antibody
(e.g., fluorescent labeling for FACS) can be incubated with intact bacteria and the
presence of the label on the bacterial surface confirms the location of the protein, for
instance.

Antibodies generated against the polypeptides of the invention can be
obtained by administering the polypeptides or epitope-bearing fragments, analogs, or
cells to an animal using routine protocols. For preparing monoclonal antibodies, any
technique which provides antibodies produced by continuous cell line cultures are
used.

Polynucleotides

As with the proteins of the present invention, a polynucleotide of the present
invention may comprise a mucleic acid sequence that is identical to any of the
reference sequences of even numbered SEQ ID NOS:330-442, that is be 100%
identical, or it may include up to a number of nucleotide alterations as compared to
the reference sequence. Such alterations are selected from the group consisting of at
least one nucleotide deletion, substitution, including transition and transversion, or
insertion, and wherein said alterations may oceur at the 5° or 3 terminal positions of
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the reference omcleotide sequence or anywhers betwesn those terminal positioms,
interspersed either individually among the nucleotides in the reference sequence or
in one or more contiguous groups within the reference sequence. The number of
mucleotide alterations is determined by multiplying the total number of nucleotides
in any of even numbered SEQ ID NOS:330-442 by the numerical percent of the
respective percent identity (divided by 100) and subtracting that product from said
total number of nucleotides in said sequence.

By way of example, without intending to be limited thereto, an isolated N.
meningitidis polynucleotide comprising a polynucleotide sequence that has at least
70% identity to any nucleic acid sequence of odd numbered SEQ ID NOS:1-253 and
even yumbered SEQ ID NOS:330-442; & degenerate variant thereof or & fragment

thereof, wherein the polynucleotide sequence may include up to n, nucleic acid

alterations over the entire polynuclectide region of the nucleic acid sequence of odd
numbered SEQ l]g_NOS:l-253 and even numbered SEQ ID NOS:330-442, wherein
1, is the maximum pumber of alterations and is calculated by the formula:
0. = X—~(XsY),

in which x, is the total number of mcleic acids of any of odd mumbered SEQ ID
NOS:1-253 and evem numbered SEQ ID NOS:330-442 and y has a value of 0.70,
wherein any non-integer product of x,; and y is rounded down to the nearest integer
prior to subtracting such product from x,. Of course, y may also have a value of
0.80 for 80%, 0.85 for 85%, 0.90 for 90% 0.95 for 95%, etc. Alterations of a
polynucleotide sequence encoding the polypeptides comprising amino acid
sequences of any of even mmbered SEQ ID NOS:2-252 and odd numbered SEQ ID
NOS:331-443 may create nonsense, missense or frameshift mutations in this coding
sequence and thereby alter the polypeptide encoded by the polynucleotide following
guch alterations.

Certain embodiments of the present invemtion relate to polynucleotides
(herein referred to as the “2086 polynucleotides™ or “ORF2086 polymucleotides™)
which encode the 2086 proteins and antibodies made against the 2086 proteins. In
preferred embodiments, an isolated polynucleotide of the presemt invention is a
polynucleotide comprising a nucleotide sequence having at least about 95% identity
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to a nucleotide sequence chosen from one of the odd numbered SEQ ID NOS:1-253
or even numbered SEQ ID NOS:330-442, a degencrate variant thereof, or a
fragment thereof. As defined herein, a ‘‘degenerate variant” is defined as &
polynucleotide that differs from the nucleotide sequence shown in the odd numbered
SEQ ID NOS:1 and SEQ ID NOS:253 (and fragments thereof) due to degeneracy of
the genetic code, but still encodes the same 2086 protein (e.g., the even numbered
SEQ ID NOS: 2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-443) as that encoded by
the nucleotide sequence shown in the odd numbered SEQ ID NOS: 1-253 and even
numbered SEQ ID NOS:330-442.

- In other embodiments, the polynucleotide is a complement to & nucleotide
sequence chosen firom one of the odd numbered SEQ ID NOS: 1-253 or even
numbered SEQ ID NOS:330-442, a degenerate variant thereof, or a fragment
thereof In yet other embodiments, the polynucleotide is selected from the group
congisting of DNA, chromosomal DNA, cDNA and RNA and may further
comprises heterologous nucleotides. In another embodiment, an isolated
polynucleotide hybridizes to a nucleotide sequence chosen from one of SEQ ID
NOS: 1 -253 or even numbered SEQ ID NOS:330-442, a complement thereof, a
degenerate variant thereof, or a fragment thereof, under high stringency
hybridization conditions. In yet other embodiments, the polynucleotide hybridizes
under intermediate stringency hybridization conditions.

It will be appreciated that the 2086 polynucleotides may be obtained from
natural, synthetic or semi-synthetic sources; furthermore, the nucleotide sequence
may be a naturally occurring sequence, or it may be related by mutation, including
single or multiple base substitutions, deletions, insertions and inversions, to such a
naturally occurring sequence, provided always that the mucleic acid molecule
compriging such a sequence is capable of being expressed as 2086 immunogenic
polypeptide as described above. The mucleic acid molecule may be RNA, DNA,
single stranded or double stranded, lineer or covalently closed circular form. The
nucleotide sequence may have expression conirol sequences pogitioned adjacent to
it, such control sequences usnally being derived from a heterologous source.
Generally, recombinant expression of the nucleic acid sequence of this invention
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will use a stop codon sequence, such as TAA, at the end of the nucleic acid

sequence.

The invention also includes polynucleotides capable of hybridizing under

reduced stringency conditions, more preferably stringent conditions, and most

S preferably highly stringent conditions, to polynucleotides described herein.
Examples of stringsncy conditions are shown in the Stringency Conditions Table
below: highly stringent conditions are those that are at least as siringent as, for
example, conditions A-F; stringent conditions are at least as siringent as, for
example, conditions G-L; and reduced stringency conditions are at least as stringent

10  as, for example, conditions M-R.

STRINGENCY CONDITIONS - TABLE 1

Stringency | Polynucleotide Hyb{id Length | Hybridization Wash

Condition Hybrid (bp) Tempersture and Temperature
Buffer' and Buffer”

A DNA:DNA >50 65EC; 1xSSC-or- | 65EC;
42EC; 1x8SSC, 50% | 0.3xSSC
formamide

B DNA:-DNA <50 Ts; 1xSSC _Tg; 1xSSC

C DNA:RNA >50 67EC; 1xSSC-or- | 67EC;

. 45EC; 1x88C, 50% | 0.3xSSC

formamide

D DNA:RNA <50 ‘Tp; 1xSSC Tp; 1xSSC

E RNA:RNA >50 70EC; 1xSSC -or- 70EC,
50BEC; IxSSC, 50% | 0.3xSSC
formamide

F RNA:RNA <50 Tg, 1xSSC Ty 1xSSC

G DNA:DNA > 50 65EC; 4xSSC -or- | 65EC; 1xSSC
42BC; 4xSSC, 50%
formamide

H DNA:DNA <50 Ty; 4xSSC _Ty; 4xSSC

I DNA:RNA > 50 67EC; 4xSSC -or- | 67EC; 1xSSC
45EC; 4xSSC, 50%
formamide

J DNA:RNA <50 T); 4x8SSC Ty; 4x8SC

K RNA:RNA >50 70BEC; 4xSSC -or- | 67EC; 1x8SC
50EC,; 4xSSC, 50%
formamide

L RNA:RNA <50 Ty 2x8SC . Ty; 2xS8C

M DNA:DNA >50 50EC; 4xSSC-or- | S0EC; 2xSSC
40EC; 6xSSC, 50%
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Stringency | Polynucleotide | Hybrid Length | Hybridization Wash

Condition Hybrid (bp)' Temperature and Temperature
Buffer" snd Buffer"
formamide

N DNA:DNA <50 Ty; 6xSSC Tn; 6xSSC

0 DNA:RNA >50 55BC; 4xSSC -or- | 55EC; 2xSSC
42EC,; 6xSSC, 50%
formamide

Iy DNA:RNA <50 Tp; 6xSSC Tp; 6xSSC

Q RNA:RNA >50 60EC; 4xSSC -or- | 60EC; 2xSSC

~ 45EC; 6x8SC, 50%

formamide

R RNA:RNA <50 Tr; 4xSSC Tr; 4xSSC

bp: The hybrid length is that anticipated for the hybridized region(s) of the
hybridizing polymucleotides. 'When hybridizing a polynucleotide to a target
polynucleotide of unknown sequence, the hybrid length is assumed to be that of the
hybridizing polynucleotide. = When polynucleotides of known sequence are
hybridized, the hybrid length can be determined by aligning the sequences of the
polynucleotides and identifying the region or regions of optimal sequence
complementarities.

buffer’: SSPE (1xSSPE is 0.15M NaCl, 10mM NaH;PO,, and 1.25mM
EDTA, pH 7.4) can be substituted for SSC (1x8SC is 0.15M NaCl and 15mM
sodium citrate) in the hybridization and wash buffers; washes are performed for 15
minutes after hybridization is complete.

Tp through Tr: The hybridization temperature for hybrids anticipated to be
less than 50 base pairs in length should be 5-10BC less than the melting tempezature
(Tw) of the hybrid, where Ty, is determined according to the following equations.
For hybrids less than 18 base pairs in length, T,(EC) = 2(# of A + T bases) + 4(# of
G + C bases). For hybrids between 18 and 49 base pairs in length, T(EC) = 81.5 +
16.6(log1o{Na’]) + 0.41(%GHC) - (600/N), where N is the number of bases in the
hybrid, end [Na'] is the concentration of sodium ions in the hybridization buffer
{[Na"] for IxSSC = 0.165 M).

Additional examples of stringency conditions for polynucleotide
hybridization are provided in Sambrook, J., E.F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
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Cold Spring Harbor, NY, chapters 9 and 11, and Current Protocols in Molecular
Biology, 1995, F M. Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., sections 2,10 and
6.3-6.4, incorporated herein by reference.

The invention also provides polymicleotides that are fully complementary to
these polynucleotides and also provides antisense sequences. The antisense
sequences of the invention, also referred to as antisense oligonucleotides, include
both internally generated and externally administered sequences that block
expression of polynucleotides encoding the polypeptides of the invention. The
antisense sequences of the invention comprise, for example, about 15-20 base pairs.
The antisense sequences cm be designed, for example, to inhibit trenscription by
preventing promoter binding to an upstream nontranslated sequence or by
preveating translation of a transcript encoding a polypeptide of the invention by
preventing the ribosome from binding.

The polynucleotides of the invention are prepared in many ways (e.g., by
chemical synthesis, from DNA libraries, from the organiem itself) and can take
various forms (e.g., single-stranded, double-stranded, vectors, probes, primers). The
term “polynucleotide” includes DNA and RNA, and also their analogs, sach as those
containing modified backbones.

According to further implementations of the present invention, the
polynucleotides of the present invention comprise a DNA library, such as a cDNA
library.

Fusion Proteins

The present invention also relates to fusion proteins. A “fusion protein”
refers to a protein encoded by two, often unrelated, fused genes or fragments
thereof, For exemple, fusion proteins comprising various portions of comstant
region of immunoglobulin molecules together with another immunogenic protein or
part thereof. In many cases, employing an immunoglobulin Fc region as a part of a
fusion protein is advantageous for use in therapy and disgnosis resulting in, for
example, improved pharmacokinetic properties (see, e.g., EP 0 232 262 Al). On the
other hand, for some uses it would be desirable to be eble to dalete the Fe part after
the fusion protein has been expressed, detected and purified. = The 2086
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of awdliery substances such as wetting or emulsifying agents, preservatives or
buffers, which enhance the shelf life or effectiveness of the antibody. The
preperation and use of pharmaceutically acceptable carriers is well known in the art.
BExcept insofar as any conveutional media or agent is incompatible with the active
ingredient, use thereof in the immunogenic compositions of the present invention is
contemplated.

Such immunogenic compositions can be administered parenterally, e.g., by
injection, either subcutaneously or intramuscularly, as well ag orally or intranasally.
Methods for intramuscular immunizstion sre described by Wolff et al. and by
Sedegah ef ¢/, Other modes of administration employ oral formulations, pulmonary
formulations, suppositories, and transdermal applications, for example, without
kimitation. Oral formulations, for example, include such normelly employed
excipients as, for example, pharmaceutical grades of mannitol, lactose, starch,
magnesium stearate, sodium saccharine, cellulose, magnesium carbonate, and the
like, without limitation.

The immunogenic compositions of the invention can include one or more
adjuvants, including, but not limited to alumimmmn hydroxide; aluminum phosphate;
STIMULON™ (QS8-21 (Aquila Biopharmaceuticals, Inc.,, Framingham, MA);
MPL™ (3-O-deacylated monophosphoryl lipid A; Corixa, Hamilton, MT), 529 (an
amino alkyl glucosamine phosphate compound, Corixa, Hamilton, MT), IL-12
(Genetics Institute, Cambridge, MA); GM-CSF (Immumex Corp., Seattle,
Washington); N-acetyl-muramy]—L-theronyl-D-isoglutamine (thr-MDP); N-acetyl-
nor-muramy?-L-alanyl-D-isoglutamine (CGP 11637, referred to 88 nor-MDP); N-
acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanine-2-(1°-2"-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-hydroxyphos-phoryloxy-ethylamine) (CGP 19835A, referred to as MTP-
PE); and cholera toxin. Others which may be used are non-toxic derivatives of
cholera toxin, including its A subunit, and/or conjugates or genetically engineered
fosions of the N. meningitidis polypeptide with cholera toxin or its B subunit
(“CTB"), procholeragencid, fungal polyssccharides, including schizophyllan,
muramyl dipeptide, muramyl dipeptide (“MDP”) derivatives, phorbol esters, the
heat labile toxin of E. coli, block polymers or sgponins.
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In certain preferred embodiments, the proteins of this invention are used in
an immunogenic composition for oral administration which includes a mucosal
adjuvant and used for the treatment or prevention of N. meningitidis infection in a
.humm host. The mmucosal adjuvant can be a cholera toxin; however, preferably,
mucosal adjuvants other then cholera toxin which may be used in accordance with
the present invention include non-toxic derivatives of a cholera holotoxin, wherein
the A subunit is mutagenized, chemically modified cholera toxin, or related proteins
produced by modification of the cholera toxin amino acid sequence. For a specific
cholera toxin which may be particularly useful in preparing immmogenic
compositions of this invention, see the mutant cholera holotoxin E29H, as disclosed
in Published International Application WO 00/18434, which is hereby incorporated
herein by reference in its entirety. These may be added to, or conjugated with, the
polypeptides of this invention. The same techmiques can be applied to other
molecules with mucosal adjuvant or delivery properties such as Escherichia coli
heast lebile toxin (LT). Other compounds with mucosal adjuvant or delivery activity
may be used such as bile; polycations such as DEAE-dextran and polyornithine;
detergents such as sodium dodecyl benzene sulphate; lipid-conjugated materials;
antibiotics such as streptomyein; vitamin A; and other compounds that alter the
structural or functional integrity of mucosal surfaces. Other mucosally active
compounds include derivatives of microbial structures such as MDP; acridine and
cimetidine. STIMULON™ (QS-21, MPL, and I1-12, as described above, may also
be used. '

The immunogenic compositions of this invention may be delivered in the
form of ISCOMS (immune stimulating complexes), ISCOMS containing CIB,
liposomes or encapsulated in compounds such es acrylates or poly(DL-lactide-co-
glycoside) to form microspheres of a size suited to adsorption. The proteins of this
invention may also be incorporated into oily emulsions.

Multiple Antigens

The immunogenic agents, including proteins, polynucleotides and
equivalents of the present invenmtion may be administered as the sole active
immumogen in a immunogenic composition, or alternatively, the composition may
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include other active immunogens, including other Neisseria sp. immunogenic
polypeptides, or immunologically-active proteins of one or more other microbial
pathogens (e.g. virus, prion, bacterium, or fungus, without limitation) or capsular
polysaccharide. The compositions may comprise one or more desired proteins,
fragments or pharmaceutical compounds as desired for a chosen indication. In the
same manmner, the compositions of this invention which employ one or more nucleic
acids in the immunogenic composition may also include nucleic acids which encode
the same diverse group of proteins, as noted above.

Any multi-antigen or multi-valent immunogenic composition is
contemplated by the present invention. For example, the compositions of ths
present invention may a comprise combinations of two or more 2086 proteins, a
combination of 2086 protein with one or more Por A proteins, a combination of
2086 protein with meninpococcus serogroup A, C, Y and W135 polysaccharides
and/or polysaccharide conjugates, o combination of 2086 protein with
meningococcus and pneumococcus combinations, or & combination of any of the
foregoing in a form suitable for mucosal delivery. Persons of skill in the art would
be readily able to formulate such multi-antigen or multi-valent immumologic
compositions.

The present invention also contemplates multi-imrounization regimens
wherein any composition useful against a pathogen may be combined therein or
therewith the compositions of the present invention. For example, without
limitation, a patient may be administered the immunogenic composition of the
present invention and another immununological composition for immunizing against
S. Pneumonige, as part of a multi-immunization regimen. Persons of gkill in the art
would be readily able fo select immunogenic compositions for use in conjunction
with the immunogenic compositions of the present invention for the purposes of
developing and implementing multi-immunization regimens.

Specific embodiments of this invention relate to the use of one or more
polypeptides of this invention, or nucleic acids encoding such, in a composition or
as part of a treatment regimen for the prevention or amelioration of S. pneumonaie
infection. One can combine the 2086 polypeptides or 2086 pelynucleotides with any
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immunogenic composition for use against S. pneumonaie infection. One can also
combine the 2086 polypeptides or 2086 polynuclectides with any other protein or
polyseccharide-based meningococcal vaccine.

The 2086 polypeptides, fragments and equivalents can be used as part of a
conjugate immunogenic composition; wherein one or more proteins or polypeptides
are conjugated to a carrier in order {o generate a composition that has immunogenic
propertics against several serotypes and/or against several diseases. Alternatively,
one of the 2086 polypeptides can be used as a carrier protein for other immunogenic
polypeptides.

The present invention also relates to a msthod of inducing immune responses
in a mammal comprising the step of providing to said mammal an immunogenic
compogition of this invention. The immunogenic composition is a composition
which is antigenic in the treated animal or human such that the immunologically
effective amount of the polypeptide(g) contained in such composition brings about
the desired immune response against N. memingitidis infection. Preferred
embodiments relate to a method for the treatment, including amelioration, or
prevention of N. meningitidis infection in a human comprising administering to a
human an immunologically effective amount of the composition.

The phrase “immunologically effective amount,” as used herein, refers to the
administration of that amount to a mammalian host (preferably human), either in a
single dose or as part of a series of doses, sufficient to at least cause the immune
system of the individual treated to generaie a response that reduces the clinical
impact of the bacterial infection. This may range from a minimal decrease in
bacterial burden to provention of the infection. Ideally, the treated individual will
not exhibit the more serious clinical manifestations of the bacterial infection. The
dosage amount can vary depending upon specific conditions of the individual. This
amount can be determined in routine trials or otherwise by means known to those
skilled in the art.

Another specific aspect of the present invention relates to using as the
immunogenic composition a vector or plasmid which expresses an protein of this
invention, or an immunogenic portion thereof. Accordingly, a further aspect this
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invention provides a method of inducing an immune regponse in a mammal, which
comprises providing to a mammal a vector or plasmid expressing at least one
isolated 2086 polypeptide. The protein of the present invention can be delivared to
the mammal using a live vector, in particular using live recombinant bacteria,
viruses or other live agenis, containing the genefic material necessary for the
expression of the polypeptide or immunogenic portion as a foreign polypeptide.

According to a further implementation of the present invention, a method is
provided for diagnoging bacterial meningitis in a mammal comprising: detecting the
presence of immune complexes in the mammal or a tissue sample from said
mammal, said mammal or tissue sample being contacted with sn antibody
composition comprising antibodies that immunospecifically bind with at least one
polypeptide comprising the amino acid sequence of any of the even numbered SEQ
ID NOS: 2-252 and odd numbered SEQ ID NOS:331-443; wherein the mammal or
tissue sample is contucted with the antibody composition under conditions suitable
for the formation of the immune complexes.

Viral and Non-Viral Vectors

Preferred vectors, particularly for cellular assays in vitro and in vivo, are
viral vectors, such as lentiviruses, retroviruses, herpes viruses, adenoviruses, adeno-
associated viruses, vaccinia virus, baculovirus, and other recombinant viruses with
desirable cellular tropism. Thus, a pucleic acid encoding a 2086 protein or
immunogenic fragment thersof can be introduced in vivo, &x vivo, or in vitro using a
viral vector or through direct introduction of DNA. Expression in targeted tissnes
can be effected by targeting the transgenic vector to specific cells, such as with a
viral vector or a receptor ligand, or by using a tissue-specific promoter, or both.
Targeted gene delivery is described in PCT Publication No. WO 95/28494, which is
incorporated herein by reference in its entirety.

Viral vectors commonly used for in vivo or ex vivo targeting and therapy
procedures are DNA-based vectors and retroviral vectors. Methods for constructing
gnd using viral vectors'are known in the art (eg., Millr and Rosman,
BioTechniques, 1992, 7:980-990). Preferably, the viral vectors are replication-
defective, that is, they are unable to replicate autonomously in the target cell.
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Preferably, the replication defective virus is a minimal virus, i.e., it retains only the
sequences of its genome which are necessary for encapsulating the genome to
produce viral particles.

DNA. viral vectors include an attenuated or defective DNA virus, such as but
not limited to herpes simplex virus (HSV), papillomavirus, Epstein Bemr virus
(EBV), adenovirus, adeno-associated virus (AAV), and the like. Dofective viruses,
which emtirely or almost entirely lack viral genes, are preferred. Defective virus is
not infective after introduction into a cell. Use of defective viral vectors allows for
administration to cells in a specific, localized ares, without concern that the vector
can infect other cefls. Thus, a specific tissue can be specifically targeted. Examples
of particular vectors include, but are not limited to, a defective herpes virus 1
(HSV1) vector (Kaplitt et al, Molec. Cell. Neurosci., 1991, 2:320-330), defective
herpes virus vector lacking a glyco-protein L gene, or other defective herpes virus
vectors (PCT Publication Nos. WO 94/21807 and WO 92/05263); an attermuated
adenovirus vector, such as the vector described by Stratford-Perricaudet ef al. (/.
Clin. Invest., 1992, 90:626-630; see also La Salle ef al. , Science, 1993, 259:988-
990); and a defective adeno-associated virus vector (Samulski et al., J. Virol., 1987,
61:3096-3101; Samulski ef al., J. Virol., 1989, 63:3822-3828; Lebkowski er al,
Mol. Cell. Biol., 1988, 8:3988-3996), each of which is incorporated by reference
herein in its entirety.

Various companies produce viral vectors commercially, including, but not
limited to, Avigen, Inc. (Alameds, CA; AAV vectors), Cell Genesys (Foster City,
CA,; retroviral, adenoviral, AAV vectors, and lentiviral vectors), Clontech (retroviral
and baculoviral vectors), Genovo, Inc. (Sharon Hill, PA; adenoviral and AAV
vectors), Genvec (adenoviral vectors), IntroGene (Leiden, Netherlands; adenoviral
vectors), Molecular Medicine (retroviral, adenoviral, AAV, and herpes viral
vectors), Norgen (adenoviral vectors), Oxford BioMedica (Oxford, United
Kingdom; lentiviral vectors), and Transgene (Strasbourg, France; ademoviral,
vaccinia, retroviral, and lentiviral vectors), incorporated by reference herein in its
entirety.
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Adenovirus vectors. Adenoviruses are eukaryotic DNA viruses that can be
modified to efficiently deliver a nucleic acid of this invention to & veriety of cell
types. Various serotypes of adenovirus exist. Of these serotypes, preference is
given, within the scope of the present invention, to using type 2 or type 5 human
adepoviruses (Ad 2 or Ad 5) or adenoviruses of animal origin (see PCT Publication
No. WO 94/26914). Those adenoviruses of animal origin which can be used within
the scope of the present invention include adenoviruses of canine, bovine, murine
(example: Mavl, Beard er al,, Virology, 1990, 75-81), ovine, porcine, avian, and
simian (example: SAV) origin. Preferably, the adeanovirus of animal origin is a
canine adenovirus, more preferably a CAV2 edenovirus (e.g., Manhattan or A26/61
strain, ATCC VR-800, for example). Various replication defective adenovirus and
minimum adenovirus vectors have been described (PCT Publication Nos.
WO 94/26914, WO 95/02697, WO 94/28938, WO 94/28152, WO 94/12649,
WO 95/02697, WO 96/22378). The replication defective recombinant adenoviruses
according to the invention can be prepared by any technique known to the person
skilled in the art (Levrero et al., Gene, 1991, 101:195; Buropean Publication No.
EP 185 573; Grahem, EMBO J., 1984, 3:2917;, Grehem ez al, J. Gen. Virol.,, 1977,
36:59). Recombinant adepoviruses are recovered and purified using standard
molecular biological techniques, whici1 are well known to persons of ordinary skill
in the art.

Adeno-associated viruses, The adeno-associated viruses (AAV) are DNA
viruses of relatively small size that can integrate, in a stable and site-specific
manner, into the genome of the cells which they infect. They are able to infect a
wide spectrum of cells without inducing any effects on cellular growth, morphology
or differentiation, and they do not sppear to be involved in human pathologies. The
AAYV genome has been cloned, sequenced and characterized. The use of vectors
derived from the AAVs for transferring genes in vitro and in vivo has been described
(see, PCT Publication Nos. WO 91/18088 and WO 93/09239; U.S. Patent Nos.
4,797,368 and 5,139,941; European Publication No. EP 488 528). The replication
defective recombinant AAVs according to the invention cean be prepared by
cotransfecting a plasmid containing the nucleic acid sequence of interest flanked by
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two AAYV inverted terminal repest (ITR) regions, and a plasmid carrying the AAV
encapsidation genes (rep and cap genes), into a cell line which is infected with e
humsan helper virus (for example an adenovirus). The AAV recombinants which are
produced are then purified by standard techniques.

Retrovirus vectors. In another implementation of the present invention, the
nocleic acid can be introduced in a retroviral vector, e.g., as described in U.S. Patent
No. 5,399,346, Mann et ol, Cell, 1983, 33:153; U.S. Patent Nos. 4,650,764 and
4,980,289, Madkowitz et al,, J. Virol., 1988, 62:1120; U.S. Patent No. 5,124,263,
European Publication Nos. EP 453 242 and EP178 220; Bemstein e al.,, Genet
Eng.,1985, 7:235; McCormick, BioTechnology, 1985, 3:689; PCT Publication No.
WO 95/07358; and Kuo ef al., Blood, 1993, 82:845, each of which is incorporated
by reference in its entirety. The retroviruses are integrating viruses that infect
dividing cells. The retrovirus genome includes two LTRs, an encapsidation
sequence and three coding regions (gag. pol and eov). In recombinant retroviral
vectors, the gag, pol and env genes are generally deleted, in whole or in part, and
replaced with a heterologous nucleic acid sequence of interest. These vectors can be
constructed from different types of retrovirus, such as, HIV, MoMuLV (“murine
Moloney leuksemia virus” MSV (“murine Moloney sarcoma virus”), HaSV
(“Harvey sarcoma virus™); SNV (“spleen necrosis virus”); RSV (“Rous sarcoma
virus”) and Friend virus, Suitabie packaging cell lines have been described in the
prior art, in particular the cell line PA317 (U.S. Patent No. 4,861,719); the PsiCRIP
cell line (PCT Publication No. WO 90/02806) and the GP+tenvAm-12 ceil line (PCT
Publication No. WO 89/07150). In addition, the recombinant retroviral vectors can
contain modifications within the LTRs for suppressing transcriptional activity as
well as extensive encapsidation sequences which may include a part of the gag gene
(Bender et al., J. Virol,, 1987, 61:1639). Recombinant retroviral vectors are purified
by standard techniques known to those having ordinary akill in the art.

Retroviral vectors can be constructed to function as infectious particles or to
undergo a gingle round of tramsfection. In the former case, the virus is modified to
refein all of its gemes except for those responsible for oncogenic transformation
properties, and to express the heterologous gene. Non-infectious viral vectors are
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manipulated to destroy the viral packaging signal, but retain the structural genes
required to package the co-introduced virus engineered to contain the heterologous
gene and the packaging signals. Thus, the viral particles that are produced are not
capable of producing additional virus.

Retrovirug vectors can also be introduced by DNA viruses, which permits
one cycle of retroviral replication and amplifies transfection efficiency (see PCT
Publication Nos. WO 95/22617, WO 95/26411, WO 96/39036 and WO 97/19182).

Lentivirus vectors. In another implementation of the present invention,
lentiviral vectors can be used as agents for the direct delivery and sustained
expression of a transgene in several tissue types, including brain, retina, muscle,
liver and blood. The vectors cen efficiently transduce dividing and nondividing cells
in these tissues, and effect long-term expression of the gene of interest. For a
review, see, Naldini, Curr. Opin, Biotechnol., 1998, 9:457-63; see also Zufferey, ot
al., J. Virol., 1998, 72:9873-80). Lentiviral packaging cell lines are avnilable and
known generally in the art. They facilitste the production of high-titer lentivirus
vectors for gene therapy. An example is a tetracycline-inducible VSV-G
pseudotyped lentivirus packaging cell line that can generate virus particles at titers
greater than 106 TU/mL for at least 3 to 4 days (Kafri, ef al., J. Virol., 1999, 73:
576-584). The vector produced by the inducible cell line can be concentrated as
needed for efficiently transducing non-dividing cells in vitro and in vivo.

Non-viral vectors. In another implementation of the present invention, the
vector can be introduced iz vivo by lipofection, as naked DNA, or with other
transfection facilitating agents (peptides, polymers, etc.). Synthetic cationic lipids
can be used to prepare liposomes for in vivo trangfection of a gene encoding a
marker (Felgner, et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1987, 84:7413-7417; Felgner
and Ringold, Science, 1989, 337:387-388; see Mackey, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.SA, 1988, 85:8027-8031; Ulmer e al., Science, 1993, 259:1745-1748). Useful
lipid compounds and compositions for transfer of nucleic acids are described in PCT
Patent Publication Nos. WO 95/18863 and WO 96/17823, and in U.S. Patant No.
5,459,127. Lipids may be chemically coupled to other molecules for the purpose of

targeting (see Mackey, et al, supra). Targeted peptides, eg., hormones or
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neurotransmitters, and proteins such as antibodies, or non-peptide molecules could
be coupled to liposomes chamically.

Other molecules are also useful for facilitating transfection of a nucleic acid
in vivo, such as a cationic oligopeptide (eg., PCT Patent Publication No.
WO 95/21931), peptides derived from DNA. binding proteins (e.g., PCT Patent
Publication No. WO 96/25508), or a cationic polymer (e.g., PCT Patent Publication
No. WO 95/21931).

It i also possible to introduce the vector in vivo as a naked DNA plasmid
Naked DNA vectors for vaccine purposes or gene therapy can be introduced into the
desired host cells by methods known i the art, e.g., electroporation, microinjection,
cell fusion, DEAE dextran, celcium phosphate precipitation, use of a gene gun, or
use of 8 DNA vector transporter (e.g., Wu et al., J. Biol. Chem., 1992, 267:963-967,
Wu and Wy, J. Biol. Chem., 1988, 263:14621-14624; Canadian Patent Application
No. 2,012311; Williams ez al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991, 88:2726-2730).
Receptor-mediated DNA delivery approaches can also be used (Curiel er al., Hion.
Gene Ther., 1992, 3:147-154; Wu and Wy, J. Biol. Chem., 1987, 262:4429-4432).
U.S. Patent Nos. 5,580,859 and 5,589,466 disclose delivery of exogenous DNA
sequences, free of transfection facilitating agents, in 2 mammal. Recently, a
relatively low voltage, high efficiency in vivo DNA transfer technique, termed
clectrotransfer, has been described (Mir ez al. , C.P. Acad. Sci., 1988, 321:893; PCT
Publication Nos. WO 99/01157; WO 99/01158; WO 99/01175).  Accordingly,
additional embodiments of the present invention relates to & method of inducing an
immune response in a human comprising administering to said humsan an amount of
a DNA molecule encoding a 2086 polypeptide of this invention, optionslly with a
transfection-faciliteting agent, where said polypeptide, when expressed, retains
immunogenicity and, when incorporated into an immumogenic composition and
administered to a human, provides protection without inducing enhanced disease
upon subsequent infection of the hwmsn with Neisseria sp. pathogen, such as N.
meningitidis. Transfection-faciliteting agents are kmown in the art and include
bupivicaine, and other local anesthetics (for examples ses U.S. Patent No.
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5,739,118) and cationic polyamines (as publighed in International Patent Application
WO 96/10038), which are hereby incorporated by reference.

The present invention also relates to an antibody, which may either be a
monoclonal or polyclonal antibody, specific for 2086 polypeptides as described
above, Such antibodies may be produced by methods which are well known to those
skilled int the art.

Bacterial Expression Systems and Plasmids

This invention also provides a recombinant DNA molecule, such as a vector
or plesmid, compriging an expression confrol sequence having promoter sequences
and injtiator sequences and a nucleotide sequence which codes for a polypeptide of
this invention, the nucleotide sequence being located 3’ to the promoter and initiator
sequences. In yet apother aspect, the invention provides a recombinant DNA
cloning vehicle capable of expressing a 2086 polypeptide comprising an expression
control sequence having promoter sequences and imitiator sequences, and a
nucleotide sequence which codes for & 2086 polypeptide, the nucleotide sequence
being located 3° to the promoter and initistor sequences. In a further aspect, there is
provided a host cell containing a recombinant DNA cloning vehicle and/or a
recombinant DNA molecule as described above. Suitable expression control
sequences and host cell/cloning vehicle combinations are well known in the art, and
are described by way of example, in Sambrock et gl. (1989).

Once recombinant DNA cloning vehicles and/or host cells expressing a
desired a polypeptide of this invention have been constructed by transforming,
wansfecting or infecting such cloning vehicles or host cells with plasmids containing
the cosresponding 2086 polynucleotide, cloning vehicles or host cells are cuitured
under conditions such that the polypeptides are expressed. The polypeptide is then
isolated substanﬁn]ly free of contaminating host cell components by techniques well
known to those gkilled in the art.

The following examples are included to demonstrate preferred embodiments
of the invention. It should be sppreciated by those ekilled in the art that the
techniques disclosed in the examples which follow repregent techniques discovered
by the inventors to fimction well in the practice of the invention, and thus can be
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considered to constitute preferred modes for its practice. However, those of akill in

the art should, in view of the present disciosure, appreciate that many changes can

be made in the specific embodiments which are disclosed and still obtain a like or

sirnilar result without departing from the spirit and scope of the invention,
EXAMPLES

Example 1

Identification of a neisserial membrane protein extract capsable of eliciting

bactericidal antbodies against heterologous strains:

Referring to Table II below, LOS-depicted outer membrane protein
preparations have been shown to elicit bactericidal antibodies. These antibodies are
often directed towards the PorA of the respective strain. LOS~depleted outer
membrane preparations from serogroup B meningococcal strain 8529 (B:15:P1.7b,3)
are unusual in this marmer becanse they unexpectedly elicit bactericidal antibodies
to several heterologous strains.

TABLE II
BC Activity of Anti-sOMPS Against Different Strains of N. meningitidis

Ant-serum Week 6 B476 5315 H355 M982 §50045 8529+ NMB

Serosubtype PL.7,16 P15 PL15 rL9 Pl4 P13 PL52

sOMPa R44/76 25pg 1,000 <) <50 <50 <50 %8 <5)
| Q5-71 20ng

sOMPs 5315 25pg 50 <50 <50 <50 <50 2170 <50
| QS-28 20pg

sOMPs H355 25y <50 <50 450 <50 <50 860 <3
| QS-11 Xpg

sOMPs M982 25,g 91 <50 <5 k1] <50 1100 <50
| Q5-2120ug

sOMP: 580049 25,8 50 <50 <58 <50 <50 1190 <50
| Q5-21 20ug

sOMPVs 8529 25ug 1,000 <50 450 50 215 >4050 < 5D

05-21 20pg 11%;]

sOMPs 2096 25pg <50 <50 <50 <50 <30 790 148

Whole-cell control serum 450 50 100 500 150 >1350 952

25ug SDMPL 25 (66.0)

To facilitate the isolation end characterization of the antigen{s) responsible
for eliciting heterologous bactericidal mntibodies, we sought to identify which

20  dstergent optimally extracted the antigen(s).
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Strains and culture conditions.

N. meningitidis strain 8529 from a frozen vial was streaked onto a GC plate.
(The meningococcal strain 8529 was received from The RIVM, Bilthoven, The
Netherlands). The plate was incubated at 36C/5%CO; for 7.5h. Several colonies
were used to inoculate a flask containing 50 mL of modified Frantz medium + GC
supplement. The flask was incubated in an air shaker at 36°C and agitated at 200
RPM for 4.5h. 5 mL was used to inoculate & Fernbach flask containing 450 mL of
modified Frantz medium + GC supplement. The flask was incubated in an air
shaker at 36°C and agitated at 100 RPM for 1ih. The entire 450 mL was used to
inoculate 8.5 L of modified Frantz medium+ GC supplement in a 10 L fermentor.

Composition of Modified Frantz Medium:

Glutamic acid
Cysteine

Sodium phosphate, dibasic, 7 hydrate

Potassium chloride

Sodium chleride
Ammonium chloride
Dislyzed yeast exiract (YE)

PCT/US2004/01 1901

13 gk
0.02

10
0.09
6
1.25
40 ml

(25% YB soln. dialyzed against 5 volumes of dH;0 overnight, then

autoclaved)

GC supplement 100X, filter sterilize

Dextrose
Glutamic acid
Cocarboxylase
Fexric nitrate

The following parameters were controlled during fermentation:
Temperature=36°C ; pH=7.4; Dissolved Oxypgen=20%. Several drops of P-2000

400 g/L
10

0.02

0.5

o
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antifoam were added to control foaming. The culture was grown to stationary phase,
Cells were harvested by centrifugation at OD6§50=5.25. A total of 100-300 grams of
wet cell paste is typically harvested from ~8.5L of culture.

Partial purification of outer membrane protein fractions from meningococel
which elicit heterologons bactericidal antibodies:

100 gms wet weight of cells were suspended, to a volume five times the wet
weight, with 10mM HEPES-NaOH, pH 7.4, ImM Na2EDTA and lysed by passage
through a 110Y microfluidizer equipped with a chamber at ~18,000 psi. The cell
lysate wes clerified and the cell envelope isolated by centrifugation at 300,000 x g
for 1 hour at 10°C. The cell envelopes were washed 2X with the same buffer by
suspension with a homogenizer followed by centrifugation as above. The cell
eavelopes were then extracted with 320ml of 1% (w/v) Trton X-100 in 10mM
HEPES-NaOH, pH 7.4, ImM MgCl,. Referring to Table III below, results from
sequential differential detergent exiraction using Triton X-100 and Zwittergent 3-14
followed by immunization of mice, allowed us to determine that the Triton extracts
optirpally extracted the candidate(s) of interest This Triton X-100 extract, eliciting
bactericidal antibody response against 4 out of five strains listed in table III, was
then fractionated by preparative isoelectric focusing (IEF) in a BioRad Rotophor
unit. Ampholyte concentrations were 1% pH 3-10 mixed with 1% pH 4-6. As
gshown in Table ITI, several fractions were found to elicit a heterologous bactericidal

Tesponse. Theﬁ'nctionsobtlinﬂdﬁ'omIEF,whichfocusedinIhepHrmgeofS.S-'

7.8, elicited a hetexologous response to the most sirains as determined by the
bactericidal assay. The pooled IEF fractions were concentrated and the ampholytes
removed by ethanol precipitation. A further purification was achieved by adsorbing
some of the proteins obtained in the pH range of about 5.5-7.8 on an anion exchange
column and comparing the bactericidal activity obtained after immunizing mice with
the adsorbed and tmadsorbed proteins. Referring again to Table I, while many
proteins were adsorbed to the anion exchange resin, the protains which were not
adsorbed by the columm elicited more heterologous bactericidal antibodies.

4
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TABLE 11
BCso Target Strain
Method Fraction 4476 830045 H3ss 539+ MoB2
LOS- sOMPs 1,000 215 450 NC 50
depleted
Determent i 200 NT NT NT NT
Extractions TX-100 >800 >300 >800 >800 <25
| Zwittargent 3-12 400 _>25 100 400 <23
[ Zwittergent 3-14 <25 NT NT NT NT
Zw.3-14 + NaCl <25 NT NT NT NT
Sarcosy] <35 NT NT__ NT NT
Zw.3-14 + heat <235 NT NT NT NT
Praparative Fractions 1-3 (pH 2.3-3.9) 50 NT NT NT NT
IBF [Fraction4__ (pH 4.1) >800 <25 100 <25 NT
Fraction 5 (pH 4.3) _ >800 <23 100 200 NT
Fraction6  (pH 4.5) 400 NT NT NT NT
| Fraction 7 4.5) <5 NT NT _ NT NT
{ Fractions 8-9 (pH 3.0-5.3) <25 NT NT NT NT
Fractions 10-17 (p3 5.5-7.8) | >800 200 <800 <800 NT
Anion Adgorbed 400 NT 100 100 NT
| Echange ' Unadsorbed >6400 | NT <300 <800 NT
NT: not tested

*Clinical isolate 539 is a homologous strain to 8529, isolated from the same
outhreak

As ghown in FIG. 1A, two major proteins were present in the unadsorbed
fraction as determined by SDS-PAGE. To identify these proteins, two types of
analysis were performed. One analysis was to perform limited proteolytic
degradation (See FIG. 1A, and FIG. 1B) followed by isolafion of peptides and direct
protein sequencing. The other analysis was to perform SDS-PAGE followed by gel
excision, proteolytic digestion, and LC-MS/MS (Liquid Chromotography tandem
Mass Spectrometry), (see FIG. 3) to obtain mess spectral information on the
components of the preparations of interest. (See peptide mapping and sequencing
methods described later in this section)

The N. meningitidis A Sanger genomic sequence was analyzed using the
methods and algorithms described in Zagursky and Russell, 2001, BioTechniques,
31:636-659. This mining analysis yielded over 12,000 possible Open Reading
Frames (ORFs). Both the direct sequence data and the mass spectral data described
ebove indicated that the major components of the unadsorbed fraction were the
products of several ORFs present in an analysis of the Sanger database. The three
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predominant proteins identified by this methodology correspond to ORFs 4431,
5163 and 2086, (see FIGS. 1B and 3). .

Although ORF 4431 was the most predominant protein identified in the
fractions, mouse antibodies to recombinant lipidated 4431 were not bactericidal and
did not provide a protective response in an animal model. Additional analysis of
ORF 5163 is in progress.

The second most predominant component of the preparations described
herein corresponds to the product of ORF 2086.

Immnnogenicity Methods:
Preparation of antisera:

Except where noted, protein compositions/vaccines were formulated with
25ug of total protein and were adjuvanted with 20pug QS-21: A 0.2mL dose was
administered by subcutaneous (rurap) injection to 6-8 week old female Swiss-
Webster mice at week 0 and 4. Bleeds were collected at week 0 and 4, and a final
exsanguination bleed was performed on week 6.

Bactericidal assay:

Bactericidal assays were performed essentially as described (See
Mountzouros and Howell, 2000, J Clin. Microbiol. 38(8):2878-2884).
Complement-mediated antibody-dependent bactericidel titers for the SBA were
expressed as the reciprocal of the highest dilution of test serum that killed > 50% of
the target cells introduced into the assays (BCsg titer).

Methods nsed to identify 2086 protein:
Cyanogen Bromide cleavage and direct sequencing of fragments:

Cyanogen Bromide cleavage of Anion Exchange Unadsorbed Fraction
(AEUF). The ARUF was precipitated with 90% cold ethenol and was solubilized
with 10mg/mL cyanogen bromide in 70% formic acid to a protein concentration of
1mg/ml. The reaction was performed overnight at room tempersature in the dark.
The cleaved products were dried down by speed vacuum, and the pellet was
solubilized with HE/0.1% reduced TX-100. SDS-PAGE followed by N-terminal
amino acid sequencing were used to identify the components of this fraction.

76
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Protease digestion/reverse phase/N-terminal sequencing to identify
components:

The AEBUF was digested with either GluC (V8), LysC or ArgC. The protein
to enzyme ratio was 30 ug protein to Iug enzyme. The digestion was carried out at
37°C ovemight. The digesied protein mixture (30 pug) was passed over a seven
micron Aquapore RF-300 column and was eluted with a gradient of 10-95%
acetonitrile in 0.1% triflucroacetic acid, and peaks were collected manually. A no
protein blank was also ran, and the peaks from this were subtracted from the sample
chromatogram. Peeks occutring only in the sample run were analyzed by mass
spectrometer, and those samples giving a clear mass were amalyzed for N-terminal
amino acid sequencing,

N-terminal amino acld sequencing:

For bands excised from a blot, the protein sample is transfecred from an SDS
gol to a PVDF membrane, stained with Amido Black (10% acetic acid, 0.1% amido
black in deionized water) and destained in 10% acetic acid. The desired protein
bend is then excised from all tan lanes using 8 methamol cleaped scalpel or mini-
Exacto knife and placed in the reaction cartridge of the Applied Biosystems 477A
Protein Sequencer. For direct sequencing of samples in solution, the Prosorb
cartridge is assembled and the PVDF wetted with 60 L of methanol. The PVDF is
rinsed with 50 pL of deionized water and the sample (50 ul) is loaded to the PVDF.
After 50 pL of deionized water is used to rinse the sample, the Prosorb PVDF is
punched out, dried, and placed in the reaction cartridge of the Applied Biosystems
477A Protein Sequencer. For both methods, the Applied Biosystems N-ierminal
Sequencer is then run under optimal biot conditions for 12 or mare cycles (1 cycle
Blank, 1 cycle Standard, and 10 or more cycles for desired residue identification)
and PTH-amino acid detection is done on the Applied Biosystems 120A PTH
Analyzer. The cycles are collected both on an analog chart recorder and digitally via
the instrument sofiware. Amino acid assignment iz done using the anzlog and
digital data by comparison of a standard set of PTH-amino acids and their respective
retention times on the analyzer (cysieine residues are destroyed during conversion
and are not detected). Multiple sequence information can be obtained from a single
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residue and primary versus sccondary assignments arc made based on mignal
intensity.
LC-MS/MS

Protein samples purificd by IEF were further enalyzed by SDS-
polyacrylamide ge) electrophoresis. Proteins were visualized by Coomaasie blue
staining, and bands of interest were excised manuslly, then reduced, slkcylated and
digested with trypsiz (Promega, Madison, WI) in sitv using an amtomated in-gel
tryptic digestion robot (1). After digestion, peptide extracis were concentrated to a
final volume of 10-20 ul. using a Savant Speed Vac Concentrator (ThermoQuest,
Holdbrook, NY).

Peptide extracts were analyzed on an automated microelectrospray reversed
phase HPLC. In bricf, the microelectrospray interface consisted of a Picofril fused
silica spray needle, 50 cm length by 75 um ID, 8um orifice diameter (New
Objective, Cambridge MA) packed with 10 um C18 reversed-phase beads (YMC,
Wilmington, NC) to a length of 10 cm. The Picoftit needle was mounted in a fiber
optic holder (Melles Griot, Irvine, CA) keld on a home-built base positioned at the
front of the mass ppectrometer detector. The rear of the column was plumbed
through a titanium union to supply an electrical connection for the electrospray
interface. The union was connected with a length of fused silica capillary (FSC)
tubing to a FAMOS autosampler (LC-Packings, San Fremcisco, CA) that was
connected to an APLC solvent pomp (ABI 140C, Perkin-Elmer, Norwalk, CT). The
HPLC solvent pump delivered a flow of 50 pL /min which was reduced to 250
nl/min using & PREK microtight splitting tee (Upchurch Scientific, Oak Harbor,
WA), and then delivered to the autosempler using an FSC trepsfer line. The LC
pump sand autosampler were each controlled using their internsl user programs.
Samples wero inserted into plastic autosampler vials, sealed, and injected using a
5L sample loop.

Microcapillary HPL.C-mass spectrometry:

Bxtracted peptides from in-gel digests were sepamated by the
microelectrospray HPLC system using a 50 minute gradient of 0-50% solvent B (A:
0.IM HoAc, B: 90% MeCN/0.IM HoAc). Peptide analyses were done on a
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Finnigan LCQ ion trap mass gpectrometer (ThermoQuest, San Jose, CA) operating
at a spray voltage of 1.5 kV, and using a heated capillary temperature of 150 °C.
Data were acquired in automated MS/MS mode using the data acquisition software
provided with the instrument. The acquisition method incladed 1 MS scan (375-
1200 m/z) followed by MS/MS scans of the top 3 most abundant ions in the MS
scan. The dynamic exclusion and isotope exclusion fimetions were employed to
increase the number of peptide ions that were analyzed (settings: 3 amu = exclusion
width, 3 min = excinsion duration, 30 secs = pre-exclugion duration, 3 amu =
isotope exclusion width). Automated analysis of MS/MS data was performed using
the SEQUEST computer algorithm incorporated into the Finnigan Bioworks data
analysis package (ThermoQuest, San Jose, CA) using the database of proteins
derived from the complete genome of N. meningitidis (from Sanger). The results of
the study are illustrated in FIG. 3.

Example 2

Cloning of Recombinant Lipidated P2086 (rLP2086):

A) Native Leader Sequence:

Source materials:

The ORF 2086 gene was amplified by PCR from a clinical isolate of a
serogroup B Neisseria meningitidis strain designated 8529. The serogroup, serotype
and serosubtype of this strain is shown in parentheses; 8529 (B:15, P1:7b,3). This
meningococcal strain was received from The RIVM, Bilthoven, The Netherlands.
The mature 2086 protein gene sequence from meningococcal strain 8529 is provided
herein as SEQ ID. NO. 212.

PCR Amplification and Cloning Strategy:

A visual inspection of ORF 2086 indicated that this gene had e potential
lipoprotein gignal sequencs. Additional analysis using a proprietary Hidden Markov
Model Lipoprotein algorithm confirmed that ORF 2086 contains a lipoprotein signal
sequence. In order to recombipantly express P2086 in a more native-like
conformation, oligonucleotide primers were designed to amplify the full length gene
with the lipoprotein signal sequence intact and were based on an analysis of the
Sanger sequence for N. meningitidis A ORF 2086, (5" primer — CT ATT CTG CAT
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ATG ACT AGG AGC and 3’ primer — GCGC GGATCC TTA CTG CTT GGC
GGC AAG ACC), which are SEQ ID NO. 304 (Compound No. 4624) and SEQ 1D
NO. 303 (Compound No. 4623), respectively (See also Table IV herein). The 2086
gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) [ABI 2400 thermal cycler,
Applied Biogystems, Foster City, CA] from N. meningitidis strain 8529. The correct
size emplified product was ligated and cloned into pCR2.1-TOPO (Invitrogen). The
plasmid DNA was restriction digested with Ndel and BamHI, gel purified and
ligated into pET-27b(+) vector (Novagen).

Oligonucleotide primers described herein, were synthesized on a PerSeptive
Biosystems oligonucleotide synthesizer, Applied Biosystems, Foster City CA, using
p-Cyanoethylphosphoramidite chemistry, Applied Biosystems, Foster City CA. The
primers used for PCR amplification of the ORF 2086 gene families are listed in
Table IV, which shows non-Limiting examples of primers of the present invention.
TABLE IV: PRIMERS

BEQ ID ND. Primer Sequence Restriction
{Compound Ho.) sites

303 Reverse | GOGCGGATCCTTACTGCTTGACGGCARGA BamHAI
{4623) cC

304 Forward | CTATTCTGCATATGACTAGGAGC NdeI
(4624)

i0s Forward | AGCAGCGGAGGCEGGCAGTATC
(4625)

306 Forward | TGQCCGATGCACTARCCGCACC
(5005)

a7z Reverse | CGTTTCACAACCATCTTCCCG
(5007)

3os Reverse | QAGATCTCACTCACTCATTACTACTIGGC Bglil
{5135) GACAMGACCGATATG

309 Forward | GCOGATCCAGCGGAGGGEETAETGTCECC BamfI1
{5658)

310 Reverse | GOGCATGCTTACTAGCTTOGCGGCAAGACC SphI
{5650) QATATG

311 Forward | GCGGATCCAGCAAAGGCAGCGAAAGC BanHI
{(6385)

312 Forward | GCOCAGATCTCATATAAGCAGCIGAGERAA BglII and
{6406) GTGATGTCACCACCAAYATHAGTACGEGA NdaX

CTTACCG

313 Forwvard j CTATTCTGCGTATGACTAG
(6470)

314 Reverse | GTCCGAACGGTAAATTATCGTG
{6473)

31s Forward | GOGGATCCAGCOGAAGGCAECEETATCOGCC BamHI
{6473)

316 Forward | GRGATCTCATATGAGCAGCGGAGGCAGCS gglII and
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BEQ ID NO. Primer Bequance Restriction
{Compound No.) sites
(6474) GAMGC NdeI
7 Forward | GACAGCCTGATAARCC
(6455)
3le Reverss | GATGCCGATTTCATAAACC
(6496)
315 Reverse | GCGCATGCCTACTGTTTGCCCOCGATA 8phl
(6543)
320 Reverse | GAGATCTCACTCACTCACTACTGTTTGECC BglII
{6605) GCECAATGCCEATTTC
321 Forward | GCACAGATCTCATATGAGCAGCAGAGECA | BglIX and
(§721) GOOGAAGCAAAGECAGFCEATETCALCALC NdeI
GRCATAGGCACG
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rLP2086 lipoprotein expression utilizing native leader sequence:

Referring to FIG. 5, plasmid pPX7340 wes transformed/transfected or
infected into BLR{DE3) pLysS host cells (Life Sciences). One transformant was
sclected and inoculated into 50 mL of Temific Broth containing 2% glucose,
kanamycin (30pg/mL), chloramphenicol (30pug/mL), and tetracycline (12pg/mL).
The OD600 for the overnight culture was 6.0. The overmight culture was diluted out
in 1 liter of Terrific Broth with 1% glycercl and the same antibiotica. The starting
ODG600 was 0.4, After 2 hours the OD600 was 1.6 and a pre-induced sample was
takep Cells equivalent to an OD600=1 were centrifuged and the supematant was
removed. The whole cell pellet was resuspended in 150pL Tris-EDTA buffer and
150pL of 2x SDS-PAGE sample buffer. IPTG wes added to a final concentration of
lmM. After 3.5 hours a post-induced sample was taken as described and analyzed
on SDS-PAGE (See FIG. 4).

Purification of rLP2086:

The rLP2086 was solubilized from E. coli following differential deterpent
extraction. Unlike the P2086 in its native emvironment, the rLP2086 was not
significantly solubilized by Triton X-100 or Zwittergent 3-12. The bulk of the
rLP2086 was solubilized with sarcosyl, indicating that it interacts with the outer
membrene components of E. coli differently than it does in N. meningitidis. Once
solubilized the r1.P2086 was purified similarly to the native protein in that many of
the contaminating E. coli proteins could be removed by adsorbtion to an anion
exchange resin at pH 8. Despite being greater than one half a pH unit above its
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theoretical pl, the rL.P2086 remained unadsorbed at pH 8. Further purification was
achisved by adsorbtion of the rLP2086 to a cation exchange resin at pH 4.5,

The homogensity of the rLP2086 is shown in FIG. 2 following SDS-PAGE.
The mass of rL.P2086 was determined by MALDI-TOF mass spectral analysis to be
27,836. This mass differs from the theoretical mass of 27,100 by 736, which
approximates the mass of the N-terminal lipid modification common to bacterizl
lipoproteins. Both native and rLP2086 appear to be outer membrane lipoproteins.
Attempts with N-terminal sequencing were blocked and this is consistent with the
tarminal modification.

Purification Methods:

Frozen pellets of BLR DE3 pLysS cells expressing P2086 were resuspended
in 10mM HEPES-NaOH/ImM EDTA/lpg/ml. Pefubloc SC protease inhibitor
(Roche) pH 7.4 (HEP) at 20mL/g wet cell weight and lysed by microfluidizer
(Microfluidics Corporation Model 110Y). The cell lysate was centrifuged at
150,000 x g for one hour. The pellet was washed twice with HEP and cenfrifuged
twice, and the resulting membrane pellet was frozen ovemnight. The pellet was
solubilized with 10mM HEPES-NaOH/ImM MgC12/1%TX-100 pH 7.4 for 30
minutes, followed by centrifugation at 150,000 x g for 30 minutes. This was
repeated three times. The membrane pellet was washed as above twice with 50mM
Tris-HCV/SmM EDTA/1% Zwittergeat 3-12 pH 8, followed by two washes each of
50mM Tris-HCVY5mM EDTA/1% Zwittergent 3-14 pH 8 and 50mM Tris-HCI/5mM
EDTA/1% Zwittergent 3-14/ 0.5M NaCl pH 8.

The rLP2086 was then solubilized with 50mM Tris-HCV5moM EDTA/ 1%
sarcosyl pH 8. This sarcosyl extract was adjusted to 1% Zwittergent 3-14 (Z3-14)
and dialyzed twice agginst & 30 fold excess of 50mM Tris-HCl/5mM EDTA/1% Z.3-
14, The dialyzed rLP2086 extract was precipitated with 90% ethanol to remove
remaining sarcosyl, and solubilized with 50mM Tris-HCV5mM EDTA/ 1% Z3-14
pH 8 (TEZ). Insoluble material was removed by centrifugation, the supernatant was
passed over an anion exchange chromatography column, and rI.P2086 was collectsd
in the unbound fraction. The unbound material was then dialyzed twice against a 30
fold excess of 25mM NaAc/1% Z3-14 pH 4.5, and passed over a cation exchange
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chromatography column. The rLP2086 was eluted with a 0-0.3M NaCl gradient and
analyzed by SDS-PAGE (Coomasgie stain). The rLP2086 pool was determined to
be 84% pure by laser densitometry.

Surface Reactivity and Bactericidal Activity of Antlsera to rLFP2086 Subfamily
B.

Referring to Table VII, antisera to purified rLP2086 from the Subfamily B
strain 8529, demonstrated surface reactivity to all ten 2086 Subfamily B strains
tested by whole cell ELISA. Bactaricidal activity was detected against nine of ten
2086 Subfamily B strains expressing heterologous serosubtype antigens, PorAs.
These strains are representative of strains causing serogroup B meningococcal
disease throughout western Europe, the Americas, Australia, and New Zealand. The
only stmin which was not killed in the bactericidal assay, 870227, reacted strongly
with the anti-rLP2086 (Subfamily B) sera by whole cell ELISA, indicating that this
strain expresses a protein with epitopes in common to P2086.

The 2086 Subfamily A strains listed in Table VII, were also tesied for
surface reactivity by whole cell ELISA. Two out of three of these strains appeared

to have a very low level of reactivity, indicating that some 2086 Subfamily A straing

may not be cross-reactive with antibodies raised to rILP2086 Subfamily B. The PCR
amplification procedure used to identify the 2086 Subfamily B gene from strain
8529 was also performed on strains 870446, NMB and 6557. No 2086 Subfamily B
PCR amplified product was detected.
Immunogenicity Methods :
Preparation of antisera:

Vaccines were formulated as described previously in Example 1. However,
a 10 pg dose was used.
‘Whole cell enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA):

N. meningitidis whole cell suspensions were diluted to an optical density of
0.1 at 620nm in sterile 0.01M phosphate, 0.137M NaCl, 0.002M KCI (PBS). From
this suspension, 0.1mL were added to each well of Nunc Bac T 96 well plates (Cati#
2-69620). Colls were dried on the plates at room temperature for three days, then
were covered, inverted and stored at 4°C. Plates were washed three times with wagh
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buffer (0.01M Tris-HCL0.139M NaCIKC1,0.1%
dodecylpoly(oxyethylereneglycolether), n=23 (Brij-35®, available from ICI
Americas, Inc., Wilmington, Delaware), pH 7.0-7.4). Dilutions of antisera were
prepared in PBS, 0.05% Tween-20/Azide and 0.1mL was transferred to the coated
plates. Plates were incubated for two hours at 37°C. Plates were washed three times
in wash buffer. Goat-aati-mouse IgG AP (Southern Biotech) was diluted at 1:1500
in PBS/0.05% Tween-20, 0.1mL was added to each well, and plates were incubated
at 37°C for two hours. Plates were washed (as above). Substrate solution was
prepared by diluting p-nitrophenyl phosphate (Sigma) in 1M diethanolamine/0.5mM
MgCl; to Img/ml. Substrate was added to the plate at 0.1mlL per well and
incubated at room tempersture for one hour. The reaction was stopped with S0uL
fwell of 3N NaOH and plates were read at 405nm with 690nm reference.
B.) P4 Leader Sequence:
PCR Amplification and Cloning Strategy:

In order to optimize riLP2086 expression, the 2086 gene was cloned behind
the P4 signal sequence of nontypable Haemophilus influenzae (Green ef al, 1991).
Primers utilized for lipoprotein cloning are listed in Table IV and are identified by
compound numbers: 5658, 5660, 6473, 6543 and 6385. ORF 2086 was amplified
from N. meningitidis B strain 8529 using primers with the following compound
numbers 5658 and 5660. ORF 2086 was amplified from V. meningitidis serogroup
B strain CDC1573 using primers with the following compound numbers 6385 and
5660. ORF 2086 was amplified from N. meningitidis serogroup B strain 2996 using
primers with the following compound numbers 6473 and 6543, The N-terminal (5")
primers were designed to be homologous to the mature region of the 2086 gene
(starting at the serine residue at amino acid position 3 just downstream of the
cysteine). The restriction sits BamHI (GGATTC) was incorporated into the 5° end
of each N-terminal primer and resulted in the insertion of a giycine residue in the
mature protein at amino acid position 2. The C-terminal (3') primers were designed
to be homologous to the C-terminal end of the 2086 gene and included the Stop
codon as well as an Sphl site for cloning purposes. The amplified fragment from
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each N. meningitidis B strain was cloned into an intermediate vector and screened by
sequence analysis.

Plasmid DNA from correct clones was digested with BamHI and Sphl
restriction enzymes (New England Biolabs, (NEB)). A vector designated pL P339
(supplied by applicants’ assignee) was chosen as the expression vector. This vector
utilizes the pBAD18-Cm backbone (Beckwith er al, 1995) and contains the P4
Lipoprotein signal sequence and P4 gene of nontypable Haemophilus influenzae
(Groen et al, 1991). The pLP33% vector was partially digested with the restriction
enzyme BamHI and then subjected to Sphl digestion. The amplified 2086 fragments
(BamHI/SphI) were each ligated separately into the pLP339 veclor (partial
BamHI/Sphl). This cloning strategy places the mature 2086 geno behind the P4
lipoprotein signal sequence. The BamHI site remains in the cioning junction
between the P4 sigoel sequence and the 2086 gene (See the plasmid construct shown
in FIG. 7). The following is an example of the sequence at the BamHI] cloning
junction:

[P4 signal sequence}- TGT GGA TCC —{remaining 2086 mature nucleic acid
sequence]

[P4 signal sequence]- Cys Gly Ser —[remaining 2086 mature amino acid
sequence]

Referring to FIG. 7, each amplified fragment weas cloned into 2 modified
pBAD18-Cm vector containing the P4 leader sequence. Fermentation was
performed on tecombinant E. coli BLR pPX7343 which expresses rPALP2086
(recombinant P4 lipidated 2086) to try to increase the cell density by adding
additional glucose. The fermentor was filled with 10L complete M9 Minimal
medium, according to Sambrook, supplemented with 1% glucose.

The initial concentration of glucose in the fermentor was 45g/L. The
fermentor was inoculated to initial OD of ~0.25. At ~OD 25, additional 20g/L
glucose wes added. The culture was induced with 1% arabinose at glucose depletion
at OD 63.4. The fermentation continued until 3 howrs after induction. Semples
were saved at t=0, 1, 2, 3 post induction and protein quantified using BSA. Af t=3,
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protein yield is ~0.35 g/L, and 7% total cellular protein. A total of 895 grams of wet
cell pasto was harvested from ~10 L of culture.

Purification of the tP4LP2086 was performed uging the same methods as
described above in Exampie 2, section A.

Example 3
Development Genetics for Non-lipldated Mature 2086 Protein:

To further ovaluate the immunogenicity of the 2086 protein, cloning and
expression of the non-lipidated form of P2086 were performed,
PCR gene amplification of the ORF 2086:

Oligomucleotides used for PCR amplification of the non-lipidated 2086 gene are
listed in the primer table, Table IV. The 2086 gene from strain 8529 can be amplified with
primers idemtified by compound numbers 5135 and 6406 (SEQ ID NOS. 308 and 312,
respectively), as indicated in the table. The 2086 gene from strain CDC1573 can be
smplified with primers identified by compound numbers 5135 and 6474 (SEQ ID NOS. 308
and 316, respectively). The 2086 gene from strain 2996 can be amplified with primers
identified by compound numbers 6406 and 6605 (SEQ ID NOS. 312 and 320, respectively).

Features of these primers include, a synthetic BgiIl restriction site in each
primer, a synthetic Ndel restriction site in compound numbers 6406 and 6474 and
termination codons in all three reading frames arc present in compound numbers
5135 and 6605. Primer numbers 6406 and 6474 amplify the 2086 gene with an
ATG (Met) fused to the second amino terminal codon (ACG) representing a single
amino acid substitution (replaces TGC Cys) of the mature 2086 polypeptide.

The PCR cloming vector was TOPO-PCR2.1, Invitrogen, Valencis, CA.

The vector used to express non-lipidated 2086 protein was pET9a from Novagen,
Madison, W1.

The E._coli cloning ltram was Top10, Invitrogen, Carlsbad, CA.

The E. coli expression strain was BLR(DE3)pLysS, Novagen, Madison, WL

The culture media for cloning purposes was Terrific Broth liquid or agar,
according to Sambrook er al., with 1% sterile glucose substituted for glycerol, and
the appropriate antibiotic (ampicillin or kanamyvcin).

Plasmid purification was with Qiagen Spin Miniprep Kit (Valencia, CA).
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Preparation of the production strain or cell line for Non-lipidated 2086 expression:

The 2086 gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) [AmpliTaq and
ABI 2400 tharmel cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA] from chromosomal DNA
derived from meningococeal strain 8529. The PCR amplification of the 2086 gene utjlized
two oligonucleotide primers in each reaction identified by compound numbers 6474 and
5135 (SEQ ID NOS. 316 and 308, respectively). The amplified 2086 PCR. product was
cloned directly into the TOPO-PCR2.1 cloning vector and selected on Terrific Broth agar
supplemented with 100 pg/ml ampicillin and 20 ug/ml X-Gal. White colonies were
selected and grown. Plasmid DNA was prepared using a Qiagen miniprep kit and the
plasmids were screened for the PCR fragment insert. PCR insert plasmids were subjected to
DNA sequencing (Big Dye chemistry on an ABI377 sequencer, Applied Biosystems, Foster
City, CA).

Plasmids exhibiting the correct DNA sequence were digested with Bglll restriction
enzyme and the Bglll fragment was gel purified using a GeneClean 1l purification kit
(Bio101, Carlsbad, CA). The purified BglIl fragment was cloned into the BamHI site of the
expression vector pET9a. The pET9a/2086 clones were salected on Terrific Broth plates
supplemented with 30 ug/ml] kanamycin. Xanemycin resistant clomes were grown and
miniprep plasmid DNA was prepared. The plasmids were screened for the appropriate
orientation of the 2086 gene in the BamHI site. Correctly oriented plasmids represent a
fusion of the T7-antigen to the amino terminus of 2086 gene (tP2086T7). These rP2086T7
gene fusions were transformed into BLR(DE3)pLysS, selected on Termrific Broth/Kan pistes,
grown in Terrific Broth and indnced to express the rP2086T7 fusion protein with 1 mM
IPTG (isopropyl B-D-thiogalactopyranoside). The rP2086T7 fusion protein expressed at
high levels.

These fusion plasmids were then subjected to a Ndel restriction digest, which
deletes the T7-antigen and links the mature 2086 gene directly to the ATG start
provided by the vector. These Ndel deleted plaamids were transformed into Top10
cells and selected on Terrific Broth/Ken plates. Candidate clones were grown and
miniprep plasmid DNA wes prepared. The plasmid DNA was subjected to DNA
sequencing to confirm the deletion and the integrity of the 2086 gene sequence.

These plasmids are represented by the plasmid map designated pPX7328 (FIG. 6).
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Plasmids representing the comect DNA sequence were ftransformed into
BLR(DE3)pLysS, selected on Terrific Broth/Kan plates, grown in Terrific Broth and
induced to express the 2086 protein with IPTG. The pET92 vector failed to express
the mature 2086 protein, in strain BLR(DE3)pLysS, when the T7-Tag was removed.
Production of Non-lipidated 2086 protein:

Purified plasmid DNA was used to transform the expression strain
BLR(DE3)pLysS. BLR(DE3)pLysS cells carrying the plasmids are resistant to kanamycin
and can be induced to express high levels of PorA protein by the addition of 1 mM IPTG.
The P20B6T7 fusion protein can be expressed as insoluble inclusion bodies in the E.coli
cell line BLR(DE3)pLysS at ~40% of total protein. This purified fusion protein was used to
immunize mice and generated significant levels of bactericidal antibodies against a
heterologous meningococcal strain. (See Table V)

2086 Non-lipidated gene mutagenesis:

PCR. primer mutagenesis was performed on the 5° end of the 2086 geme.
Expression studies are under way to determine if the T7-Tag can be removed while
exhibiting the high expression levels of mature rP2086T7.

Purificstion of non-lipidated rP208617:

E. coli BLR(DE3)pLysS cells expressing non-lipidated rP2086T7 were lysed

by microfluidizer in 10mM Hepes-NaOH/5mM EDTA/1mM Pefabloc SC pH 7.4.
The cell lysate was then centrifuged at 18,000xg for 30 minutes. The inclusion body
pellet was waghed three times with 50mM Tris-HCl/5SmM EDTA/1% TritonX-100
pH 8 followed by centrifugation each time at 24,000xg for 30 min. The inclugion
body pellet was then washed twice with 50mM Tris-HCl/SmM EDTA/1%
Zwittergent 3-14 pH 8 followed by centrifugation each time at 24,000xg for 15min.
The inclusion body pellet was then solubilized with 50mM Tns-HCY/5mM
EDTA/4M Urea pH 8 for two hours followed by cenirifugation to remove insoluble

material, The supematant (solubilized tP2086T7) was split into four equal samples.
One sample was adjusted to 50mM Tris-HCI/SmM EDTA/250mM NaCl2M Urea
pH8 (no detergent), one was adjusted to 50mM Tris-HCl/SmM EDTA/250mM
NaCl/2M Urea/1% hydrogenated Tritom X-100 pHS (TX-100), one was adjusted to
50mM Tris-HC//5SmM EDTA/250mM NaCl/2M Urea/1% Zwittergent 3-12 pHS
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(Z3-12), and one was adjusted to 50mM Tris-HCl/SmM EDTA/250mM NaCl/2M
Urea/1% Zwittergent 3-14 pHS (Z3-14) using stock solutions. To remove the urea,
samples were dialyzed to completion against the respective buffer containing no
urea. Tho samples were then dialyzed to completion against the respective buffer
containing no urea and 60mM NaCl to reduce the NaCl concentration. Insoluble
material was removed by centrifugation at 2,000xg for 15 minutes, and the resulting
supematant (refolded tP2086T7) was used for further experiments. Homogeneity of
rP2086T7 was found to be 91-95% as determined using Coomassie stained SDS-
PAGR and laser densitometry.
Immunogenicity Procedure — As described in Example 2

This purified fosion protein was used to immumize mice and generated
significant levels of bactericidal antibodies ageinst a heterologous meningococcal
strain. (See Table V below):

TABLE V: Bactericidal titers of mouse antibody raised to rP20861T7

MOUSE SERUM DESCRIPTION HETEROLOGOUS
STRAIN/ H44/76
AF780 week 6 r2086T7, 10ug 3200
Week 0 pool Pre-immune serum 10
A3293 week 6 rLP2086, 10 ug (positive 6400
control)* .

(* positive controi sera generated by immumization of mice with rLP2086)

Exsmple 4
Development of Chimeric Clones of ORF 2086

The N-terminal region of the 2086 gene from strain CDC-1573 contains a
repeated segment not present in the 2086 gene from strains 8529 and 2996 (see FIG.
8). It appears that this repeated segment is responsible for increased levels of
recombinant 2086 protein expression from two E.coli based expression systems
(pET and pBAD). The recombinant protein expression level from the CDC-1573
2086 gene was significantly better in the pET and pBAD expression Eystems as
compared to the recombinant expression levels from the 2086 gene with straing 8529
and 2996 using the same systems. The N-terminal region of the 2086 gene from ai}
three strains is relatively homologous, ex:ept for this repeated segment. Therefore,
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it is reasonable to assume that by fusing the CDC-1573 N-termirms to the 2086
genes from strains 8529 and 2996, that the recombinant 2086 protein levels
expressed from these genes will increase when using the pET and pBAD systems.
Materials and Methods:

Chromosomal DNA from strains 8529 and 2996 was purified and used as a
template for PCR amplification of the chimeric 2086 gene. PCR primers with the
compound numbers 6721 and 5135 {(SEQ ID NOS. 321 and 308, respectively) were
used to amplify the chimeric 2086 gene from strain 8529 and PCR primers with the
compound mumbers 6721 and 6605 (SEQ 1D NOS. 321 and 320, respectively) were
used to amplify the chimeric 2086 gene from strain 2996. The PCR products were
cloned directly into the PCR2.1 TQPO vector from Invitrogen and then screened by
DNA sequence analysis to identify an intact chimeric 2086 gone. That genc was
then cleaved from the PCR2.1 vector with BgIII and the BgIIl fragment was inserted
into the BamHI site of the pET92 plasmid. Plesmid inseris were screened for the
appropriate orientation and then subjected to a Ndel digestion. The linear Ndel
fragments were sclf-ligated to achieve the deletion of a small Ndel fragment
containing the T7-tag sequence confributed by the pET9a vector. This deletion
directly links the T7 promoter to the 5° end of the chimeric 2086 gene. The Ndel
deleted plasmid was trensformed into E.coli stram BL21(DE3) and kanamycin
resistant colonies were screened for chimeric 2086 protein expression with IPTG
induction.

Initial studies indicate that the chimeric 2086 gene from strain 2996
expresses about twice as much recombinant protein as compared to the native
209672086 gene when expressed in the pET9a system. The pBAD system has not
been tested yet.

Although only one experiment has been performed, the data indicate that
there is an enhanced utility from the chimeric 2086 gene. The generation of CDC-
1573 N-terminsl fusions fo the 2086 genes from strains 8529 and 2996 provides
enhanced recombinant 2086 protein expression.
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Example 5
2086 PCR Screening of V. steningitidiy strains:

In arder to determine the conservation of the 2086 gene emong climical
isolates, PCR amplificstion was performed on 88 N. meningitidis strains.

Initial PCR identification of ORF 2086 utilized primers listed in Table IV
(see Bxample 2 above) identified by compound pumbers: 4623, 4624 and 4625
(SEQ ID NOS. 303, 304 and 305, respectively). These primers were designed based
on Sanger’s N. meningitidis serogroup A sequence. To facilitate screening a Iarge
number of strains, internal primers were designed for the 2086 gene. A total of 88
N. meningitidis straing were screenad by PCR with the newly designed internal 2086
primers identified by compound numbers 5005 and 5007 (SEQ ID NOS. 306 and
307). With these primers the applicants were able to identify the 2086 gene from 63
of the B8 (~70%) N. meningitidis strains, (see Table VI-A).

Expanded regions surrounding the 2086 gene in Sanger's N. meningitidis
serogroup A sequence and TIGR’s N. meningitidis serogroup B sequence were
examined and aligned. Primers were designed to correspond to regions upstream
and downstream of the 2086 gene. The purpose was to utilize these primers to
amplify greater than full length 2086 genes from a variety of N. meningitidis straing
for sequence comparison. PCR amplification of one strain (6557), using Compound
Nos. 6470 and 6472 (SEQ ID NOS: 313 and 314, respectively), resulted in a low
yield of product. The strain 6557 amplified product was cloned and plasmid DNA
was submitted for sequence analysis. Results indicated a new type of 2086 gene
with greater sequence variability than bhad previously been seen. The 2086 gene
from strain 6557 was ~75% identical at the amino acid level to the other strains
sequenced. Interestingly, strain 6557 was ome of the 30% of strains that had
previously tested negative by 2086 PCR screening described above.

Internal primers specific to the C-tenminal variable regions within strain
6557 were designed. These primers were used to screen for the more varisble 2086
gene in the ~30% of strains that had previously tested negative by 2086 PCR
screening. All available N. meningitidis strains (n = 88) were screened by PCR with
these newly identified internal 2086 primers (identified by compound numbers 6495
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and 6496; SEQ ID NOS. 159 and 160, respectively). Only the ~30% of N.
meningitidis strains that had previously tested negative by PCR for 2086 were PCR
positive in this screen. The set of genes amplified from the previously PCR negative
(~30%) strains should represent a new type of 2086 gene or 8 second family of 2086
genes and herein are designated 2086 Subfamily A. The set of 2086 genes amplified
from the ~70% of strains with the 8529 derived primers are herein designated
Subfamily B.

Subfamily A of 2086 genes is exemplified by the odd numbered SEQ ID
NOS:1-173 without limitation. Subfamily B of 2086 genes is exemplified, without
limitation, by the odd numbered SEQ ID NOS: 175-251.

N. meningitidis straing used for PCR amplification studies were selected
from the following tables, Table VI-A and Table VI-B. The strains listed in the
tables are provided as examples of N. meningitidis strains, without limitation. The
straing listed in Table VI-A are classified in 2086 protein Subfamily A and the
struins listed in Table VI-B are classified in 2086 protein Subfamily B. The strains
listed in each table are grouped by serosubtype. The strains are available from the
following four sources as indicated in the table: MPHI.-Manchester Public Health
Laboratory, Manchester, UK; RIVM, Bilthoven, The Netherlands; Univemity of
Tows, College of Medicine, Department of Microbiology, Iowa City, IA; and Walter
Reed Army Institute of Research, Washington, D.C.

~
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TABLE VI-A
Strain Serosubtype Source
MO7 251854 B:4z, Pl4 MPHL
M98 250622| B:2b, PI:10 MPHL
MO8 250572] B:2b, PI:10 MPHL
M98 250771] B:4z, Pi:14 MPHL
M98 250732 B:4z, Pl:14 MPHL
ImMos 250809] B:15, P):7,16 MPHL
M7 252687 B:1,Pl8 MPHL
IMO7 252088] B4, PI:6 MPHL
(MO7 252976] B:4, Pl:6 MPHL
IMO7 252153] B:4, PI:8 MPHL
MO7 253248| B:15,P1:7, NT MPHL
CDC1610 | P1:NT 4(15) cDC
CDC1521 | P1.6,3 2b{4) cDC
CDC1034 | P1.7 4(15) CDC
L8 P1.7,1 15(4) Walter Reed
CDC1482 | P1.7.1 4(15) CDC
870446 P1.12a,13 RIVM
CDC2369 | P1.(0),14 CcDC
6557 P1.(9),14 RIVM
2006 P1.5,2 RIVM
NmB P1.5,2 UIOWA
L3 P1.5.2 Walter Read
81686 P1.5,2 RIVM
cDC1135 CcDC
L5 P1.NT Walter Reed
L4 Pl.21,16 Walter Reed
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TABLE VI-B

Strain Serosubtype Source
MO8 250670 B:1, Pl:4 MPHL
M88 250024 B:1, Pl:4 MPHL
M97 253524 B:1, Pl4 MPHL
M97 252060 B:1, Pl:4 MPHL
M87 251870 B:4z, Pl:4 MPHL
M97 251836 B:4z, Pl:4 MPHL
M87 251830 B:4z, Pl:4 MPHL
M97 251905 B:4z Pl:4 MPHL
Ma7 251898 B:dz, Pl:4 MPHL
M97 251885 B:4z, Pi.4 MPHL
M97 251876 B:4z, Pl:4 MPHL
M97 251994 B:4z, Pl:4 MPHL
M97 251885 B4z, Pl:4 MPHL
M7 251957 B:4z, Pl:4 MPHL
M97 251926 B:4z, Pt4 MPHL
M97 252045 B:4z, Pl:4 MPHL
M7 252038 B:4z, Pl:4 MPHL
M87 252026 B:4z, Pi4 MPHL
M97 252010 B:4z, Pl:4 MPHL
Ma7 252098 B:4z, Pl:4 MPHL
M97 252083 B:4z, Pl:4 MPHL
M97 252078 B:4z, Pi:4 MPHL
M88 250735 B4z, Pl:15 MPHL
M88 250797 B:4z Pl:156 MPHL
MO8 250768 B:4z, Pl:15 MPHL
M98 250716 B:2b, P1:10 MPHL
M98 250699 B:4z,Pl:10 MPHL
M98 250393 B:4z,PI:10 MPHL
Mg8 250173 B:4z,Pl:10 MPHL
M97 253462 B:4z, Pl:14 MPHL
M98 250762 | B:15, Pi:7,16 MPHL
MO8 250840 | B:15, Pl:7,16 MPHL
M98 250626 | B:15, P1:.7,18 MPHL
M97 250571 B:15, Pl:16 MPHL
M87 252097 B:15, Pl:16 MPHL
Ma7 253082 B:1, Pi:6 MPHL
MO7 252028 | B:15,Pl:7, NT MPHL
MO7 2561875 | B:15,P1:7, NT MPHL
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Strain Serosubtype Source
CDC1127 P1.7,16 4(15) CDC
CDCg82 P1.7,16 4(15) CDC
CDC1359 PL7,16 4(15) CDC
CDC788 PL7,16 15(4) CDC
CDC1078 PL7,18 15(4) CDC
CDC1614 Pl.7,18 15(4) CDC
CDC1658 P1.7,16 15(4) CDC
H44/76 P1.7,16 15(4) RIVM
CDC1985 P1.7,13 4(15) CDC
L6 P1.7,1 7{4) Walter Reed
CDC1573 P1.7,1 4{(15) CDC
L7 P1.7.(9),1 Walter Reed
CDC837 P1.7,3 CDC
8529 P1.73 RIVM
880049 P1.7b4 RIVM
CDC2367 P1.15 4(15) CDC
H355 P1.19,15 RIivM
CDC1343 P1.14 4(15) CDC
M882 P1.22.9 RIVM
870227 P1.5¢,10 RIVM
B40 P1.5¢,10 RIVM
5315 P1.5¢,10 RIVM
CDC983 P1.5,2 CDC
CDC852 P1.5,2 cDC
6940 P1.18,25 (6) RIVM

PCT/US2004/01 1901

Other strains are readily available as isolates from infected individnals.

Example §

Reactivity of rLP2086 antisera against meningococcal strains:

The following table, Table VIL, shows the cross-reactive and cross protection
capacity of the fL.P2086 as described above. As indicated in the table, the rLP2086
was processed and amalyzed using a varety of techniques including whole cell
ELISA (WCE) titers, bactericidal assay (BCA) and Infant Rat (IR) assays o
determine the bacterial cell surface reactivity of a polyclonal antibody raised against
the 2086 protein.
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TABLE VI
Reactivity of L.P2086-8529 antisera against multiple
meningococcal strains
Strain | Serosubtype [ WCE | BC | IR
2086 Subfamily A
870446 | P1.12a,13 808,615 | >800
NmB P1.5a,2c 47,954 <100
6557 P1.22a,14a | 160,479 <25 -
2086 Subfamily B _
880049 P1.7b4 1,402,767 | 100 +
H44/76 P1.7,16 8,000,507 | >6400
H355 P1.19,15 | 10,258,475 | 3200 | +
6940 P1.18,25(6) | 5,625410 | 800
870227 P1.5c,10 4213324 | <25 +
252097 | P1.7b,16 | 10,354,512 | >800
539/8529 P1.7b,3 11,635,737 | 3,200
MB82 P1.229 1,806,800 | 800
CDC-1573| P1.7a1 208,259 25
CDC937 | P1.7b,(3) | 9,151,863 | >B0O

+ greater than 10 fold reduction in bacteremia
- less tham 10 fold reduction in bacteremia

Example 7

Various constructs for expressing ORF2086 protein were prepared. The
5 following table, Teble VIII, is an 2086 construct teble which is provided for the
purpose of showing exemples and illusirating an implementation of the present

invention, without limitation thereto.
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TABLE VIII
r2086 Construct Summary
Construct | Promoter | Leader | Expression | Extraction Vector % total Protein
pPX7340 T7 native | Coomassie sarcosyl pETZ7h 2.5% processed
soluble lipoprotein
pPX7341 T7 P4 Coomassie sarcosyl pET27b 5% processed
soluble lipoprotein
pPX7343 | Arabincse P4 Coomassie sarcosyl pBAD18 cm | 7-10% processed
soluble lipoprotsin
pPX7325 | T7 |Tr4ag | Coomassie | Inclusion pET9a | 40-50% mature
fuslon/ bodies protein
mature
pPX7328 T mature | Coomassie soluble pETSa 10% mature
protsin
Example §

10

15

Further studies with LOS depleted outer membrane proteins identified

additione] strains producing outer membrane protein(s) other than PorA which were.

capable of eliciting bactericidal antibodies to strains expressing heterologous
serosubtypes. The following describes further studies to identify additional proteins
according to ome embodiment of the present invention, and specifically outer
membrane lipoproteins, which can reduce the number of proteins required in a
meningococeal immunogenic composition. These further studies supplement the
studies described in the previous examples.

Subcellular fractionation, differential detergent extraction, isoelectric
focusing, and ion exchange chromatography were used in conjunction with
immunization and bactericidal assays against multiple strains to identify gmall
groups of proteins of interest. Direct sequencing of the main components indicated
that the N-termini were blocked. Internal protein sequences were obteined by direct
sequencing of polypeptides derived from chemical and proteolytic digests. The
genomic sequence of a group A meningococcal strain was downloaded from the
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Sanger Center and analyzed by our Bioinformatics group using existing and
proprietary algorithms to create a gearchable database. The poeptide sequence data
indicated that ORF2086 was of interest. Primers based on this orf were used to PCR
the P2086 gene from strain 8529. Analysis of the gene sequence, the fact that the N-
terminns was blocked, and jts subcellular location indicated that P2086 is a lipidated
onter ‘membrane protein(1P2086). rLP2086-8529 and varianits from other
meningococeal straing were recombinantly expressed as lipoproteins in E.coli using
the H.influenzae P4 signal sequence, These recombinant proteins were isolated from
E.coli membranes by differential detergent extraction, purified using ion exchange
chromatography, and used to immunize mice. Monse anti-LP2086 sera were able to
facilitate bactericidal activity against several different serosubtype streins of
N.meningitidis. Further analyzis of the P2086 genes from many N. meningitidis
strains showed that these sequences fell into two groups designated Subfamily A and
Subfamily B. (See FIG. 12) The antisera raised against the Subfamily B proteins
were bactericidal against nine strains expressing Subfamily B proteins, and one
sirain expreasing a Subfamily A protein. Subfamily A antisera were bactericidal
against Subfamily A strains. A mixture of ane rPorA and one rLLP2086 elicited
complementery antibodies extending vaccine coverage beyond that induced by
either protein alone.

These observations lead to the following conclusions. rLP2086 antigens are
capable of eliciting bactericidal antibodies against meningococcal strains expressing
heterologous PorAs and heterologous P2086 proteins. The P2086 family of antigens
may be a useful vaccine or immunogenic either alene or in combination with other
neisserial antigens.

The following describes the foregoing study in detail. A complex mixture of
soluble outer membrane proteins (sOMPs) was found to elicit PorA independent
bactericidal antibody against strains expressing heterologous PorA proteins. A
process of differential detergent extraction, isoolectric focusing and ion exchange
chromatography followed by mouse immunization was used to follow the
immunologically active components.
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At each step, sera was assayed for surface reactivity and bactericidal activity
egainst several sirains contsiming serosubtype antigens that are representstive of the
worldwide epidemiology of meningococcal disease.

This process of separation and immunization was used to identify a novel
cross-reactive immunogenic candidate for Group B N. meningitidis.

Generation of PorA deficient strains - The porA chromosomal locus was
cloned into plasmid pPX7016 from strain 2996. Within the plasmid the porA
promoter, the S/D box end the first 38 N-terminal codons have been deleted and
replaced with a self comtained KanR expressing cassette. The plasmids were
linearized with restriction enzymes and naturally transformed into the serosubtype
strains PL5,2; PL:9; PL7,16; PI:15; PI:4; PI:3 & PI:10. Kanamycin resistant
transformants were selected and screened for the loss of PorA by serosubtype
specific monoclonals in an ELISA.

Bactericidal Assay : See Mountzourous, K.T. and Howell, A.P. Detection of
Comoplement-Mediated  Antibody-Dependent  Bactericidal Activity in a
Flourescence-Based Serum Bactericidal Assay for Group B Neisseria mertingitidis. J
Clin Microbiol. 2000;38:2878-2884.

Whole Cell Enzyme Linked Immomosorbant Assay (ELISA): N
meningitidis whole cell suspensions were diluted to en optical density of 0.1 at
620nm in sterile 0.01M phosphate, 0.137M NaCl, 0.002M KC1 (PBS). From this
suspension, 0.1ml were added to each well of Nunc Bac T 96 well plates (Caw# 2-
69620). Cells were dried on the plates at 37°C ovemight, then were covered,
inverted and stored at 4°C. Plates were washed three times with wash buffer (0.01M
Tris-HC1,0.139M NaCV/KCL0.1% Brij-35, pH 7.0-7.4). Dilutions of antisers were
prepared in PBS, 0.05% Twoen-20/Azide and 0.1mL was transferred to the coated
plates and incubated for two hours at 37°C. Plates were washed three times in wash
buffer. Goat-anti-monse 1gG AP {Southern Biotech) was diluted at 1:1500 in
PBS/0.05% Tween-20, 0.1mlL was added to each well, and plates were incubated at
37°C for two howurs. Plates were washed (as sbove)., Substrate solution was
prepared by diluting p-nitrophemryl phosphate (Sigms) in diethanolamime at 1mg/mi .
Subsirate was added to the plate at 0.lmL per well and incubated at room
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temperature for one hour. Tbe reaction was stopped with 50ul/well of 3N NaOH
snd plates were read at 405nm with 690nm reference.

Recombinant PorA Induction: The BLR(DE3)pET9a strains were grown
overnight at 37°C in HySoy Broth (Sheffield Products) supplemented with Kan-30
and 2% glucose. In the moming the O/N cultures were diluted 1/20 in HySoy Broth
Kan-30 and 1% glycerol and grown at 37°C for 1 hour. These cultures were induced
by the addition of IPTG to a final concentration of ImM. The cultures were grown
for an additional 2-3 hours and then harvested.

Recombinant PorA Purification: The rPorA was solubilized from E. coli
inclusion bodies with 8M Urea, and refolded by dialysis against buffer containing no
urea. The refolded rPorA was then concentrated by diafiltration and buffer
exchanged by G235 column into NaPQ4 pH6. The dialyzed rPorA was thenrunon a
cation exchange column (S Fractogel) and eluted with 1M NaCl.

The sOMPs from strain 8529 (P1.7-2,3) elicit PorA independent bactericidal activity
in mice against strains expressing heterologous serosubtypes. The following table,
Table IX, shows the bactericidal activity in the studied strains.

TABLE IX
Test Strain | Serosubtype | BCsoTiter'
539 P1.72,3 1280
539 PorA- NST? 1080
Ha4l76 P1.7,16 3285
H44/76PorA- |  NST 2620
355 PL.I,15 | 51350
H355 PorA- NST >1350
880049 PL.7-24 390
880049 PorA- |  NST 85
M982 P1.22,9 85
MO982 PorA- NST <50

20

Preparation of sOMPs: N. meningitidis membranes were extracted with TX-
100, Zwittergent 3-14, and Zwittergent 3-14+0.5M NaCl. The sOMPs referred to
above were solubilized in the Zwittergent 3-14/0.5M NaCl extract. The extraction is
performed using techniques well known to persons gkilled in the art, for example,
see U.S. Patent No. 6,355,253 which is hereby incorporated by reference.
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Immunogencity: Female Swiss-Webster mice were immunized with 25ug
total protein adjuvanted with 20ug QS-21 at week 0 and 4. An exsanguination bleed
end data enalysis were done at week 6.

1 Bactericidal (BCso) titers represented as the reciprocal of the dilution of
anti-sera which reduces viable cell count by 50%. Week 0 normal mouse sera had
BCyy titers of <25

2 NST = Non Serosubtypable

The following table, Table X, shows the purification and characterization
sunmmary for recombinant lipidated P2086 (rLP2086) for both Subfamily A and
Subfamily B.

Subfamily A rLP2086 Purification
TABLE X
rLP2086 Variant | A.A. Homology (%) | Theoretical pI | Purity (%)
870446 75 6.1 80
2996 71 59 95
M97 252988 71 6.3 96
Cl1 68 6.4 82
M98 250771 62 6.1 83
Subfamily B r1.P2086 Purification
TABLE XX
TLP2086 Variant | A-A. Homology (%)’ | Theorstical pL | Purity (%)
8529 100 7.5 96
M982 94 6.3 96
88049 92 62 90
CDC1573 87 5.6 ] 93

Purification Method: All variants were solubilized from E. coli membranes
with TX-100 (exception rLP2086-8529 which was solubilized with Sarcosyl or
Urea). Further purification was achieved with a combination of anion exchange
(TMAR), size exclugion and/or cation exchange (S Fractogel) chromatography in a
Tris-HC] or NePO4 buffer.

1 Amino acid homology as compared to P2086 from strain 8529

2 Purity as determined by SDS-PAGE and laser densitometry of colloidal
Coomassie stained bend (Simply Blue stain)

101

o]



10

15

WO 2004094596

PCT/US204A11901

Immunogenicity of a Subfamily B member, rLP2086-8529, tested agninst
homologous and hetarologous strains
Teble XII below shows immumogenicity of & Subfamily B member,
rLP2086-8529, tested egainst homologous and heterologous strains

TABLE XII
Target P2086 | TargetStrain| A.A. Whole Cell {BCsy
Strain Subfurnily | Serosubtype | Homology' | ELISA® Titer | Titer®
539 B PL723 | 100 >1,458,000 | 3,200
H44/76 B P17,16 100 >1,458,000 | 3200
H355 B P1.19,15 100 >1,458,000 | 3,200
CDC937 B P1.7-234 100 >1,458,000 | >800
M97 252097 B P1.7-2,16 100 >1,458,000 | >B00
870227 B P1.5-2,10 100 >1,458000 | <25
6940 B P1.18,25,6 97 900,162 >800
M982 B P122,9 94 435,909 200
880049 B PL7-24 2 349,912 400
CDC1573 B PL.7-1,1 87 102,508 25
870446 A P1.12-1,)3 71 389,829 800
MO8 250771 A P1.22,14 62 139,397 <25
NmB A P1.5-1,2-2 71 <2,000 <25

Vaccination Procedure: 6-8 week old femele Swiss-Webster mice were
immunized with 10ug rLP2086-8529+20ug QS-21 at week 0 and week 4. Data
analysis was performed on the week 6 exsanguination bleed.

aAmino acid homology of P2086 as compared to rL.P2086-8529

b Eundpoint titers expressed as the reciprocal of the dilution at absorbance =

0.1

¢ BC50 titers represented as the reciprocal of the dilution of anti-sera which
reduces viable cell count by 50%. Week 0 normal mouse sera had BC50 titers of

<10

Table XIT shows immunogenicity of a Subfamily B member, rLP2086-
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TABLE XII
Target P2086 | TargetStrain | A.A. Whole Cell | BCy
Strain Subfamily | Serosubtype | Homology" | BLISA" Titer | Titer
NmB A PL5-122 99.6 8,979 <25
870446 A P1.12-1,13 99 <1,458,000 | >B800
M97 A P1.18,25,6 98 320,732 >800
252697
6557 A P1.22-1,14-1 98 17,319 <25
M98 A P1.22,14-1 89 241,510 >800
250732
M98 A P1.22,14 89 447,867 800
250771
H44/76 B P1.7,16 72 56,386 <25

0.1

Vaccination Procedure: 6-8 week old femalo Swiss-Webster mice were
immunized with 10ug rLP2086-2996+20ug QS-21 at week 0 and week 4. Dana

5  analysis was performed on the week 6 exsanguination bleed.

aAmino acid homology of P2086 as compared to rLP2086-2996

b Bndpoint titers expressed as the reciprocal of the dilution at absorbance =

¢ Bactericidal (BC50) titers represented ss the reciprocal of the dilution of

10  anti-sera which reduces viable cell count by 50%. Week 0 normal mouse sera had
BCS50 titers of <10.
Table XIV below shows that antisera to rLP2086 and rPorA are
complimentary when mixed and assayed for bactericidal activity.
TABLE X1V
Antisera Ha44/76 NMB $80049 H355 870227 6557
®17.16) | (P1.5-122) | @L724) | (P119.15) | (®1.5-2,10) | ®122-1,14-1)
Anti-rL P2086
+three tPorA | >3,200 >800 200 >800 200 200
antisera
Controls
anti-rLP2086 6,400 <25 100 3,200 <25 <25
Caorresponding
monovalent - 1,600 - - 200 400
rPorA. antisers
15

Vaccination Procedure:

6-8 week old female Swiss-Webster mice were
immunized with either 10ug rLP2086-8529/20ug QS-21, or 15ug rPorA/100ug
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exsanguination bleed.

a Bactericidal ( BC50) titers represented as the reciprocal of the dilution of
anti-sera which reduces viabls cell count by 50%. Week 0 normal mouse sera had
BC50 titers of <10.

The following table, Table XV, shows that mixtures of rLP2086 Subfamilies
and two rPorAs elicit bactericidal antibody in mice.

TABLE XV

B44776 | 6940 | 880049 | Mosz | M98 | MOIB | MO7 1 ouniic ! NmB

250771 | 250732 | 252697 6557

" | 5B | sm_| Sm | S’ | SfA | SfA | SfA | SfA | STA

praqe | PL18 | PL7- | P12 [P1z21 | Przat [ Pras2 | PLIZ- | P15 ﬂlf_

D6 [ Tas6 | 24 [ 9 4 41 56 | L3 |22 |
Antigen
TLP2086-

8529+ | .e00 | >800 | 200 [ 400 | 800 | >s00 [ >s00 | >s00 | - | <5
rLP2086-
2996
rLP2086-
8529 +
{LP2086-

2096+ | >800 | 800 | 100 | 200 { 400 | 400 | >s00 | >s00 | >800 | 200
1P1.5-12-2
+1P122-
1141

M"‘“’“CI"“‘,, >800 | >800 | 200 | 400 | so0 [ >s00 | >s00 [ >s00 { >g00 | s00

Vaccination Procedure: 6-8 weck old female Swiss-Webster mice were
immumized with 10ug of each protein + 20ug QS-21 at week 0 and week 4. Data
analysis was performed on the week 6 exsanguination bleed.

a Bactericidal (BC50) titers represented as the reciprocal of the dilution of
anti-sera which reduces viable cell count by 50%. Week 0 normal mouse sera had
BCS50 titers of <10.

bSfA — Subfamily A, SfB — Subfamily B

cRelevant monovalent control: rLP2086-8529, r1P2086-2996, P1.5-1,2-2
orrP1.22-1,14-1 antisera

The following summarizes the results of the above described studies. Anti-
rLP2086 antisera is bactericidal against 13/16 test sirains. Eleven strains expressing
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different serosubtypes are killed by anti-P2086 sera. Bactericidal activity of anti-
TLP2086 sera is complimentary to anti-rPorA sera. Mixtures of P2086 and PorA
elicit complimentary bactericidal antibodies in mice. Differential dstergent
extraction, purification and immunization in conjunction with a functional antibody
assay against many strains can be used to identify new vaccine candidates. P2086
bas been identified as a vaccine candidate which elicits bactericidal antibody against
gtrains heterologous in both P2086 and rPorA. Thus, the 2086 family of proteins
may be a useful vaccine either alone or in combination with other neisserial
antigens.
Exampie 9

In accordance with the previous examples, additional meningococcal strains, of
varying scrogroups, were screened by PCR for the presence of the ORF 2086 gene.
Ultimately, one hundred meningococeal strains were screened. The following describes the
stody and its overall results. These results supplement the data from the previous examples.

Two sets of internal PCR primers specific to the C-terminal variable regions were
utilized to discriminate between Subfamily A and B gene sequences. The presence of a
PCR smplified product of approximately 350 bp indicated that the 2086 gene sequence was
present on the chromosome. All strains yielded a single PCR product of the expected size.
The nucleotide sequences of fifty-five full-length ORF 2086 gemes were determined,
aligned (DNAStar MegAlign) and vsed to generate a phylogenetic tree. (See FIG. 12),

Nine of these 2086 genes were recombinently expressed as a rLP2086 lipoprotein in
a pBAD arabinose inducible promoter system and three of these genes were recombinantly
expressed as a P2086 non-lipidated protein in an IPTG inducible pET system. These
recombinant proteins were expressed in E.coli B. The purified recombinant protein was
used to immunize mice and the mouse antisera was assayed for its serum IgG titers and its
bactericidal activity against a variety of heterologous meningococcal strains.

ORF 2086 was amplified by PCR from one of the following, whole meningococcal
cells, purified chromosomal DNA or plasmid DNA templates.

Nine ORF 2086 genes were cloned into the vector pLP339, which fuses the
Haemophilus P4 leader sequence to the 5’ end of the ORF 2086 genes. E.coli sirain BLR
was used es the host strain for recombinant expression of the lipidated form of rP2086 from
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the pBAD/ORF 2086 clones. (See FIG. 10A) The pBAD arabinose inducible promoter
drives the expression the P4 signal/ORF 2086 fusion protein to express a lipidated form of
tP2086. Three P2086 genes, lacking a signal sequence, were cloned into a pET9a vector
behind the highly active T7 phage promoter. E.coli strain BL21(DE3J) was used as the host
strain for recombinamt expression of a non-lipidated form of ORF 2086 from the
pET98/ORF 2086 clones. (See FIG. 10B) The DE3 lysogen in E.coli strain BL21 can be
induced to express the T7 RNA polymerase under the control of the lacUVS5 promoter by
addition of IPTG. See, WCE; FEMS Micro, Leit., 48 (1987) 367-371 and BCA; J. Clin.
Microbiol., 38 (2000) 2878-2884.

The gene, ORF2086, was cloned and sequenced from fifty-five different N.
meningitidis strains. The nmucleotide sequences were aligned (DNAStar MegAlign) and
used to generate a phylogenetic tree. (See FIG. 12). This tree reveals two distinct
subfamilies of the ORF 2086 gene nucleotide sequence. The two subfamilies of genes are
similar at their 5’ ends, but contain considerable variation neer their 3’ ends. Although
there appears to be significant variability, certain key regions of the gene are highly
homologous amongst the different strains. These conserved regions may provide functional
continuity for the protein and may be indicative of cross-protective epitopes to be exploited
as vaccine targets.

The 2086 gerie was cloned from several serogroup B meningococcal strams and
expressed with and without the lipidation signal sequence. Referring to FIGS. 11A and
11B, gel photographs show the whole cell lysates of B.coli B expressing the r2086 protein.
The non-lipidated form fused to the T7-Tag expressed at the highest level. The T7-Tag
sequence may provide stability to the mRNA eand significantly enhances the level of
polypeptide translated. This fusion protein appears to deposit in inclusion bodies and can be
purified end refolded readily with known protocols. The lipidated and non-lipidated forms
of P2086 are expressed at approximately 5 to 8% of total cellular protein, with the exception
of the T7-Tag fosions, which express rP2086 as approximately 50% of total protein. The
non-lipidated form of the protein appears to be soluble and localized in the cytoplasm. The
lipidated form of the protein appears to be associated with the membrane fractions and is
solubilized with detergent.
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The recombinant lipidated 2086 protein from N. meningitidis B strain 8529
consistently elicits greater serum IgG titers than the nom-lipidated form (see Table XVI
below), which correlates well with the enhanced level of bactericidal activity against both
homologous and heterologous meningococcal strains (see Table XVII below). The protein

5 in its native lipidated form may have superior tertiary structure for antigen presentation
and/or the attached lipid may act as an adjuvent stimulating a greater immumnogenic

response.
TABLE XVI
Immune Response Elicited at Week 6 by WCE using
10 8529 rP2086 (non-lipidated) vs. 8529 rLP2086 (lipidated)
Monse Sera Meningococcal Strains
Antigen | Adjuvant | H44/76 H355 870227 880049 | 870446
(10ug) | (20ug)
rP2088 | 0OS-21 273,238 | 212947 [ 102,694 | 69,124 | 21466
fIP2086 | QS-21 | 5,384,306 | 4,819,061 | 2,930,946 | 1,307,091 | 886,056
TABLE XVII
8529 rP2086 Elicits Weaker Bactericidal Activity than 8529 rLP2086
15
Mouse Sera Meningococcal Strains
Antigen | Adjuvant H44/76 H355 880049 NMB
10 20 u
2086 _QS-21 200 100 <23 <25
TLP2086 Qs-21 6,400 3,200 100 <25
Pre-
Immune - <10 <10 <10 <10
Positive
Control - 1,600 100 200 1,600

The following is a summary of the results of the study. All N. meningitidis B strains tested
sppear to have one 2086-like gene. At least two families of the 2086 gete are represented:
Subfamily A - sbout 30% of strains and Subfamily B - about 70% of strains. The 2086

20 gene has been cloned and sequenced from 55 N. meningitidis strains. Sequences within
Subfamily A are ~86-100% identical at the DNA lavel. Sequence within Subfamily B are
~89.5-100% identical at the DNA lovel. Sequences within Subfamily A vs. Subfamily B
~60.9%-74% identical at the DNA level. 2086 homologs have been identified by PCR
screening in the following:
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N. lactamica

N. gonorrhoeae FA1090

Several ORF 2086 genes have been cloned and recombinantly expressed

PCT/US204/11 1901

Lipidated versions of P2086 were expressed from nine meningococcal strains.
These recombinant proteins have beon purified end used to vaccinate mice.
The resulting antizera is bactericidal.

Non-lipidated versions of P2086 were expressed from three of the above nine

strains.

rLP2086 consistently elicits a greater immune response than rP2086.

riP2086 also exhibits enhanced bactericidal activity sgainst both homologous and

heterologous meningococcal strains.
Example 10
The following tables, Tables XVIII and XIX, show the characterization of variants
of members of the two subfamilies.
TABLE XVIII
Subfamily A rIP2086 Variants -
Cheracterization
rLP2086- rLP2086- rLP2086- rLP2086- rLP2086-
252988 250711 870446 2996 Cil
Growth HySoy HySoy HySoy HySoy HySoy
Medla
Solubility TX-100 TX-100 TX-100 1ITX-100 = | (TX-100=
= Z3-12 Z3-12
Z3-12
Purifleation | TMAER HQ Poros HQ Poros TMAE TMAE
Steps 5 SEC SEC SEC S Fractogel
Fractogel
SEC
Purity (%) 96 83 80 95 82
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rL.P2086- rLF2086- rLP2086- rLP2086- | rLP2086-
. 252988 250771 870446 2996 Ci1
Yield 02 0.7 0.8 0.5 0.1
(mg/g cell (ferrentor)
pellet)
Size | SEC 134,000 155,000 132,000 163,000 126,000
(Z3-
12)
MS 27,897 - - 27.878 28,139
(712 lipid) (750 lipid) | (682 lipid)
Thermal 66 °C - .NT 65°C 63°C
Denatnration
Transition
Midpoint
(Tw) °C
Proteln 2.7mg 1mg (Z3-12) 5.0mg 44mg 1.lmg
Aviilable
(mg)
8529 71 62 4! 72 68
Sequence .
Homology
(%)
TABLE XIX
Subfamily B rLP2086 Variants -
Characterization
rLP2086- rLP2086- rLP2086- rLP2086-
8529 M982 830049 CDC1573
Growth Media Apolion Apollon HySoy HySoy
(Sanford)
Solubflity AMUrea= | TX-100= | TX-100 = Z3- rTX-100
73-12 73.12 12
Purification Steps TMAE TMAE TMAE TMAE
S Fractogel S Fractogel S Fractogel SEC
Purity (%) 96 96 920 93
Yield 0.2 1.6 04 1.0
(mg/g cell pellet) | (fermentor) (fermentor)
Skze SEC 95,000 110,000 100,000 120,000
(Z3-12) 150,000
MS 27,785 27,7119 28,044 28,385
(822 lipid) (711 lipid) (819 lipid) (823 lipid)
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rLP2086- rLP2086- rLP2086- rLP2086-
BS29 M982 880049 CDC1573
Thermal 70°C 75°C 62°C NT
Denataration
Transition
Midpoint (Ty,) °C
Proteln Availahle | Urea—34mg Pool 1 - 3.6mg 4.9mg
(vag) Serc — 36mg 4Tmg
Pool 2 -
17mg
8529 Sequence 100 94 92 87
Homology (%)

Table XX below provides the results of finorescent serum bactericidal assays for the

2086 Subfamily A.
TABLE XX
Description 250771 | 8§70446 6557 NMB M98 M97
250732 252697
1LP2086-252988, >800 >800 <25 - >800 >800
— oo | (9 @ | (%
LP2086-C11, 200 >880 <25 - 200 400
10& (1%)*
rLP2086-250771, >800 >800 <25 - >800 >800
10ug (92%)* | (99%)* (96%)° (B4%)*
rLP2086-870448, 400 >800 <25 - 400 400
10ug _(o9%)*
1LP2086-2996, 800 >800 <25 - >800 >800
10ug (99%)°* (93%)* (72%)*
LP2086-8529 + 800 >800 <25 - >800 >800
rI.ongs-ZDDG, (59%)* (80%)* (72%)*
10ug
tLP2086-8529 + - 800 200 >800 - -
122s,14a + (98%)*
1P1.50,2c, 10pug
LP2086-8529 + 400 >800 200 >800 400 >800
1LP2086-2996 + (O9%)* (99%)* (B8%)*
P1.22s 142 +
1P1.58,2c, 10pg
NMB/LP2086- - 100 - 400 - -
8529
vesiclos, 20ug
?1.229,148, 10pg 25 - 800 - 100 -
Pl.58,2c, 10pg - - - >800 - -
(99%)*
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Description 250771 870446 6557 NMB M98 M97
250732 252697
LP2086-8529, - 800 - - - -
1
1P122a,14a, 258 200 - - - 800 -
1P1.18,25.6, 5pg - - - - -
nP1.22,9 (M982), - - 100 - - -
g
pre-imumme mouse <10 <10 <10 <10 <10 <10
BéTUm
(pegative control)
800 400 800 1600 hd **
Notes:

* Percentage indicates the % BC activity at the 1:800 dilution.
*¥ Posgitive control not available.
- serum not teasted

Example 11

The following further demonstrates that P2086 is expressed in neisserial strains and
provides additional specific examples of P2086 expression in several strains.

Cell lysates were prepared with cells from plate cultures resuspended in SDS sample
buffer and heated at 98°C for four minutes. Samples were loaded at ~30-50ug total pmtem
per well on 10-20% pre-cast gels (ICN) and run at 175V, The gels were transferred to 2
nitrocellulose membrane, which was then blocked for 30min. with 5% powdered milk in
Tris-buffered saline (Blotto). The primary antibody used was a pool of polyclonal antisera
raised agninst individua) r1.P2086 variants in mice.

Referring to FIGS. 17 and 18, 2 Western Blot shows the reactivity of rLP2036
mouse antisera to P2086 Subfamily A end B whole cell lysates. For the Subfamily A cell
lysate blot, the antisera used were raised against rI.P2086-2996, -870446 and —250771 with
rLP2086-250771 diluted at 1/500 in Blotto and the others diluted at 1/1000 in Blotto. For
the Subfamily B cell lysate blot, the antisera used were raised ageinst rLP2086-8529
(dituted 1/1000 in Blotto), -CDC1573. -M982 and —880049 (these three diluted 1/500 in
Blotto). The primary antisera apd blot were incubated at 4°C ovemight. The blot was
washed, a goat-emti-mouseAP secondary was added at 1/500 in Blotto, and the blot was
incubated for 30min. at room temperature. After waghing, the blot was developed using the
BCIP/NBT Membrane Phosphatase Substrate System (KPL).
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The invention now being fully described, it will be apparent to one of
ordinary skill in the art that many changes and modifications can be made thereto
without departing from the spirit or scope of the invention as set forth herein. The
foregoing describes the preferred embodiments of the present invention along with a

5 mumber of possible alternatives. These embodiments, however, are merely for
example and the invention is not restricted thereto.
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‘What is claimed is:

1. A composition comprising:

()  at least one protein compriging the amino acid sequence of any of
SEQ ID NOS:444-452;

(b) &t least one protein comprising an amino acid sequence that is
encoded by a polymucleotide that hybridizes under stringent conditions to any of the
polynucleotides that encode any of SEQ ID NOS: 444-452;

(c)  at Jeast one immunogenic portion of at least one protein described in
(e) or (b); ox

(d) at least one biological equivalent of at least one protein described in
() or (b) or immunogenic portion described in (c).

2. The composition of claim 1, wherein the at least one protein
comprises the amino acid sequence of any of SEQ ID NOS:444-449.

3. The composition of ciaim 1, wherein the at least one protein
comprises any of SEQ ID NOS:450-452.

4, The composition of claim 1, wherein the at least one protein encoded
by a polynucleotide that hydridizes under stringent conditions to a polynucleotide is
encoded by the polynucleotide that hybridizes umder stringent conditions to a
polynucleotide that encodes any of SEQ ID NOS:444-449. .

5.  The composition of claim 1, wherein the at least one protein encoded
by a polynucleotide that hydridizes under stringent conditions to a polynucleotide is
encoded by the polynucleotide that hybridizes under stringeat conditions to a
polynucleotide that encodes any of SEQ ID NOS:450-452.

6. The composition of claim 1, wherein the composition additionally
comprises at least one Por A, Por B, transferrin binding protein, or opacity protein
(Opo)-

7. The composition of claim 1, wherein the composition additionally
comprises at least one additional surface antigen of Neisseria species, said additional
surface antigen being a non-ORF2086 protain.
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8. The composition of claim 1, wherein the at least one protein has a
molecular weight of about 26,000 to about 30,000 as measured by mass
spectroscapy.

9. The composition of claim 1, wherein the at least one protein has a
moleculsr weight of about 28-35 kDa as measured on a 10%-20% SDS
polyacrylumide gel.

10. The composition of claim 1, wherein said composition additionally
comprises a pharmaceutically acceptable buffer, diluent, adjuvant or carier.

11.  The composition of claim 1, wherein said composition additionally
COomprises & Carrier.

12. The composition of claim 1, wherein said composition additionally
comprises an adjuvant.

13, The composition of claim 12, wherein said adjuvant comprises a
liquid.

14.  The composition of claim 1, wherein the protein is non-lipidated.

15. The composition of claim 1, wherein the protein is a recombinant
protein.

16. The composition of claim 1, wherein the protein is isolated from
native Neisseria species.

17.  The composition of claim 1, wherein the protein is a lipoprotein.

18. The composition of claim 1, wherein said composition additionally
comprises a polysaccharide.

19.  The composition of claim 60, wherein said composition comprises an
additional peptide, polypeptide or protein, said composition forming a conjugate that
induces an immune response to two or more bacteria in a memmal.

20. A composition comprising:

(2) at least one protein comprising the amino acid sequence of any of odd
numbered SEQ ID NOS:331-443,

(b)  at least one protein encoded by a polynucleotide that hydridizes under
stringent conditions to a polynucleotide comprising the nucleic acid sequence of any
of even numbered SEQ ID NOS:330-442;
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(c)  atleast one immunogenic portion of at least one protein described in
() or (b); or

(d)  at least one biological equivalent of at least one protein described in
(2) or (b) or immunogenic fragment described in (c).

21. The composition of claim 20, wherein the at least one protein
comprises the amino acid sequence of any of odd numbered SEQ ID NOS:433-443.

23. The composition of claim 20, wherein the at least one protsin
compriges any of odd numbered SEQ ID NOS:331-431.

24, The composition of claim 20, wherein the at least one protein
encoded by a polynucleotide that hydridizes under stringent conditions to a
polynucleotide is encoded by the polynucleotide that hybridizes under stringent
conditions to any of even numbered SEQ ID NOS:432-442.

25. The composition of claim 20, wherein the at least one protein
encoded by a polynucleotide that hydridizes under stringent conditions to 2
polyoucleotide is encoded by the polynucleotide that hybridizes under stringent
conditions to any of even numbered SEQ ID NOS:330-430.

26. The composition of claim 20, wherein the composition additionally
comprises at least one Por A, Par B, transferrin binding protein, or opacity protein
(Opo).

27. The composition of claim 20, wherein the composition additionally

comprises at least one additiona] surface antigen of Neisseria species, seid additional

surface antigen being a non-ORF2086 protein.

28. The composition of claim 20, wherein the at least one protein has &
molecular weight of about 26,000 to about 30,000 as measured by mass
spectroscopy. :

29. The composition of claim 20, wherein the at least one protein has a
molecular weight of about 28-35 kDa as measured on a 10%-20% SDS
polyacrylamide gel.

30. A composition comprising:
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at least one antigen of a first bacterial strain of Neisseria species that
provides immunogenicity against infection of a subject by a second bacterial strain
of Neisseria species;

wherein the first strain is strain M98 250716 of Neisseria meningitidis
serogroup B and said second strain is amother strain of Neisseria meningitidis
sarogroup B,

31. A composition comprising:

gt least one antigen of a first bacterial strain of Neisseria species that
provides immunogenicity against infection of a subject by a second bacterial strain
of Neisseria species;

wherein the first strain is any of the straing selected from the group
consisting of CDC-5315, B40, M97 250571, CDC-2367, CDC-1343, CDC-983 and
CDC-852 of Neisseria meningitidis serogroup B and said second strain is another
strain of Neisseria meningitidis serogroup B.

32. A composition comprising:

at least one isolated protein comprising the amino acid sequence of SEQ ID
NO:301;

wherein x is any amino acid;

wherein the region from amino acid position 5 to amino acid }:osiﬁon 8is
any of 0 to 4 amino acids;

wherein the region from amino acid position 66 to amino acid position 68 is
any of 0 to 3 amino acids; and

wherein the at least one isolated protein further comprises the amino acid
sequence of any of SEQ ID NOS:444-449,

33. The composition of claim 32, wherein the region from amino acid
position 5 to amino acid position 8 comprises 0 or 4 amino acids

34. The composition of claim 32, wherein the region from amino acid
pogition 66 to amino acid position 68 comprises 0 or 3 amino acids.

35. A composition comprising:

at least one isolated protein comprising the amino acid sequence of SEQ ID
NO:302;
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wherein x is any amino acid;

wherein the region from amino acid position 8 to amino acid position 12 is
any of 0 to 5 amino acids and

wherein the at least one isolated protein further comprises the amino acid
sequence of any of SEQ ID NOS:450-452.

36. The composition of claim 35, wherein the region from amino acid
position 8 to amino acid position 12 comprises 0 or 5 amino acids.

37. A composition comprising:

at least one antibody that immunospecifically binds with any of:

(2)  at least one protein comprising the amino acid sequence of any of
SEQ ID NOS:444-452;

(b) at least one protein comprising an amino acid sequence that is
encoded by a polynucleotide that hybridizes under stringent conditions to any of the
polynucleotides that encode any of SEQ ID NOS: 444-452; or

(c) at least one immunogenic portion of at least one protein described in
(8) or (b); or

(d) at least one biological equivalent of at least one protein described in
(a) or (b) or one immunogenic portion described in (c).

38. The composition of claim 37, wherein the antibody is a monoclonal
antibody.

39, The composition of claim 37, additionally comprising a
pharmaceutically accepiable carrier.

40. A composition comprising:

at Ieast one antibody that immunospecifically binds with any of:

(@) &t least one protein comprising any of odd numbered SEQ ID
NOS:331 1o 443; or

(b)  at least one immunogenic portion of at least one protein described in
(8); or

(c) at least one biological equivalent of at least one protein described in
(a) or one immunogenic fragment described in (b).
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41. The composition of claim 40, wherein the at least one protein,
immumogenic portion thereof or biological equivalent thereof comprises any of SEQ
ID NOS:444-452.

42, The composition of claim 40, wherein the at least one antibody is a
monoclonal antibody.

43. A composition comprising:

at least one polymucleotide that (a) encodes at least onc isolated protein
comprising any of SEQ ID NOS:444-452, or (b) hybridizes under stringent
conditions to any of the polynucleotides described in (a).

44, The composition of claim 43, additionally comprising a P4 leader
sequence (SEQ ID NO. 322).

45. The composition of claim 43, wherein said composition comprises a
vector.

46. The composition of claim 43, wherein the stringent conditions are
high stringency southern hybridization conditions.

47. The composition of claim 43, wherein the polynucleotide is a
recombinant polynucleotide.

48. The composition of claim 43, wherein the polynucleotide is isolated
from & natural source.

49, The composition of claim 43, wherein said composition additionally
comprises a nucleic acid sequence encoding for an additional peptide, polypeptide or
protein,

50. A composition comprising:

a vector comprising any of:

(a) at least one protein comprising the amino acid sequence of any of
SEQ ID NOS:444-452; or

(b)  at least one immunogenic portion of at least one protein described in
(a); or

(c)  at least one biological equivalent of at least one protein described in
(8) or immunogenic fragment described in (b).

51. The composition of claim 50, wherein the vector is a plasmid.
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52.  The composition of claim 50, wherein the vector is a phage.

53.  The composition of claim 50, wherein the vector is a bacteriophage.

54.  The composition of claim 50, whezein the vector is a moderate phage.

55. A composition comprising:

a vector comprising at least one polynuclectide that encodes a protein
comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:300;

wherein x is any amino acid;

wherein the region from amino acid position 5 to amino acid position 9 is
any of 0 to 5 amino acids;

wherein the region from amino acid position 67 to amino acid position 69 is
any of 0 to 3 amino acids;

wherein amino acid position 156 is any of 0 to 1 amino acid; and

wherein the protein firther comprises any of SEQ ID NOS:444-449.

56. A composition comprising:

a vector comprising any of:

(2) at least one polynucleotide that encodes at least ome of the
polypeptides of the odd numbered SEQ ID NOS: 331-443; or

(b)  at Jeast one polynucleotide that hybridizes under stringent conditions
to at least one polynucleotide of (a).

57. The composition of claim 56, wherein the vector comprises the
nucleic acid sequence of any of even numbered SEQ ID NOS:330-442.

58. A composition comprising: -

a host cell transformed/transfected or infected with a vector, said vector
comprising any of:

(a) at least one protein encoded by an open reading frame of Neisseria
species (ORF2086), szid open reading frame encoding a crossreactive immunogenic
antigen, and said crossreactive immunogenic antigen providing imn':nmogeuicity
againgt infection by Neisseria meningitidis serogroup B in a subject; or

(b) at least one immunogenic portion of at least one protein described in

(a); or

129

=



WO 2004/094396 PCT/US2004/11 1901

10

15

20

25

30

(c)  at least one biological equivalent of at least one protein described in
() or immunogenic fragment described in (b).

59. A composition comprising;

a host cell transformed/transfected or infected with a vector, said vector
comprising any of :

(a)  atleast one protein comprising any of SEQ ID NOS:444-452; or

(b)  at-least one immunogenic portion of at least one protein described in
(a); or .
(c)  at least one biological equivalent of at least one protein described in
(a) or immmunogenic portion described in (b).

60. A composition prepared by a process comprising:

isolating and purifying from Neisseria species any of:

(a)  af least one protein encoded by an open reading frame of Neisseria
species (ORF2086), eaid open reading frame encoding a crossreactive immumogenic
antigen, end said crossreactive immunogenic emtigen providing immunogenicity
against infection by Neisseria meningitidis serogroup B in a subject; or

(b) &t least one immunogenic portion of at least one protein described in
(a); or

(c) at least one biological equivalent of at least one protein described in
(a) or immunogenic fragment described in (b); and '

wherein the at least one polynucleotide comprises the nucleic acid sequence
of any of the even numbered SEQ ID NOS:330-442.

61. The composition of claim 60, wherein the process further comprises
introducing & non-native leader sequence to the at least one isolated polynucleotide.

62.  The composition of claim 61, wherein the non-native leader sequence
is P4 leader sequence (SEQ ID NO. 322).

63. A composition prepared by a process comprising:

isolating and purifying from Neisseria species eny of:

(a)  atleast one protein comprising any of SEQ ID NOS:444-452; or

(b)  at least one immunogenic portion of at least one protein described in

(a); or
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(¢)  at least one biological equivalent of at least one protein described in
(2) or immunogenic portion described in (b).

64. A composition prepared by a process comprising:

isolating and purifying from Neisseria species any of:

(a) &t least one protein comprising the amino acid sequence of eny of odd
numbered SBEQ ID NOS:331-443;

(b) st least one protein encoded by a polynucieotide that hydridizes mnder
stringent conditions to a polynucleotide comprising the nucleic acid sequence of any
of even numbered SEQ ID NOS:330-442;

(c) st Ieast one immumogenic portion of at least one protein described in
(2) or (b); or

(d) at least one biological equivalent of at least one protein described in
(2) or (b) or immunogenic fragment described in (c).

65. A composition comprising;

at least one immunogenic non-strain specific Neisseria meningitidis antigen,
said antigen being nonpathogenic and substantially free from any infectious
impurities;

wherein the antigen comprises an amino acid sequence having at least about
70% amino acid sequence identity to any of odd numbered SEQ ID NOS:331-443.

66. Use of the composition of any of claims 1-65 in the preparation of &
medicament for inducing an immune response in 8 mammal.

67. The use according fo claim 66, wherein said composition is
administered parenterally.

68. The use according to claim 66, wherein said composition is
administered mucosally.

69.  The use of the composition of any of claims 1-65 in a medicament
effective against bacterial meningitis in a mammal.

70. The use of the composition according to claim 69, wherein said
composition is administered parenterally.

71.  The use of the composition according to claim €9, wherein said
composition is administered mucosally.
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72, The use of the composition according to claim 69, wherein the
composition is administered by subcuteneous or intremuscular injection.

73. A method of preparing a composition comprising:

expressing in & host cell a nucleic acid sequence encoding any of:

(a)  at least one protein encoded by an open reading frame of Neisseria
species (ORF2086), said open reading frame encoding a crossreactive immunogenic
antigen, and said crossreactive immunogenic antigen providing immumogenicity
against infection by Neisseria meningitidis serogroup B in & subject; or

{b) at least one immunogenic portion of at least one protein described in
(a); or

(c) at least one biological equivalent of at least one protein described in
(a) or immunogenic fragment deacribed in (b); and

wherein the at least one protein comprises any of the SEQ ID NOS: 444-452.

74. The method of claim 73, wherein the mucleic acid sequence is
expressed in vivo.

75. The method of claim 73, wherein the mucleic acid sequence is
expressed in vitro.

. 76.  The method of claim 73, further comprising associating 8 P4 leader
sequence (SEQ ID NO. 322).

77. A method of preparing a composition comprising:

isolating and purifying from N. meningitidis at least one polynucleotide that
(a) encodes at least one protein encoded by an open reading frame of Neisseria
species (ORF2086) or at least one immunogenic portion or biological equivalent of
said at least one protein, said open reading freme encoding a crossreactive
immunogenic antigen, end said crossreactive immunogemic antigen providing
immunogenicity against infection by Neisseria meningitidis serogroup B in a
subject; or (b) hybridizes under stringent conditions to any of the polynucleotides
described in ().

78. The method of claim 77, wherein the stringent conditions are high
stringency southern hybridization conditions.

79. A method of preparing a composition comprising:
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isolating and purifying from MNeisseria species any of the proteins,
immunogenic partions or biological equivalents described herein.

80. A method of preparing an antibody composition comprising: .

recovering antibodies from an animal after introducing into the animal a
composition comprising any of the proteins, immunogenic portions or biological
equivalents described herein.

81. A method of inducing an immume response in a mammal comprising:

administering to the mammal an effective amount of one or more of the
compositions of claims 1-65.

82. The method of claim 81, wherein said composition is administered
parenterally.

83.  The method of claim 81, whereain said composition is administered
mucosally.

84. A method of preventing or treating bacterial meningitis in a mammat
comprising:

administering to the mammal an effective amount of one or mare of the
composttions of claims 1-65.

85. The method of claim 84, wherein said composition is administered
parenterally.

86. The method of claim 84, wherein said composition is administered
mmucosally.

87. The method of claim 84, wherein the composition is administered by
subcutaneous or intramuscular injection.

88. A method of preventing or treating bacterial meningitis in a marmmal
comprising:

administering to the mammal an effective amount of an antibody
composition comprising antibodies that immunospecifically bind with a protein,
immunogenic portion or biologicel equivalent comprising the amino acid sequence
of any of the odd numbered SEQ ID NOS: 331443 or eny of the SEQ ID NOS:
444-452,
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89. The method of claim 88, wherein the antibody composition is
administered parenterally.

90. The method of claim 88, wherein the antibody composition is
administered mucosally.

91. The method of claim 88, wherein the antibody composition is
administered by subcutaneous or intramuscular injection.

92. A method of preparing a composition comprising:

expressing in & host cell a nucleic acid sequence encoding any of:

(2) at least one protein comprising the amino acid sequence of any of odd
mumbered SEQ ID NOS:331-443 or any of the SEQ ID NOS: 254-299;

(b)  atleast one protein encoded by a polynucieotide that hydridizes under
stringent conditions to a polynucleotide comprising the nucleic acid sequence of any
of even numbered SEQ ID NOS:330-442;

(c) at least one immumogenic portion of at least one protein described in
(2) or (b); or

(@)  atleast one biological equivalent of at least one protein described in
() or (b) or immunogenic fragment described in (c).

93. The method of claim 92, wherein the nucleic acid sequence is
expressed in vivo.

94.  The method of claim 92, wherein the nucleic acid sequence is
expressed in vifro.

95. The method of claim 92, wherein the vector is a plasmid.

96.  The method of claim 92, wherein the vector is a phage.

97.  The method of claim 92, further comprising associeting & non-native
leader sequence with said at least one isolated polymucleotide.

98.  The method of claim 97, wherein the non-native leader sequence is
P4 leader sequence (SEQ ID NO. 267).

99. A method of preparing an antibody composition comprising:

recovering antibodies from an animal after introducing into the animal a
composition comprising:
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(a)  atleast one protein comprising the amino acid sequence of any of the
odd numbered SEQ ID NOS:331-443 or the amino acid squence of any of SEQ ID
NOS:444-452; or '

(b)  atleast one protein encoded by a polymucleotide that hybridizes under
stringent conditions to the polynucleotide of any of the even numbered SEQ ID
NOS: 330-442.

100. The method of claim 99, wherein the stringent conditions are high
stringency southern hybridization conditions.

101. A transformed/transfected or infected cell line comprising:

a recombinant cell that expresses a nucleic acid sequence that (2) encodes at
least one isolated protein comprising the amino acid sequence of any of SEQ ID
NOS:444-452, or (b) hybridizes under stringent conditions o any of the
polynucleotides described in (a).

102. A transformed/transfected or infected cell line comprising:

a recombinant cell that expresses a nucleic acid sequence that (a) encodes at
least one protein encoded by an open reading frame of Neisseria species (ORF2086)
or at least one immumogenic portion or biological equivalent of said at least one
protein, said open reading frame encoding a crossreactive immunogenic antigen, and
said crossreactive immunogenic antigen providing immunogenicity against infection
by Neisseria meningitidis serogroup B in a subject or (b) hybridizes under stringent
conditions to any of the polynucleotides of (2); or

a recombinant cell that expresses a nucleic acid sequence encoding: (c) at
least one polypeptide encoded by any of (2) or (b); or (d) at least one polypeptide
comprising the amino acid sequence of any of the odd numbered SEQ ID NOS:331-
443.

103. The transformed/transfected or infected cell line of claim 102,
wherein the polypeptide is a monoclonal antibody.

104. The tranaformed/transfected or infected cell line of claim 102,
wherein the recombinant cell is a hybridoma.

105. The tranaformed/transfected or infected cell line of claim 102,
wherein the recombinent cell is a trioma.
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106. A transformed/transfected or infected cell line comprising:
8 recambinant cell that expresses a nncleio acid sequepce comprising:
(2) et least one polymicleotide that encodes a protein compriging
any of the odd mumbered SEQ ID NOS:331-443;
(b)  atleast ono polymucleotide comprising the mucleic acid
sequence of any of the even numbered SEQ ID NOS:330-442;
(c)  =tleast one polymcleotide that hybridizes under stringent
conditions to any of (a) or (b); or
a recombinant cell that expresses a nucleic acid sequence encoding:
(d)  atleast one polypeptide ancoded by any of (a), (b) or (c); or
(6) atleast one polypeptide comprizing fhe amino acid sequence
of any of the odd numbared SEQ ID NOS:331-443.
107. The transformed/transficted or infiected cell Line of claim 106,
wharein the polypeptide is a monoclonal antibody.
108. The transformed/transfected or infected cell line of claim 106,
wherein the recombinant cell is a hybridoma,
109. 'The transformed/transfected or infected cell lins of claim 106,
wherein the recombinant cell is & trioma.
110. A composition as substantially hereinbefore described.
111. A uss substantially as hereinbefore described.
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COMPOSICIONES INMUNOGENICAS NOVEDOSAS PARA LA PREVENCION Y EL

TRATAMIENTO DE ENFERMEDAD MENTINGOCOCAL

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencibén se relaciona con proteinas de Neisseria
ORF2086 (Subfamilia A y subfamilia B), las cuales pueden ser
aisladas de cepas bacterianas tales como aquellas de
Neigseria species, incluyendo cepas de Neisseria meningitidis
(serogrupos A, B, C, D, W-135, X, Y, Z y 29E), Neisseria
gonorrhoeae, y Neisseria lactamica, asi como también
porciones inmunogénicas y/o equivalentes biolégicos de dichas
proteinas. La presente invenciéghﬂﬂnm»ién se relaciona con
anticuerpos dque se unen inmunoespecificamente a dichas
proteinas, las porciones inmunogénicas y/o0 los equivalentes
biolégicos. Ademds, la presente invencién se relaciona con
oligonucleétidos aislados que comprenden secuencias de Aacido
nucleico que codifican cualquiera de las anteriores
proteinas, porciones inmunogénicas, equivalentes biolégicos
y/o anticuerpos. Adicionalmente, la presente invencidn se
relaciona con composiciones inmunogénicas y Su uso para
prevenir, tratar y/o diagnosticar infeccién meningococal
causada por N. meningitidis, y en particular enfermedad

meningococal causada por el serogrupo de N. meningitidis, asi
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como también métodos para preparar dichas composiciones. Esta
invencién se relaciona tanto con las formas recombinantes
como con las formas aisladas de una fuente natural, asi como

también las formas lipidadas y no lipidadas.

ANTECEDENTES DE LA IRVENCION

La meningitis meningococal es una enfermedad devastadora que
puede matar nifios y adultos jévenes después de horas a pesar
de la disponibilidad de antibiéticos. Pizza et al., 2000,
Science 287: 1816-1820. La meningitis se caracteriza como una
inflamacién de las meninges que resulta en dolor de cabeza
intenso, fiebre, pérdida del apetito, intolerancia a la luz y
sonido, rigidez de los mlGsculos, especialmente en el cuello,
y en casos severos convulsiones, vémito y delirio que conduce
a la muerte. Los sintomas de la meningitis meningococal
aparecen repentinamente y culminan en la septicemia
meningococal con su caracteristica erupcién hemorragica. Un
diagnéstico répido y un tratamiento inmediato con grandes
dosis de antibidéticos son criticos si se desea alguna
oportunidad de supervivencia. 2000. Bantam Medical

Dictionary, Tercera Edicién 302.

La meningitis meningococal es originada por la Neisseria

meningitidis (el meningococo), una bacteria Gram-negativa,
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enéapsulada que s8e ha clasificada en varios serogrupos
patégenos que incluyen A, B, C, D, W-135, X, Y, Z y 29%9E. Las
cepas del serogrupo B de N. meningitidis son una causa
principal de la enfermedad meningococal en todo el mundo. Por
ejemplo, se reportd en la literatura médica que el serogrupo
es el responsable de aproximadamente el 50% de la meningitis
bacterial en infantes y en nifios que residen en Estados
Unidos y en Europa. No existe ninguna vacuna para evitar la
enfermedad meningococal originada por el serogrupo B de N.

meningitidis.

El desarrollo de una composicién inmunogénica para 1la
prevencién de la enfermedad meningococal del serogrupo B ha
sido un reto para los investigadores desde el trabajo de
Goldschneider et al. hace mds de treinta afios. Goldschneider
et al., 1969, J. Exp. Med 129(6):1307-26; Goldschneider et
al.-, 1969, J. Exp. Med 129(6):1307-48; Gotschlich et al.,
1969, J. Exp. Med 129(6):1385-95; y Gotschlich et al., 1969,
J. Exp. Med 129(6):1367-84. A diferencia de la enfermedad del
serogrupo A, que eventualmente desaparecieron de Norteamérica
después de la Segunda Guerra Mundial, Achtman, M., 1995,
Trends in Microbiology 3(5): 186-92, la enfermedad originada
por los organismos del serogrupo B y C permanece endémica a
lo largo de la mayor parte del mundo econémicamente

desarrollado. La incidencia de la enfermedad varia desde

(.6
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<1/100000 donde la enfermedad endémica es rara a 200/100000

en poblaciones de alto riesgo durante epidemias.

Las vacunas basadas en conjugados de polisacdrido han sido
desarrolladas contra N. meningitidis serogrupos A y C vy
parecen ser efectivas para prevenir la enfermedad.
Habitualmente, se encuentra disponible una composicién
inﬁunogénica hecha de polisacadrido capsular de los serogrupos
A, C, ¥, & W-135. Ambrosch et al., 1983, Immunogenicity and
side-effects of a new tetravalent. Bulletin of the World
Health Organization 61(2): 317-23. Sin embargo, esta
composicién inmunogénica elicita wuna respuesta inmuno
independiente de las células T, no es efectiva en jévenes, y
no suministra cubrimiento para las cepas del serogrupoc B, lo

cual causa incremento del 50% de la enfermedad meningococal.

Otros también han intentado desarrollar composiciones
inmunogénicas que utilizan polisacéaridos capsulares.
Recientemente, las composiciones inmunogénicas para
enfermedad del serogrupo C preparadas por conjugaciones del
material capsular del serogrupo C a proteinas se ha
licenciado para uso en Europa. Sin embargo, la céapsula del
serogrupe C puede ser inadecuada como un candidato para
vacuna en razén a que el polisacdrido de la capsula esté

compuesto de &Acido polisidlico el cual tiene una similitud

(67
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con las porciones de carbohidrato sobre el desarrollo de los
tejidos neurales humanos. Esta porcién de azGcar es
reconocida como un auto-antigeno y es por lo tanto pobremente

inmunogénico en humanos.

Han sido desarrolladas las proteinas de la membrana exterior
(OMP) como antigenos alternativos para vacuna para la
enfermedad del serogrupc B. El anticuerpo monoclonal gque se
une a las dos regiones variables del PorA define el esquema
serosubtipo para los meningococos. Las proteinas PorR sirven
asi como antigenos del serosubtipo (Abdillahi et al., 1988,
Microbial Patogénesis 4(1): 27-32) para las cepas
meningococales y estan siendo activamente investigadas como
componentes de una composicién inmunogénica del serogrupo B
(Poolman, 1996, Adv. Exp. Med. Bicl. 397: 73-7), en razén a
que ellos pueden elicitar anticuerpos bacteriales {Saukkonen,
1987, Microbial Patogénesis 3{(4): 261-7). Los anticuerpos
bacterianos se considera que son un indicador de proteccién y
cualquier nuevo candidato a composicién inmunogénica debe

elicitar estos anticuerpos funcionales.

Los estudios en humanos asi como también en animales indican
que el antigeno del serosubtipo, PorA, elicita anticuerpos
bactericidas. Sin embargo, la respuesta inmune al PorA es

generalmente especifica del serosubtipo. En particular, los

16D
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datos del serosubtipo indican que una composicién
inmunogénica hecha de PorAs puede requerir un PorA para cada
serosubtipo a ser cubierto mediante tal composicién
inmunogénica, quizas tanto como seis a nueve. Por lo tanto,
6-9 PorAs seran necesarios para cubrir 70-80% de las cepas
del serogrupo B. Asi, la naturaleza variable de esta proteina
reéuiere una composicién de vacuna multivalente para proteger
contra un nimero suficiente de aislados «clinicos de

serosubtipo meningococal.

El desarrolle de una composicién inmunogénica para los
meningococos del serogrupo B han sido tan dificiles que
recientemente varios grupos han secuenciado el genoma de las
cepas gue representan ambos serogrupos A y B para ayudar a
idéntificar nuevos candidatos a composicién inmunogénica.
Tettelin, 2000, Science, 287(5459): 1809-15; Pizza et al.,
2000, Science 287: 1816-1820. Identificando nuevos candidatos
a composicién inmunogénica, aln con el conocimiento del
genoma neisserial, es un proceso dificil para el cual los
algoritmos matemdticos adecuados no existen normalmente. De
hecho, en recientes reportes se indica que a pesar de
identificar cientos de marcos de lectura abierta (“ORF”) que
coﬂtienen dominios tedéricos que se extienden a la membrana,
los problemas con la expresién, purificacién, e inducir

superficie reactiva, y anticuerpos funcionalmente activos ha
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conducido a los investigadores a solo siete candidatos para
una composicién inmunogénica meningococal del serogrupo B.

Ver Id. Uno de estos era previamente conocido.

De acuerdo con estc, subsiste la necesidad para composiciones
inmunogénicas que (1) elicite anticuerpos bactericidas a
miltiples cepas neiseriales; (2) reaccione con la superficie
de miltiples cepas; (3) confiera proteccién pasiva contra un

desafio vivo; y/o (4) evitar colonizacién.

RESUMEN DE LA INVENCION

Para cumplir estas y otras necesidades, y en vista de sus
propésitos, la presente invencidén suministra proteinas de
Neisgsseria ORF2086 (“proteinas 2086”), que incluyen las
proteinas de la Subfamilia A 2086 y las proteinas de la
Subfamilia B 2086. Cada wuna de estas proteinas 2086 son
proteinas que pueden ser aisladas de cepas neiseriales
nativas, que incluyen cepas de Neisseria meningitidis
(serogrupos A, B, C, D, W-135, X, ¥, Z y 29E), Neisseria
gonorrhoeae, y Neisseria lactamica. Las proteinas 2086
también se pueden preparar utilizando tecnologia

recombinante.
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En particular, la presente invencién suministra proteinas
2086, porciones inmunogénicas de estas, y/o equivalentes
biolbgicos de estas, anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a cualquiera de 1las anteriores, vy
polinucledétidos que comprenden secuencias de Acido nucleico
que codifican cualquiera de las anteriores. La presente
invencién incluye composiciones, composiciones inmunogénicas
Y Su uso para prevenir, tratar y/o diagnosticar infeccién
meningococal, Yy en particular enfermedad meningococal
originada por N. meningitidis, asi como también métodos para
preparar dichas composiciones. Las proteinas 2086 incluyen
agqui formas recombinantes y formas aisladas de una fuente
natural, asi como también tanto las formas lipidadas como no

lipidadas.

La presente invencién inesperada y ventajosamente suministra
composiciones que (1) elicitan anticuerpos bacteriales a
miltiples cepas neiseriales, tales como las cepas de N.
meningitidis, N.: gonorrhoeae, vy/o N. lactamica; (2)
reaccionan con la superficie de miltiples cepas; (3)
confieren proteccién pasiva contra un desafio vivo y/o (4)
evitan la colonizacién, asi como también métodos para
utilizar dichas composiciones y métodos para preparar dichas
composiciones. Varias modalidades de la invencién se

describen adelante.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1A describe un gel SDS-PAGE que describe dos
proteinas principales de las fracciones de proteina obtenidas
de los experimentos para identificar el extractoc de proteina
de membrana neiserial que es capaz de elicitar anticuerpos

bacterianos contra cepas heterdlogas.

La FIG. 1B describe los resultados de los experimentos de la
identificacién de las dos proteinas principales mediante
andlisis de Flujo TMAE a través de los componentes mediante
digestién de proteasa y secuenciacién N-terminal de Fase

inversa.

La FIG. 2 describe el esquema de purificacién y 1la

homogeneidad determinada mediante SDS-PAGE de rLP2086.

La FIG. 3 describe 1los resultados de 1los experimentos
provenientes de la identificacién de 1las dos proteinas
mayores y una proteina menor mediante el andlisis de Flujo
TMAE a través de los componentes mediante LC-MS/MS y el

correspondiente SDS-PAGE.
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La FIG. 4 es un gel SDS-PAGE proveniente de la expresién

recombinante de la proteina 2086.

La FIG. 5 es un diagrama esquemidtico del plasmido pPX7340,

como se describié en los ejemplos que aparecen agui.

La FIG. 6 es un diagrama esquemdtico del plédsmido pPX7328

como se describid en los ejemplos que aparecen aqui.

La FIG. 7 es un diagrama esquemdtico del plasmido pPX7343

como se describié en los ejemplos que aparecen aqui.

La FIG. 8 1lustra las regiones N-terminales del gen 2086 de

varias cepas.

La FIG. 9A es un diagrama de flujo que muestra las etapas
preliminares en la identificacién del componente inmunogénico

en una cepa neiserial.

La FIG. 9B es un diagrama de flujo que muestra las etapas
finales en la identificacién de un componente inmunogénico en

una cepa neiserial.

La FIG. 10A es un diagrama esquemdtico del promotor inducible

de arabinosa pBAD que deriva la expresién de la seifial
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P4/proteina de fusién ORF2086 para expresar una forma
lipidada de rP2086 como se describié en los ejemplos

realizados aqui.

La FIG. 10B es un diagrama esquemdtico del vector pET9a-T7
para expresién recombinante de la forma no lipidada del

ORF2086.

La FIG. 11A es una fotografia que representa los lisados de
célula completos de E. coli B que expresan la proteina

rLP2086.

La FIG. 11B muestra los lisados de célula completos de E.

coli B que expresan la proteina rP2086.

La FIG. 12 es un A&rbol filogenético que muestra una
organizacién de las subfamilias y grupos de las proteinas
ORF2086 de acuerdo con una implementacién de 1la presente

invencién.

La FIG. 13 es una ilustracién grdfica de los datos de ELISA
de célula completo para el antisuero de la Subfamilia A de

rLP2086.
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La FIG. 14 es una ilustracién grafica de los datos ELISA de
células completas para el antisuero de la Subfamilia B de

rLP2086.

La FIG. 15 es una ilustracién grafica de los resultados del

estudio mezclado rLP2086 - Titulos WCE.

La FIG. 16 es una ilustraciébn grafica de los resultados del

estudio mezclado rLP2086/rPorA — Titulos WCE.

La FIG. 17 es un Western Blot que muestra reactividad de
antisuerc de ratédn rLP2086 a lisados de célula completos de

N. meningitidis Subfamilia B P2086.

La FIG. 18 es un Western Blot que muestra reactividad de
antisuero de ratén rLP2086 a lisados de célula completos de

N. lactamica y N. meningitidis Subfamilia A P2086.

La FIG. 19 es wun 4rbol filogenético gque muestra una
organizacién de subfamilias y grupos de proteinas ORF2086 de

acuerdo con una implementacién de la invencién.

La FIG. 20 es una alineacién de secuencia que compara los

polipéptidos de la presente invencién.
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RESUMEN DE SECUENCIAS

ID DE SEC NOS. Para Secuencias Estudiadas:

ID DE SEC NO: 1 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de cepa
L3 6275 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 2 secuencia de aminoacido para la proteina 2086
madura de cepa L3 6275 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 3 secuencia de Aacido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura
proveniente de L3 6275 cuando se combina con una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 4 secuencia de amino&cido para la proteina 2086
madura de cepa L3 6275 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 5 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de cepa
L3 6275.

ID DE SEC NO: 6 secuencia de aminocdcido para la proteina 2086
madura de cepa L3 6275.

ID DE SEC NO: 7 secuencia de Acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de cepa

CDC2369 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
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ID-DE SEC NO: 8 secuencia de aminoacido para la proteina 2086
madura de cepa CDC2369 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 9 secuencia de A&cido nucleico para codificar
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
CDC2369 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 10 secuencia de aminoAcido para la proteina
2086 madura de «cepa CDC2369 preparada wutilizando una
seéuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 11 secuencia de dcido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de cepa
CDC2369.

ID DE SEC NO: 12 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de cepa CDC23689.

ID DE SEC NO: 13 secuencia de &cido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de la
ceﬁa CDC1034 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 14 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1034 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 15 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminoAdcido para la proteina 2086 madura de

CDC1034 cuando se combina con una secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 16 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de 1la cepa CDCl034 preparada utilizando una
secuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 17 secuencia de Acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa CDC1034.

ID DE SEC NO: 18 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1034.

ID DE SEC NO: 19 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa L4 891 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
ID DE SEC NO: 20 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa L4 891 preparada utilizando una
secuencia lider nativa,

ID DE SEC NO: 21 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
L4 891 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 22 secuencia de aminoAcido para la proteina
2086 madura de la cepa L4 891 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 23 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa L4 891.

ID'DE SEC NO: 24 secuencia de aminodcido para la proteina

2086 madura de la cepa L4 891.
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ID DE SEC NO: 25 secuencia de Acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa B16B6 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
ID DE SEC NO: 26 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa Bl6Bé preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID .DE SEC NO: 27 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de amincdcido para la proteina 2086 madura de
Bl6B6 cuando se combina con una secuencia lider P4,

ID DE SEC NO: 28 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de 1la cepa Bl6B6é preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 29 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de 1la
cepa B16B6.

ID DE SEC NO: 30 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa B1l6B6.

ID DE SEC NO: 31 secuencié de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa W135 (ATCC35559) cuando se combina con una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 32 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa W135 (ATCC35559) preparada utilizandc

una secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 33 secuencia de écido nucleico para codificar
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
W135 (ATCC35559) cuando se combina con una secuencia lider
P4,

ID DE SEC NO: 34 secuencia de aminoacide para la proteina
2086 madura de la cepa W135 (ATCC35559) preparada utilizando
un; secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 35 secuencia de &cido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de la
cepa W135 (ATCC35559).

ID DE SEC NO: 36 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa W135 (ATCC35559).

ID DE SEC NO: 37 secuencia de &cido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
ceéa Cll cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 38 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa Cll preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 39 secuencia de Acido nucleico para cgﬂi;ipaf’

—
una Secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de

Cll cuando se combina con una secuencia lider P4.
ID DE SEC NO: 40 secuencia de amincdcido para la proteina

2086 madura de la cepa Cll preparada utilizando una secuencia

lider P4.
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ID DE SEC NO: 41 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de la
cepa C11.

ID DE SEC NO: 42 secuencia de aminodacido para la proteina
2086 madura de la cepa Cll.

ID ‘DE SEC NO: 43 secuencia de Acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoAcido para la proteina 2086 madura de 1la
cepa Y (ATCC35561) cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 44 secuencia de aminoadcido para la proteina
2086 madura de la cepa Y (ATCC3556l1) preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 45 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de Y
(ATCC35561) cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 46 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa Y (ATCC35561) preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 47 secuencia de &cido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa Y (ATCC35561).

ID 'DE SEC NO: 48 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa Y (ATCC35561).

ID DE SEC NO: 49 secuencia de &cido nucleico que codifica una

secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
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cepa M98 250732 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 50 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250732 preparada utilizando una
sequencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 51 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
M98 250732 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 52 secuencia de aminodacido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250732 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 53 secuencia de dcido nucleico que codifica una
sequencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa M98 250732.

ID DE SEC NO: 54 secuencia de amincdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250732.

ID DE SEC NO: 55 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa M98 250771 cuando se combina con una secuencia 1lider
nativa.

ID DE SEC NO: 56 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250771 preparada utilizando una

secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 57 secuencia de 4cido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M98 250771 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 58 secuencia de aminodcido para la proteina
2056 madura de la cepa M98 250771 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 59 secuencia de acido nucleico gque codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa M98 250771.

ID DE SEC NO: 60 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250771.

ID DE SEC NO: 61 secuencia de a&cido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de la
cepa CDCl1i35 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 62 secuencia de aminoi&cido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1135 preparada utilizando wuna
secuencia lider nativa. '
ID DE SEC NO: 63 secuencia de Aacido nucleico para codificar
una secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de
CDC1135 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 64 secuencia de aminodcido para 1la pro-teina
2086 madura de la cepa CDC1135 preparada utilizando una

secuencia lider P4,
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ID DE SEC NO: 65 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina éOBG madura de la
cepa CDC1135.

ID.DE SEC NO: 66 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1135.

ID DE SEC NO: 67 secuencia de Acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de la
cepa M87 252153 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 68 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252153 preparada utilizando una
seéuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 69 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M97 252153 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 70 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252153 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 71 secuencia de acido nucleico que codifica una
seéﬁencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa M97 252153.

ID DE SEC NO: 72 secuencia de amino&cido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252153.

ID DE SEC NO: 73 secuencia de 4cido nucleico que codifica una

secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
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cepa CDCl1610 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID -DE SEC NO: 74 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDCl1610 preparada utilizande una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 75 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
CDC1610 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 76 secuencia de amino&cido para la proteina
2086 madura de la cepa CDCl6l10 preparada utilizando una
secuencia lider P4,

ID DE SEC NO: 77 secuencia de &cido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa CDC1610.

ID DE SEC NO: 78 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1610.

ID DE SEC NO: 79 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa CDCl1492 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 80 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1492 preparada utilizando una

secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 81 secuencia de &acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
CDC1492 cuando se combina con una secuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 82 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDCl492 preparada utilizando wuna
secuencia lider P4,

ID DE SEC NO: 83 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de amincdcido para la proteina 2086 madura de la
cepa CDC1492.

ID DE SEC NO: 84 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDCl492.

ID DE SEC NO: 85 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de 1la
cepa L8 M978 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: B6 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa L8 M978 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 87 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de
L8 M978 cuando se combina con una secuencia lider P4,

ID DE SEC NO: 88 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 18 M978 preparada utilizandoe una

secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 89 secuencia de aAcido nucleico que codifica una
seeuencia de aminocdcido para la proteina 2086 madura de la
cepa L8 M978.

ID DE SEC NO: 90 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa L8 M978.

ID DE SEC NO: 91 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de la
cepa M97 252988 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID-DE SEC NO: 92 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252988 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 93 secuencia de acido nucleico para codificar
‘una secuencia de aminoAcido para la proteina 2086 madura de
M97 252988 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 94 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M87 252988 preparada utilizando una
seéuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 95 secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
cepa M97 252988.

ID DE SEC NO: 96 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252988.

ID DE SEC NO: 97 secuencia de &cido nucleico que codifica una

secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de la
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cepa M97 252697 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 98 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252697 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 99 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M97 252697 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID 'DE SEC NO: 100 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252697 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 101 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 252697.

ID DE SEC NO: 102 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252697.

ID DE SEC NO: 103 secuencia de Aacido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa 6557 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 104 secuencia de aminodacido para la proteina
2086 madura de 1la cepa 6557 preparada utilizando wuna

secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 105 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
6557 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 106 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 6557 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 107 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de
la cepa 6557.

ID DE SEC NO: 108 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 6557.

ID DE SEC NO: 109 secuencia de &4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
la cepa 2996 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 110 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 2996 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 111 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de
2996 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 112 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 2996 preparada utilizando una

secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 113 secuencia de &acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa 2996.

ID DE SEC NO: 114 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 2996.

ID DE SEC NO: 115 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminoidcido para la proteina 2086 madura de
la-cepa M97 252976 cuando se combina con una secuencia lider
‘nativa.

ID DE SEC NO: 116 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252976 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 117 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminocdcido para la proteina 2086 madura de
M97 252976 cuando se combina con una secuencia lider P4.
ID DE SEC NO: 118 secuencia de aminodcido para la proteina
20B6 madura de la cepa M97 252976 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 119 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 252976.

ID DE SEC NO: 120 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252976.

ID DE SEC NO: 121 secuencia de &cido nucleico que codifica

una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
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la cepa M97 251854 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 122 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa MS7 251854 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 123 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M97 251854 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 124 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 251854 preparada utilizando una
secuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 125 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 251854.

ID DE SEC NO: 126 secuencia de amino&cido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 251854.

ID DE SEC NO: 127 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC1521 cuandco se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 128 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDCl1l521 preparada utilizando una

secuencia lider nativa.

al



WO 2004/094596 29 PCT/US2004/011901

ID DE SEC NO: 129 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
CDC1521 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 130 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDCl1521 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 131 secuencia de &acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC1521.

ID DE SEC NO: 132 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1521.

ID DE SEC NO: 133 secuencia de Aacido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250622 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 134 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250622 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 135 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M98 250622 cuando se combina con una secuencia lider PA.

ID DE SEC NO: 136 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250622 preparada utilizando una

secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 137 secuencia de é&cido nucleico que codifica
una secuencia de aminocdcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250622.

ID DE SEC NO: 138 secuencia de aminoadcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250622.

ID DE SEC NO: 139 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminoicido para la proteina 2086 madura de
la cepa 870446 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 140 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de 1la cepa 870446 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 141 secuencia de acido nucleico para codificar
uné secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
B70446 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 142 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 870446 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 143 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
la cepa 870446.

ID.DE SEC NO: 144 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 870446.

ID DE SEC NO: 145 secuencia de Aacido nucleico que codifica

una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
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la cepa M97 253248 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 146 secuencia de aminocAcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 253248 prebarada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 147 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M97 253248 cuando se combina con una secuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 148 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 253248 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 149 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoidcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 253248.

ID DE SEC NO: 150 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 253248.

ID DE SEC NO: 151 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250809 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID -DE SEC NO: 152 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250809 preparada utilizando una

secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 153 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M98 250809 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 154 secuencia de aminodacido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250809 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 155 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250809.

ID DE SEC NO: 156 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250809.

ID DE SEC NO: 157 secuencia de &acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa L5 M981 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 158 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa L5 M981 preparada wutilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 159 secuencia de &acidec nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
L5 M981 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 160 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa L5 M981 preparada utilizandc una

secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 161 secuencia de dacido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la.cepa L5 M981.

ID DE SEC NO: 162 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa L5 M981. -

ID DE SEC NO: 163 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa NMB cuando se combina con una secuencia lider nativa.
ID DE SEC NO: 164 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa NMB preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 165 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
NMB cuando se combina con una secuencia lider P4,

ID DE SEC NO: 166 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa NMB preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 167 secuencia de &4cido nucleico que codifica
una secuencia de amino&cido para la proteina 2086 madura de
la cepa NMB.

ID DE SEC NO: 168 secuencia de aminocdcido para la protefina
2086 madura de la cepa NMB.

ID DE SEC NO: 169 secuencia de 4dcido nucleico que codifica

una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de

‘.
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la cepa M98 250572 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 170 secuencia de amino&cido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250572 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 171 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M98 250572 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 172 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250572 preparada utilizandeo una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 173 secuencia de A4acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250572.

ID DE SEC NO: 174 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250572.

ID DE SEC NO: 175 secuencia de 4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la‘cepa A4 Sanford; M97 251836 PART; M97 251957; M97 251985;
M97 252060; M97 251870 ; M97 251994; M98 250024; M97 251905;
M97 251876 ; M97 251898; o M97 251830 cuando se combina con
una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 176 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa A4 Sanford; M97 251836 PART; M97

251957; M97 251985; M97 252060; M97 251870; M97 251994; M98



WO 2004/094596 35 PCT/US2004/011901

250024; M97 251905; M97 251876; M97 251898; o M97 251830
preparada utilizando una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 177 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa A4 Sanford; M97 251836 PART; M97 251957; M97 25198S5;
M97 252060; M97 251870; M97 251994; M98 250024; M97 251905;
M97 251876; MS7 251898; o M97 251830 cuando se combina con
una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 178 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa A4 Sanford; MS7 251836 PART; M97
251957; M97 251985 ; M97 252060; M97 251870 ; M97 251994; M98
250024; M97 251905; M97 251876; M97 251898; o M97 251830
preparada utilizando una secuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 179 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa A4 Sanford; M97 251836 part; M97 251957; M97 251985;
M97 252060; M97 251870; M97 25199%4; M98 250024; M97 251905;
M97. 251876; M97 251898; o M97 251830.

ID DE SEC NO: 180 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa A4 Sanford; M97 251836 PART; M97
251957; M97 251985; M97 252060; M97 251870; MS7 251994; M98
250024; M97 251905; M97 251876; M97 251898; o M97 251830.

ID DE SEC NO: 181 secuencia de &cido nucleico que codifica

una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de

142
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la cepa CDC937 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 182 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDCS937 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 183 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
CDCY937 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 184 secuencia de aminoécido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC937 preparada wutilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 185 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDCHY937.

ID DE SEC NO: 186 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC9Y37.

ID DE SEC NO: 187 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 252097 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 188 secuencia de amincdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M397 252097 preparada utilizando una

secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 189 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M97 252097 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 190 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252097 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 191 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 252097.

ID DE SEC NO: 192 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 252097.

ID DE SEC NO: 193 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
la cepa 870227 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID.DE SEC NO: 194 secuencia de aminoadcido para la proteina
2086 madura de la cepa 870227 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 195 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
870227 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 196 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 870227 preparada utilizando una

sequencia lider PA4.
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ID DE SEC NO: 197 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa B70227.

ID DE SEC NO: 198 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa 870227.

ID DE SEC NO: 199 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
la 'cepa H355 cuando se combina con una secuencia 1lider
nativa.

ID DE SEC NO: 200 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa H355 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 201 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
H355 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 202 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de 1la cepa H355 preparada wutilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 203 secuencia de &4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa H355.

ID DE SEC NO: 204 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa H355.

ID DE SEC NO: 205 secuencia de Acido nucleico que codifica

una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
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la cepa H44_76 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 206 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa H44 76 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 207 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa H44_76 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 208 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa H44_76.

ID DE SEC NO: 209 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
H44_76 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID .DE SEC NO: 210 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa H44_76.

ID DE SEC NO: 211 secuencia de &cido nucleico que codifica
una_secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de
la cepa 8529 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 212 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 8529 preparada utilizando una

secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 213 secuencia de acido nucleico para codificar
una Secuencia de aminoiacido para la proteina 2086 madura de
8529 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 214 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 8529 preparada utilizande una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 215 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa 8529.

ID DE SEC NO: 216 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 8529.

ID DE SEC NO: 217 secuencia de &acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa 6940 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 218 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 6940 preparada utilizande wuna
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NOQ: 219 secuencia de 4cido nucleico para codificar
una secuencia de amincdcido para la proteina 2086 madura de
6940 cuando se'combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 220 secuencia de aminoidcido para la proteina
2086 madura de la cepa 6940 preparadd utilizando una

secuencia lider PA4.
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ID DE SEC NO: 221 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoéciqo para la proteina 2086 madura de
la cepa 6940.

ID DE SEC NO: 222 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 6940.

ID DE SEC NO: 223 secuencia de 4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M982 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 224 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M982 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 225 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M982 cuando se combina con una secuvencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 226 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M982 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 227 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la_cepa M982.

ID DE SEC NO: 228 secuencia de aminoAcido para la proteina
2086 madura de la cepa M982.

ID DE SEC NO: 229 secuencia de Acido nucleico que codifica

una secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de

qPV\
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la cepa 880049 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 230 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa 880049 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 231 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de
880049 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 232 secuencia de aminodcido para la proteina
20B6 madura de la cepa 880049 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 233 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoidcido para la proteina 2086 madura de
la cepa 880049.

ID DE SEC NO: 234 secuencia de amincdcido para la proteina
2086 madura de la cepa 880049,

ID DE SEC NO: 235 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
las cepas M97 253524, M97 251885, y M97 251926 cuando se
combinan con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 236 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de las cepas M97 253524, M97 251885, y M97 251926
preparada utilizando una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 237 secuencia de acido nucleico para codificar

una secuencia de aminocdcido para la proteina 2086 madura de
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las cepas M97 253524, M97 251885, y M97 251926 cuando se
combinan con una secuencia lider PA.

ID DE SEC NO: 238 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de las cepas M97 253524, M97 251885, y M97 251926
preparadas utilizando una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 239 secuencia de Aacido nucleico que codifica
una Secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
las cepas M97 253524, M97 251885, y M97 251926.

ID DE SEC NO: 240 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de las cepas M97 253524, M97 251885, y M97
251926.

ID DE SEC NO: 241 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250670 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID Dﬁ SEC NO: 242 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250670 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 243 secuencia de 4cido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
M98 250670 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 244 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250670 preparada utilizando una

secuencia lider PA.
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ID DE SEC NO: 245 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250670.

ID DE SEC NO: 246 secuencia de aminoacido'para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250670.

ID DE SEC NO: 247 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC1573 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 248 secuencia de aminoacide para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1573 preparada utilizande una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 249 secuencia de &acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
CDC1573 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 250 secuencia de aminoAdcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC1573 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 251 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC1573.

ID DE SEC NO: 252 secuencia de aminodcido para la proteina

2086 madura de la cepa CDC1573.
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ID DE SEC NO: 253 secuencia de Acido nucleico parcial que
codifica una secuencia de aminoicido para la proteina 2086 de
una cepa de Neisseria lactamica.

ID DE SEC NOS: 254 a 259 secuencias de aminodcidos asociadas
con proteinas de la familia de proteinas 2086.

ID DE SEC NOS: 260 a 278 secuencias de aminodcidos asociadas
con proteinas de la Subfamilia A 2086.

ID DE SEC NOS: 279 a 299 secuencias de aminodcidos asociadas
con proteinas de la Subfamilia B 208B6.

ID DE SEC NO: 300 es la secuencia de consenso de aminoécido
que corresponde a la familia de proteina 2086 ("proteinas
2086") de acuerdo con una modalidad de la presente invencién.
ID DE SEC NO: 301 es la secuencia de consenso de aminoacido
que corresponde a la Subfamilia A de la proteina 2086 de
acuerdo con una modalidad de la presente invencién.

ID DE SEC NO: 302 es la secuencia de consenso de aminoédcido
que corresponde a la Subfamilia B de la proteina 2086 de
acuerdo con una modalidad de la presente invencién.

ID DE SEC NO: 303 secuencia de &cido nucleico para el cebador
inverso con sitio de restriccién BamHI (Compuesto No. 4623).
ID DE SEC NO: 304 secuencia de 4cido nucleico para el cebador
delantero con el sitio de restriccién Ndel (Compuesto No.
4624).

ID DE SEC NO: 305 secuencia de &cido nucleico para el cebador

delantero (Compuesto No. 4625).
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ID DE SEC NO: 306 secuencia de acido nucleico para el cebador
delantero (Compuesto No. 5005).

ID DE SEC NO: 307 secuencia de Acido nucleico para el cebador
inverso (Compuesto No. 5007).

ID DE SEC NO: 308 secuencia de acido nucleico para el cebador
inverso con sitio de restriccién BglII (Compuesto No. 5135).
ID DE SEC NO: 309 secuencia de acido nucleico para el cebador
delantero con sitio de restriccién BamHI {(Compuesto No.
5658) .

ID DE SEC NO: 310 secuencia de &cido nucleico para el cebador
inverso con sitio de restriccién SphI {(Compuesto No. 5660).
ID DE SEC NO: 311 secuencia de acido nucleico para el cebador
delantero con sitio de restriccién BamHI (Compuesto No.
6385) .

ID DE SEC NO: 312 secuencia de &cido nucleico para el cebador
delanterc con sitios de restriccién BglII y Ndel (Compuesto
No. 6406).

ID DE SEC NO: 313 secuencia de &cido nucleico para el cebador
delantero (Compuesto No. 6470).

ID DE SEC NO: 314 secuencia de &cido nucleico para el cebador
inverso (Compuesto No. 6472).

ID DE SEC NO: 315 secuencia de acido nucleico para el cebador

delantero con sitio de restriccién BamHI (Compuesto 6473).
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ID DE SEC NO: 316 secuencia de acido nucleico para el cebador
delantero con sitios de restriccién BglII y NdeI (Compuesto
No. 6474).

ID DE SEC NO: 317 secuencia de acido nucleico para el cebador
delantero {Compuesto No. 6495).

ID DE SEC NO: 318 secuencia de Acido nucleico para el cebador
inverso (Compuesto No. 6496)}.

ID DE SEC NO: 319 secuencia de acido nucleico para el cebador
inverso con sitio de restriccién Sphl (Compuesto No. 6543).
ID DE SEC NO: 320 secuencia de 4cido nucleico para el cebador
inverso con sitio de restriccién BglII (Compuesto No. 6605).
ID DE SEC NO: 321 secuencia de dcido nucleico para el cebador
delantero con sitios de restriccién BgQlII y NdeI (Compuesto
No. 6721).

ID .DE SEC NO: 322 secuencia de 4&cido nucleico para 1la
secuencia lider P4,

ID , DE SEC NO: 323 secuencia de acido nucleico para la
variante lider 1 2086 nativa.

ID DE SEC NO: 324 secuencia de Acido nucleico para la

variante lider 2 2086 nativa.

ID DE SEC NO: 325 secuencia de a&acido nucleico para la.

variante lider 3 2086 nativa.
ID DE SEC NO: 326 secuencia de Aacido nucleico para la
variante lider 4 2086 nativa.

ID DE SEC NO: 327 es la secuencia de aminodcido de P4431.
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ID DE SEC NC: 328 es la secuencia de aminoacido de P5163.

ID DE SEC NO: 329 es una secuencia de aminocdcido de acuerdo
con una modalidad de la presente invencién.

ID DE SEC NO: 330 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
880049 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 331 secuencia de aminoé&cido para la proteina
ZOQG de la cepa 880049 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 332 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
880049 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 333 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa 880049 preparada utilizando una secuencia
lider PA4.

ID_DE SEC NO: 334 secuencia de dcido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
880049.

ID DE SEC NO: 335 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa 880049.

ID DE SEC NO: 336 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoécidé para la proteina 2086 de la cepa

CDC-937 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
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ID DE SEC NO: 337 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-937 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 338 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-937 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 339 secuencia de amincdcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-937 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 340 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-937.

ID DE SEC NO: 341 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-937,.

ID DE SEC NO: 342 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de amino&cido para la proteina 2086 de la cepa
M97 252097 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
ID DE SEC NO: 343 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 de la cepa M97 252097 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 344 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminocdcido para la proteina 2086 de la cepa

M97 252097 cuando se combina con una secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 345 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa M97 252097 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 346 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminod&cido para la proteina 2086 de la cepa
M97 252097.

ID DE SEC NO: 347 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 de la cepa M97 252097.

ID DE SEC NO: 348 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 de la cepa
B40 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 349 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa B40 preparada utilizando una secuencia lider
nativa.

ID .DE SEC NO: 350 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
B40 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 351 secuencia de aminodacido para la proteina
2086 de la cepa B40 preparada utilizando una secuencia lider
P4.

ID DE SEC NO: 352 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
B4Q.

ID DE SEC NO: 353 secuencia de aminodcido para la proteina

2086 de la cepa B40.
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ID DE SEC NO: 354 secuencia de A4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa B40 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
ID DE SEC NO: 355 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa B40 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID.DE SEC NO: 356 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa B40 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 357 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa B40 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 358 secuencia de acido nucleico que codifica
una Ssecuencia de aminoadcido para la proteina 2086 madura de
la.cepa B40.

ID DE SEC NO: 359 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa B40.

ID DE SEC NO: 360 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacido para la protefina 2086 de la cepa
CDC-1343 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 361 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-1343 preparada utilizando una secuencia

lider nativa.
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ID DE SEC NO: 362 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-1343 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 363 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 de la cepa CDC~1343 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 364 secuencia de &Acide nucleico que codifica
una secuencia de aminodacido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-1343.

ID DE SEC NO: 365 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-1343.

ID DE SEC NO: 366 secuencia de &4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminoAcido para la proteina 2086 madura de
la.cepa CDC-1343 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 367 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-1343 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 368 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-1343 cuando se combina con una secuencia lider
P4;

ID DE SEC NO: 369 secuencia de aminoAdcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-1343 preparada utilizando una

secuencia lider P4,
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ID DE SEC NO: 370 secuencia de &cido nucleicec que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-1343.

ID DE SEC NO: 371 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-1343.

ID DE SEC NO: 372 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcide para la proteina 2086 de la cepa
CDC-2367 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 373 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-2367 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 374 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-2367 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 375 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-2367 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 376 secuencia de Aacido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-2367.

ID .DE SEC NO: 377 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-2367.

ID DE SEC NO: 378 secuencia de Acido nucleico que codifica

una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
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la cepa CDC-2367 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 379 secuencia de ;minoécido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-2367 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 380 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-2367 cuando se combina con una secuencia lider
P4,

ID DE SEC NO: 381 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-2367 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 382 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-2367.

ID DE SEC NO: 383 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-2367.

ID DE SEC NO: 384 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-5315 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 385 secuencia de aminoidclido para la proteina
2086 de la cepa CDC-5315 preparada utilizando una secuencia

lider nativa.
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ID DE SEC NO: 386 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-5315 cuando se combina con una secuencia lider P4.

ID.DE SEC NO: 387 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-5315 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 388 secuencia de Aacido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-5315.

ID DE SEC NO: 389 secuencia de aminoadcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-5315.

ID.DE SEC NO: 390 secuencia de &acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-5315 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 391 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-5315 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 392 secuencia de &acido nucleico para codificar
ung secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-5315 cuando se combina con una secuencia lider
P4,

ID DE SEC NO: 393 secuencia de aminocAdcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-5315 preparada utilizando una

secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 394 secuencla de &acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la'cepa CDC-5315.

ID DE SEC NO: 395 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-5315.

ID DE SEC NO: 396 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-852 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 397 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-852 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 398 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-852 cuando se combina con una secuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 399 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-852 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 400 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de amino&cido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-852.

ID DE SEC NO: 401 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-852.

ID DE SEC NO: 402 secuencia de acido nucleico que codifica

una secuencia de aminoacido para la proteina 2086 madura de

W
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la cepa CDC-852 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 403 secuencia de aminocdcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-852 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 404 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-852 cuando se combina con una secuencia lider P4.
ID DE SEC NO: 405 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-852 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 406 secuencia de Aacido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-852.

ID DE SEC NO: 407 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-852.

ID DE SEC NO: 408 secuencia de 4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-983 cuando se combina con una secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 409 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC~983 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 410 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa

CDC-983 cuando se combina con una secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 411 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-983 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 412 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
CDC-983.

ID DE SEC NO: 413 secuencia de aminoAcido para la proteina
2086 de la cepa CDC-983.

ID DE SEC NO: 414 secuencia de &acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-983 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 415 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-983 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 416 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa CDC-983 cuando se combina con una secuencia lider P4.
ID DE SEC NO: 417 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-983 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 418 secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcidec para la proteina 2086 madura de

la cepa CDC-983.
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ID.DE SEC NO: 419 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa CDC-983.

ID DE SEC NO: 420 secuencia de Aacido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
M97 250571 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
ID DE SEC NO: 421 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa M97 250571 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID.DE SEC NO: 422 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
M97 250571 cuando se combina con una secuencia lider PA4.

ID DE SEC NO: 423 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa M97 250571 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 424 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
HQi 250571.

ID DE SEC NO: 425 secuencia de aminoacido para la proteina
2086 de la cepa M97 250571.

ID DE SEC NO: 426 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 250571 cuando se combina con una secuencia lider

nativa.
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ID DE SEC NO: 427 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 250571 preparada utilizando una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 428 secuencia de acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 250571 cuando se combina con una secuencia lider
P4.

ID DE SEC NO: 429 secuencia de aminoadcido para 1la proteina
2086 madura de la cepa M97 250571 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID DE SEC NO: 430 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M97 250571,

ID DE SEC NO: 431 secuencia de aminodacido para la proteina
2086 madura de la cepa M97 250571.

ID DE SEC NO: 432 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de amino&cido para la proteina 2086 de la cepa
M98 250716 cuando se combina con una secuencia lider nativa.
ID DE SEC NO: 433 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa M98 250716 preparada utilizando una secuencia
lider nativa.

ID DE SEC NO: 434 secuencia de Acido nucleico para codificar
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa

M98 250716 cuando se combina con una secuencia lider P4.
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ID DE SEC NO: 435 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 de la cepa M98 250716 preparada utilizando una secuencia
lider P4.

ID DE SEC NO: 436 secuencia de &4cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 de la cepa
M98 250716.

ID DE SEC NO: 437 secuencia de aminoAcido para la proteina
2086 de la cepa M98 250716.

ID DE SEC NO: 438 secuencia de &cido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250716 cuando se combina con una secuencia lider
nativa.

ID DE SEC NO: 439 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250716 preparada utilizandoc una
secuencia lider nativa.

ID DE SEC NO: 440 secuencia de &cido nucleico para codificar
una secuencia de aminocacido para la proteina 2086 madura de
la cepa M98 250716 cuando se combina con una secuencia lider
P4.

ID DE SEC NO: 441 secuencia de aminodcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250716 preparada utilizando una
secuencia lider P4.

ID .DE SEC NO: 442 secuencia de Acido nucleico que codifica
una secuencia de aminodcido para la proteina 2086 madura de

la cepa M98 250716.

q/’b\}
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ID DE SEC NO: 443 secuencia de aminoAdcido para la proteina
2086 madura de la cepa M98 250716.

ID DE SEC NOS: 444 a 449 secuencias de aminodcidos asociadas
con proteinas de la Subfamilia B 2086.

ID DE SEC NOS: 450 a 452 secuencias de aminodcidos asociadas

con proteinas de la Subfamilia A 2086.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Una nueva clase de antigenos con actividad bactericida con
funcién cruzada contra el serogrupo B Neisseria meningitidis
obviaria la necesidad de una aproximacién PorA multivalente
para la inmunizacién contra la infeccién. Tal antigeno ha
sido inesperadamente identificado y se describe y se
reivindica agqui. La presencia de tal antigeno se observé
primero en una mezcla de complejo de proteinas de membrana
exterior soluble (sOMPs) de una cepa meningococal. La
actividad bactericida de este antigeno fue sequida a través
de una serie de etapas de fraccionamiento y purificacién de
proteina hasta que la mezcla de proteina de interés contenia
solo unas pocas proteinas. Las proteinas mayores en esta
mezcla se identificaron mediante 1la secuenciacién de
aminoécido N-terminal y el mapeo de péptido. La proteina de
interés que exhibe actividad bactericida se identificé como

la proteina ORF2086, una proteina lipidada (también més
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especificamente denominada como LP2086). La “proteina
ORF2086” se refiere a una proteina codificada por un marco de

lectura abierta 2086 (ORF20B6) de Neisseria species.

Como se describe aqui, los nuevos candidatos a composicién
inmunogénica basados en la proteina ORF2086 de Neisseria
species (también denominada como “proteina 2086” o proteina
“ORF2086”, se utiliza intercambiablemente aqui, o P2086 para
las proteinas no lipidadas y LP2086 para la versién lipidada
de las proteinas) aislada de N. meningitidis se identificaron
al combinar el fraccionamiento celular, la extraccién del
detergente diferencia, la purificacién de proteina, con 1la
preparacién de antisuero, Yy un ensayo de actividad
bactericida utilizando cepas miltiples. Como una alternativa
a las composiciones y diagnésticos inmunogénicos potenciales
descritos en la referencia citada anteriormente, esta
invencién se relaciona con las composiciones y métodos para
tratar y/o prevenir infecciones meningococales a través del
uso de proteinas, porciones inmunogénicas de éstas vy
equivalentes biolégicos de estos, asi como también genes que
codifican tales polipéptidos, porcicnes y equivalentes, y

anticuerpos que se unen inmunoespecificamente al mismo.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencién, los

agentes inmunogénicos basados en proteina 2086, que incluyen
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polipéptidos aislados, porciones inmunogénicas de estos y/o
equivalentes biolégicos de estos fueron inesperadamente
identificados como candidatos inmunogénicos basados en la
capacidad de dichos agentes para exhibir reactividad cruzada
o no especificidad de cepa. En particular, los candidatos
fueron identificados que demostraron inesperadamente la
capacidad para (1) elicitar anticuerpos bactericidas a cepas
neiseriales y/o gonococcales miltiples; (2) reaccionar csn la
superficie de las cepas mialtiples; (3) conferir proteccién
pasiva contra un <desafio vivo; y/o (4) evitar 1la
colonizacién. De acuerdo con esto, la presente invencién
suministra composiciones inmunogénicas que comprenden dichos
agentes inmunogénicos, incluyendo polipéptidos aislados,
porciones inmunogénicas de estos y/o equivalentes biolégicos
de estos, asi como también métodos para utilizar los mismos
contra infeccién por N. meningitidis. (Ver Ejemplo 1 aqui
para la metodologia utilizada en la identificacién de 1la

proteina 2086).

Como se utiliza aqui, el término “no especifico de cepa” se
refiere a las caracteristicas de un antigeno para elicitar
una respuesta inmune efectiva contra mds de una cepa de N.
meningitidis (por ejemplo, cepas meningococales heterbdlogas).
El término “reactivo cruzado” como se utiliza aqui se utiliza

intercambiablemente con el término “especifico no-cepa”. El
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término “antigeno de N. meningitidis especifico no-cepa
inmunogénico” como se utiliza aqui describe un antigeno que
puede ser aislado de N. meningitidis, aunque también puede
ser aisladoc de otra bacteria (por ejemplo, otras cepas
neiseriales, tales como las cepas gonococcales, por ejemplo),

o preparadas utilizando tecnologia recombinante.

Las proteinas 2086 de la presente invencién incluyen
proteinas lipidadas y no 1lipidadas. Adem&s, la presente
invencién también contempla el uso de las proteinas inmaduras
o las preproteinas que corresponden a cada proteina como

compuestos/composiciones intermedias.

La presente invencién también suministra anticuerpos gque se
unen inmunoespecificamente a los agentes inmunogénicos
anteriores, de acuerdo a las implementaciones de 1la
invencién. Adicionalmente, la presente invenciédn se relaciona
con polinucledtidos aislados que comprenden secuencias de
dcido nucleico que ccodifican cualquiera de las anteriores.
Adicionalmente, la presente invencidn suministra
composicicnes y/o composiciones inmunogénicas y su uso para
prevenir, tratar y/o diagnosticar meningitis meningococal, en
particular la enfermedad meningococal del serogrupo B, asi

como también los métodos para preparar dichas composiciones.
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Las composiciones de la presente invencién han mostrado ser
altamente inmunogénicas y capaces de elicitar la produccién
de anticuerpos bactericidas. Estos anticuerpos son reactivos
crﬁzados a cepas meningococales heterélogas serogrupo,
serotipo y serosubtipo. De acuerdo con esto, las presentes
composiciones solucionan las deficiencias de los intentos de
vacuna previos de N. meningitidis al exhibir la capacidad de
elicitar anticuerpos bactericidas en las cepas neiseriales
heterdlogas. Asi, entre otras ventajas, la presente invencién
suministra composiciones inmunogénicas que se pueden componer
con componentes menores para elicitar proteccidén comparable a
105 agentes previamente utilizados. Las composiciones o los
agentes inmunogénicos alli (por ejemplo, polipéptidos,
porciones o fragmentos inmunogénicos, Y equivalentes
biolégicos, etc., sin limitacién) se pueden utilizar solos o
en combinacidén con otros antigenocs o agentes para elicitar la
proteccién inmunoldégica de la infeccién o enfermedad
meningococal, asi como también elicitar la protecciédn inmune
de 1la infeccién y/o la enfermedad originada por otros
paéégenos. Esto simplifica el disefioc de wuna composicién
inmunogénica para el uso contra la infecciédn meningococal al
reducir el namero de antigenos requeridos para proteger
contra miltiples cepas. De hecho, la proteina 2086 purificada
reducird dramidtica e inesperadamente el nGmero de proteinas

requeridas para suministrar cubrimiento inmunogénico adecuado

'?/'ch
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de las cepas responsables de la enfermedad meningococal. La
proteina 2086 puede ser recombinantemente expresada en E.
coli como una lipoproteina, que es de la forma tipo silvestre
de la proteina, a niveles mucho mayores que los meningococos

nativos.

En razén a los anticuerpos dirigidos contra la proteina 2086
de la cepa simple se encontré que matar cepas no relacionadas
(es decir, heterdélogas), se hizo un intento de caracterizar
un gran nuimero de cepas heterbdlogas por la presencia de un
“*homélogo 2086”, y determinar el nivel de conservacién de la
secuencia. Aunque aproximadamente el 70% e las cepas
ensayadas mediante PCR tuvieron homélogos 2086 que podrian
ser amplificados utilizando los cebadores que amplificaron el
gen 2086 original de la cepa 8529, el restante
aproximadamente 30% fue negativo mediante este ensayo. Este
restante aproximadamente 30% se encontré que contenia un
homélogo 2086 que tenia sclamente aproximadamente 60% de
homologia de secuencia de aminéécido con el gen B529 original
derivado del 2086. Otros cebadcores fueron identificados los
cuales podrian amplificar un homélogo 2086 de estas
aproximadamente 30% de cepas. Las cepas de N. meningitidis
ensayadas han sido disefladas por pertenecer a la subfamilia A

o la Subfamilia B dependiendo de que conjunto de cebadores
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puede amplificar un homélogoc 2086. Los detalles de estos

experimentos son subrayados en el Ejemplo 5 adelante.

La presencia de una proteina 2086 an serosubtipos numerosos

Para determinar el nivel de conservacién de secuencia del gen
2086 entre las cepas de N. meningitidis, varios
representantes de las Subfamilias A y B fueron clonados como
genes de longitud completa y sometidos a un andlisis de
secuencia de ADN. Utilizando los cebadores come¢ se describiéd
aqui, ver, por ejemplo, Tabla 1V, veinticuatro cepas
meningococales del serogrupo B fueron identificadas, las
cuales expresan diferentes antigenos de serosubtipo y también
expresan una proteina compartida, P2086. Los ejemplos de
estas secuencias son suministrados aqui y son mostrados como
secuencias de ADN maduro (es decir, todas las secuencias de
sefial de lipoproteina han sido c¢livadas en el residuo de
cisteina). Ver, por ejemplo, las secuencias de aminodcido de
las ID DE SEC NOS: 2-252 numeradas pares y las ID DE SEC NOS:

331-443 numeradas impares, sin limitacién.

Aunque la proteina 2086 no estd presente en grandes
cantidades en las cepas tipo silvestre, es un objetivo para

los anticuerpos bactericidas. Estos anticuerpos, a diferencia
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de aquellos producidos en respuesta al PorAs, son capaces de

matar cepas que expresan serosubtipos heterdlogos.

Los anticuerpos a la proteina 2086 también protegen
pasivamente ratas infantes del desafio con meningococo. (ver
Tabla VII) La expresién recombinante de la proteina 2086
posibilita el uso de proteina 2086 como una composicién
inmunogénica para la prevencién de la enfermedad
meningococal. Todos los candidatos recientes a composicién
inmunogénica meningococal en ensayos clinicos han sido
mezclas complejas o preparaciones de proteina de membrana
exterior que contienen muchas diferentes proteinas. La
proteina PorA, que suministra especificidad de serosubtipo,
requerird la inclusién de 6 a 9 variantes en una composicién
inmunogénica para suministrar aproximadamente 70-80% de
cubrimiento de los serosubtipos relacionados <con la
enfermedad. En contraste, se demuestra claramente aqui que el
antisuero a una proteina 2086 simple sola es capaz de matar
representantes de seis serosubtipos responsables de
aproximadamente el 65% de los aislados de la enfermedad en
Europa Occidental y en los Estados Unidos. Por lo tanto, la
proteina 2086 purificada tiene el potencial de reducir el
nimero de proteinas requeridas para suministrar cubrimiento
de la composicién inmunogénica adecuada de los serosubtipos

responsables de la enfermedad meningococal.
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Proteinas, Porciones Inmunogénicas y Equivalentes Biolégicos

Las proteinas 2086 suministradas por la presente invencién
son proteinas aisladas. El1 término “aisladas” significa
alterado por la manc del hombre de un estado natural. Si una
composicién “aislada” o sustancia ocurre en la naturaleza,
esta se ha cambiado o removida de su ambiente original, o
amﬁos. Por ejemplo, un polipéptido o un polinucleétido
naturalmente presente en el animal viviente no es “aislado”,
pero el mismo polipéptido o polinucledtido separado de los
materiales coexistentes en su estado natural es “aislado”,
tal como el término se emplea aqui. De acuerdo con esto, como
se utiliza aqui, el término “proteina aislada” comprende
proteinas aisladas de wuna fuente natural y proteinas
preparadas utilizando tecnologia recombinante, asi como
taﬁbién tales proteinas cuando se combinan con otros
antigenos y/o aditivos, tales como portadores
farmacéuticamente aceptables, amortiguadores, adyuvantes,

etc., por ejemplo.

Una proteina 2086, la porcién inmunogénica de ésta y/o el
equivalente bioldégico de ésta, de acuerdo con una modalidad
de la invencién, comprende una secuencia de aminodcido

seleccionada del grupo que consiste de:

N\
AN
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ADIGxGLADA (ID DE SEC NO: 254), en donde x es cualquier
aminoacido;

IGXGLADALT (ID DE SEC NO: 255), en donde x es cualquier
aminoacido;

SLNTGKLKND (ID DE SEC NO: 256);

SLNTGKLKNDKxSRFDF (ID DE SEC NO: 257, en donde x es cualquier
amino&cido) ;

SGEFQXYKQ (ID DE SEC NO: 258), en donde x es cualquier
aminodcido;

IEHLKxPE (ID DE SEC NO: 259), en donde x es cualquier

aminoécido; o combinaciones de estos.

Una proteina de 1la Subfamilia A 2086, una porcién
inmunogénica de ésta y/o un equivalente biolégico de éata
comprende una secuencia de aminodcido seleccionada del grupo
que consiste de las siguientes secuencias de aminodcido, de

acuerdo con una modalidad de la presente invencién:

GGGVAADIGx (ID DE SEC NO: 260), en donde x es cualquier
aminodcido;

SGEFQIYKQ (ID DE SEC NO: 261):;

HSAVVALQIE (ID DE SEC NO: 262);

EKINNPDKID (ID DE SEC NO: 263);

SLINQRSFLV (ID DE SEC NO: 264);

>

(\f\
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SGLGGEHTAF (ID DE SEC NO: 265);
GEHTAFNQLP (ID DE SEC NO: 266);
SFLVSGLGGEH (ID DE SEC NO: 267);
EKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLP (ID DE SEC NO: 268);
GKAEYHGKAF (ID DE SEC NO: 269);
YHGKAFSSDD (ID DE SEC NO: 270);
GKAEYHGKAFSSDD (ID DE SEC NO: 271);
IEHLKTPEQN (ID DE SEC NO: 272):
KTPEQNVELA (ID DE SEC NO: 273);
IEHLKTPEQNVELA (ID DE SEC NO: 274);
AELKADEKSH (ID DE SEC NO: 275);
AVILGDTRYG (ID DE SEC NO: 276);
AELKADEKSHAVILGDTRYG (ID DE SEC NO: 277);

EEKGTYHLAL (ID DE SEC NO: 278); o combinaciones de estas.

Un proteina de Subfamilia B 2086, una porcién inmunogénica de
ésta y/o un equivalente bioldgico de ésta comprende
cualguiera de las siguientes secuencias de aminodcido, de

acuexrdo con una modalidad de la presente invencién:

LITLESGEFQ (ID DE SEC NO: 279);
SALTALQTEQ (ID DE SEC NO: 280);
FQVYKQSHSA (ID DE SEC NO: 281);
LITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQ (ID DE SEC NO: 282);

IGDIAGEHTS (ID DE SEC NO: 283);
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EHTSFDKLPK (ID DE SEC NO: 284);

IGDIAGEHTSFDKLPK (ID DE SEC NO: 285);

ATYRGTAFGS {(ID DE SEC NO: 286);

DDAGGKLTYT (ID DE SEC NO: 287):

IDFAAKQGHG (ID DE SEC NO: 288);

KIEHLKSPEL (ID DE SEC NO: 289);
ATfRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNV (ID DE SEC NO:
290);

HAVISGSVLY (ID DE SEC NO: 291);

KGSYSLGIFG (ID DE SEC NO: 292);

VLYNQDEKGS (ID DE SEC NO: 293);
HAVISGSVLYNQDEKGSYSLGIFG (ID DE SEC NO: 294);
AQEVAGSAEV (ID DE SEC NO: 295);

IHHIGLAAKQ (ID DE SEC NO: 296):

VEfANGIHHI {ID DE SEC NO: 297);
AQEVAGSAEVETANGIHEHIGLARKQ (ID DE SEC NO: 298); o

VAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ (ID DE SEC NO: 299).
La proteina 2086 comprende la siguiente secuencia de consenso
y/0 las porciones inmunogénicas de ésta de acuerdo con una

modalidad de la presente invencién.

Secuencia de Consenso de la Proteina 2086 {(ID DE SEC NO:

300) :
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GGGVXADIGXGLADALTXxPxDXKDKXLxSLTLXxSxxXNxXxLxLxAQGAE

KTxxxGD——-

SLNTGKLKNDKxSRFDFxXxIxVDGxXITLxSGEFQxYKQOxHSAXXALQ

XEXXX XXX XX AKX XXX RA AKX XX XGEHTXFX X LPxXx-XAXYXGXAFXSDDXxXxGXLXYxXx

IDFxxKQOGxGxIEHLKXPEXNVXLAXXXXKXDEKXHAVIXGXXXYXXXEKGXYXLXXXG

XxAQEXAGXAXVxxxxxxHxIxxAxKQ

En la secuencia de consenso anterior, la “x” representa
cualquier aminodcido, la regién de la posicién de aminoédcido
5 a la posicién de aminocdcido 9 es cualquiera de los
aminodcidos 0 a 5, la regién de la posicién del aminoacido 67
a la posicién del aminodcido 69 es cualquiera de los
aminodcidos 0 a 3, y la posicién del aminclcido 156 es
cualquiera del aminodcido 0 a 1. La regién de la posicién del
aminodcido 5 a la posicién del aminoacido 9 preferiblemente
comprende 0, 4 o 5 aminodcidos. La regidén de la posicién del
aminodcido 67 a la posicién del aminodcido 69 comprende
preferiblemente los aminoacidos 0 o 3. Se debe notar
-particularmente que esta secuencia de consenso ilustra la

alta variabllidad de las proteinas 2086. Por via de teoria,
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sin intentar estar ligado a ésta, se cree gque esta alta
variabilidad suministra una reactividad cruzada ventajosa e

inesperada.

De acuerdo con una implementacién de la presente invencién,
las proteinas 2086 estan caracterizadas por ser
inmunogénicas, no patogénicas y no especificas de cepa. Mas
atn, de acuerdo a una implementacién adicional de la presente
invencién, estas proteinas exhiben inesperadamente
inmunogenicidad mientras son aproximadamente 2% a

aproximadamente 40% no conservadas.

Como se utiliza aqui, el término “no conservada” se refiere
al nimero de aminodcidos que pueden sufrir inserciones,
sustituciones y/o supresiones como un porcentaje del numero
total de aminodcidos en una proteina. Por ejemplo, si una
proteina es 40% no conservada y tiene, por ejemplo, 263
aminodcidos, entonces existen 105 posiciones de aminodcido en
la proteina en 1la cual 1los aminodcidos pueden sufrir
sustitucién. De manera similar, si una proteina es no
conservada al 10% y tiene, por ejemplo, aproximadamente 280
aminodcidos, entonces existen 28 posiciones de aminoacido en
las cuales los aminoadcidos pueden sufrir sustitucidén. Las

proteinas 2086 también pueden sufrir supresién de los
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residuos aminodcido sin comprometer la inmunogenicidad de las

proteinas.

Ademds, las proteinas 2086 se pueden dividir en subfamilias
coﬁ base en la homologia en varias regiones. Por ejemplo, sin
intentar estar limitados a ésta, las secuencias de consenso
para dos de tales subfamilias, Subfamilia A y Subfamilia B,

se suministran adelante:

Secuencia de Subfamilia A 20B6 (ID DE SEC NO: 301)

CSS5G——-~

GGGVAADIGxGLADALTxPxDXKDKxLXSLTLxxSxxxNxxLxLXxAQGAEK

TxxxGD——-

SLNTGKLKNDKxSRFDFXxXIXVDGOXITLxSGEFQIYKQxHSAVVALQI

EKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPxGKAEYHGKAFSSDDXXGXLXYXID

FxxKQGxGxIEHLKTPEQNVELAXAELKADEKSHAVILGDTRYGXEEKGTYHLALXGDR

AQEIAGXATVKIXEKVHEIxIAXKQ

La referencia “x” es cualquier aminoacido.
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La regién de la posicién 5 del aminodcido a la posicién 8 del

aminoacido es cualquiera de 0 a 4 aminodcidos.

La reqién de la posicidén del aminodcido 66 a la posicién del

aminocdcido 68 es cualquiera de 0 a 3 aminoacidos.

La regién de la posicién del aminodcido 5 a la posicién del
aminodcido 8 comprende preferiblemente de 0 a 4 aminodcidos.
La reqgién de la posicién del aminodcido 66 a la posicidn del

aminodcido 68 comprende preferiblemente 0 a 3 aminoacidos.

De acuerdo con una implementacién de la presente invencién,
la proteina 2086 de la Subfamilia A comprende una secuencia

de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de:

KINNPDKIDSLINQ (ID DE SEC NO: 450);
DEKSHAVILG (ID DE SEC NO: 451);
KIGEKVHEIG (ID DE SEC NO: 452);

Y combinaciones de estas.

De acuerdo con una modalidad adicional de la invencién, 1la
proteina 2086 de la Subfamilia A comprende una secuencia de
aminodcido que es codificada por un polinucleétido que
hibridiza bajo condiciones de restriccién a cualquiera de los

polinucleétidos que codifican cualquiera de la ID DE SEC NOS:
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450-452. Una persona experta en la técnica seria capaz de
identificar y seleccionar los polinucledtidos (es decir, las
secuencias de acido nucleico) que codifican cualquiera de la
ID DE SEC NOS: 450-452 y los polinucleétidos que hibridizan
bajo c¢ondiciones de restriccién a «cualquiera de los
polinucleétidos que codifican cualquiera de las ID DE SEC

NOS: 450-452.

Subfamilia B 2086 (ID DE SEC NO 302)

CSSGGGG—--—

VxADIGxGLADALTAPLHKDK®LXSLTLXxxSxxXNxXLXLxAQGAE

KTYGNGDSLNTGKLKNDKVSREFDFIRQIEVDGXLITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQ

XQDXxExSxKMVAKRXxFXIGDIAGEHT SFDKLPKxxxATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDF

ARKQGHGKIEHLKSPELNVxLAxXxXYIKPDEKxHAVISGSVLYNQDEKGSYSLGIFGxXA

QEVAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ

La referencia “x"” es cualquier aminoacido.

La regién de la posicidén de aminodcido B8 a la posicién de

aminoacido 12 es cualquiera de 0 a 5 aminodcidos.
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La regién de la posicién de aminodcido B a la posicién de

aminodcido 12 comprende preferiblemente de 0 a 5 aminoacidos.

De acuerdo con una implementacién de la presente invencién,
la proteina 2086 comprende una secuencia de amino

seleccionada del grupo que consiste de:

MVAKRQFRIG (ID DE SEC NO: 444);
DIAGEHTSFDKLP (ID DE SEC NO: 445);
YTIDFARAKQG (ID DE SEC NO: 446);
GKIEHLKSPELNV (ID DE SEC NO: 447);
HAVISGSVLYNQ (ID DE SEC NO: 448);
AQEVAGSAEV (ID DE SEC NO: 449);

Y combinaciones de estas.

De acuerdo con una modalidad adicional de la invencién, 1la
proteina 2086 de la Subfamilia B comprende una secuencia de
aminodcido que es codificada por un polinucleétido que
hibridiza bajo condiciones estrictas a cualquiera de los
polinucledétidos que codifican una cualquiera de las ID DE SEC
NOS: 444-449. Una persona experta en la técnica seria capaz
de identificar y seleccionar polinucleétidos (es decir,
secuencias de &cido nucleico) que codifican cualquiera de las

ID DE SEC NOS: 444-449 y las secuencias de nucleétido que
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hibridizan bajo condiciones de restriccién a cualquiera de
las secuencias de nucledtido que codifican cualquiera de las

ID DE SEC NOS: 444-449.

De acuerdo con implementaciones de la presente invencidn, las
Subfamilias de la proteina 2086 pueden ser adicionalmente
subdivididas en grupos. Por ejemplo, de acuerdo con una
implementacién de la presente invencién, los siquientes
grupos son suministrados: ID DE SEC NO: 2-12 numeradas pares;
ID DE SEC NO: 14-24 numeradas pares; ID DE SEC NO: 26-42
numeradas pares; ID DE SEC NO: 50-60 numeradas pares; ID DE
SEC NO: 62-108 numeradas pares; ID DE SEC NO: 110-138
numeradas pares; ID DE SEC NO: 140-156 numeradas pares; ID DE
SEC NO: 158-174 numeradas pares; y ID DE SEC NO: 224-252

numeradas pares.

Una secuencia de polipéptido de 1la invencidén puede ser
idéntica a la secuencia de referencia (por ejemplo, las ID DE
SEC NOS: 2-252 numeradas pares o las ID DE SEC NOS: 331-443
numeradas impares), esto es, 100% idénticas, o se puede
incluir un nimero de alteraciones de aminodcido comparadas
con la secuencia de referencia de tal forma que la identidad
porcentual es menos del 100%. Tales alteraciones incluyen al
menos una supresién, sustitucién de aminodcido, que incluyen

sustituciones conservadoras y no conservadoras, 0
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inserciones. Las alteraciones pueden ocurrir en 1las
posiciones amino- o carboxi- terminales de la secuencia de
polipéptido de referencia o0 en cualquier parte entre aquellas
posiciones terminales, entremezcladas individualmente entre

los aminocdcidos en la secuencia de amino&cido de referencia o

en uno o mAs grupos contiguos dentro de la secuencia de’

aminodcido de la referencia.

Asi, la invencién también suministra proteinas que tienen
identidad de secuencia a las secuencias de aminodcido
contenidas en el listado de secuencia (es decir, las ID DE
SEC NOS: 2-252 numeradas pares o las ID DE SEC NOS: 331-443
numeradas impares). Dependiendo de la secuencia particular,
el grado de identidad de secuencia es preferiblemente mayor
del 60% (por ejemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 99%,
99,9% o mas). Estas proteinas homélogas incluyen mutantes y

variantes alélicas.

En las modalidades preferidas de la invencién, las proteinas
2086 u otros polipéptidos 2086 (por ejemplo, las porciones
inmunolégicas Yy los equivalentes biolégicos) generan
anticuerpos bactericidas a homdélegos y al menos una cepa
heter6loga de meningococo. Especificamente, los anticuerpos
de los polipéptidos 2086 protegen pasivamente ratas infantes

del desafioc, tal como intranasal, con meningococo. En

oY
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modalidades preferidas adicionales, 1los polipéptidos 2086
exhiben tal proteccién para ratas infantes para cepas
homélogas y al menos una cepa heterbloga. El polipéptido se
puede seleccionar del Resumen de Secuencia anterior, como se
establecié en las ID DE SEC NOS: 2-252 numeradas pares y las
ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares, o el polipéptido
puede ser cualquier fragmento inmunoldégico o equivalente
biolégico de los polipéptidos listados. Preferiblemente, el
polipéptido se selecciona de cualquiera de las ID DE SEC NOS:
2-252 numeradas pares o las ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas

impares en el Resumen de Secuencia anterior.

Esta invencién también se relaciona con variantes alélicas u
otras variantes de los polipéptidos 2086 que son equivalentes
bioldgicos. Los equivalentes biolégicos adecuados exhibirén
la .capacidad de (1) elicitar anticuerpos bactericidas a cepas
homélogas y al menos una cepa neiserial heterfloga y/o una
cepa gonococcal; (2) reaccionar con la superficie de las
cepas homdlogas y al menos una cepa neiserial y/o gonococcal
heteréloga; (3) conferir proteccién pasiva contra el desafio

vivo; y/o (4) evitar la colonizacién.

Los equivalentes biolégicos adecuades tienen al menos
aproximadamente 60%, preferiblemente al menos aproximadamente

70%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 75%, ain
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mas preferiblemente aproximadamente 80%, adin mas
preferiblemente aproximadamente 85%, altn més preferiblemente
aproximadamente 90%, aGn mas preferiblemente 95% o© aun mas
preferiblemente 98%, o alGtn més preferiblemente 99% de
similitud con unc de los polipéptidos 2086 especificados aqui
(es decir, las ID DE SEC NOS: 2-252 numeradas pares y las ID
DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares), siempre y cuando el
eq;ivalente sea capaz de elicitar sustancialmente las mismas
propiedades inmunogénicas que una de las proteinas 2086 de

esta invencién.

Alternativamente, los equivalentes biolégicos tienen
sustancialmente las mismas propiedades inmunogénicas de una
de las proteinas 2086 en las ID DE SEC NOS: 2-252 numeradas
pares y las ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares. De
acuerdo con las modalidades de la presente invencidn, los
equivalentes Dbiolégicos tienen las mismas propiedades
inmunogénicas que las ID DE SEC NOS: 2-252 numeradas pares y

las ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares.

Los equivalentes bioclégicos son obtenidos al generar
variantes y modificaciones a las proteinas de esta invencidn.
Estas variantes y modificaciones a las proteinas se obtienen
al alterar las secuencias de aminodcido mediante insercién,

supresién o sustitucién de wuno o mads aminodcidos. La



WO 2004/094596 84 PCT/US2004/011901

secuencia de aminodcido se modifica, por ejemplo, mediante
sustitucién con el fin de crear un polipéptido que tiene
sustancialmente las mismas cualidades mejoradas. Unos medios
preferidos para introducir alteraciones comprenden hacer
mutaciones predeterminadas de la secuencia de &Acido nucleico

del polipéptido mediante mutagénesis dirigida de sitio.

Las modificaciones y cambios se pueden hacer en la estructura
de un polipéptido de la presente invencién y obtendrad una
molécula que tiene una inmunogenicidad a N. meningitidis. Por
ejemplo, sin 1limitacién, ciertos aminodcidos pueden ser
sustituidos por otros aminodcidos, incluyendo sustitucién no
conservada y conservada, en una Secuencia sin pérdida
apreciable de inmunogenicidad. En razén a que esta es la
cap-acidad interactiva y la naturaleza de un polipéptido que
define la actividad funcional biolégica de los polipéptidos,
un namero de sustituciones de secuencia de aminodcido se
pueden hacer en una secuencia de polipéptido (o, por
supuesto, su secuencia codificante de ADN subyacente) y sin
embargo obtener un polipéptido con propiedades similares. La
presente invencién contempla cualquier cambio a la estructura
de los polipéptidos aqui presentes, asi como también las
seéuencias de 4cido nucleico que codifican dichos
polipéptidos, en donde el polipéptido retiene la

inmunogenicidad. Para una persona medianamente versada en la
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materia técnica sera fé&cilmente posible modificar los
polipéptidos descritos y los polinucleétidos de acuerdo con

lo anterior, basados en la guia suministrada alli.

Por ejemplo, ciertas regiones variables han sido
identificadas donde la sustitucién o 1la supresién es
permisible. La secuencia de consenso 2086, como se discutid
previamente, muestra regiones conservadas y no conservadas de
la familia 2086 de proteinas de acuerdo con una

implementacién de la presente invencién.

Para hacer tales cambios, cualquier técnica conocida por 1la
persona experta en la técnica se puede utilizar. Por ejemplo,
sin pretender estar limitado a ésta, puede ser considerado el
indice hidropatico de los aminodcidos. La importancia del
indice hidropatico del aminodcido para conferir funcién
biclégica interactiva sobre un polipéptido es generalmente
entendida en la técnica. Kyte et al. 1982. J. Mol. Bio. 157:

105-132.

La sustitucidén de aminodcidos similares puede ser hecha sobre
la . base de  hidrofilicidad, particularmente donde el
polipéptido o péptido equivalente funcional biolégico creado
de esta manera es destinado a wuso en modalidades

inmunolégicas. La Patente Estadounidense No. 4,554,101,

R
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incorporada aqui como referencia, establece que la
hidrofilicidad promedio local mayor de un polipéptido,
manejado por la hidrofilicidad de sus aminodcidos adyacentes,
se correlaciona con su inmunogenicidad, es decir, con una

propiedad biolégica del polipéptido.

Los equivalentes biolégicos de un polipéptido pueden ser
preparados utilizando mutagénesis especifica de sitio. La
mutagénesis especifica de sitio es una técnica Gtil en la
preparacién de polipéptidos de segunda generacibén, o
polipéptidos o péptidos equivalentes bioldédgicamente
funcionales, derivados de las secuencias de estos, a través
de mutagénesis especifica del ADN subyacente. Tales cambios
pueden ser deseables cuando son deseables las sustituciocnes
de aminodcido. La técnica suministra adicionalmente una
capacidad fAcil de preparar y ensayar variantes de secuencia,
por ejemplo, incorporando una o mds de las consideraciones
anteriores, al introducir uno o mids cambios de secuencia de
nucledétido en el ADN. La mutagénesis especifica de sitio
permite la produccién de mutantes a través del wuso de
secuencias de oligonucleétido especificas que codifican la
secuencia de ADN de la mutacién deseada, asi como también un
nimero suficiente de nucleétidos adyacentes, para suministrar
una primera secuencia de tamafo suficiente y complejidad de

secuencia para formar un daplex estable a ambos ladeos de la
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unién de supresién que estd siendo atravesada. Tipicamente,
un cebador de aproximadamente 17 a 25 nucleétidos de longitud
es preferido, con aproximadamente 5 a 10 residuos a ambos

lados de la unién de la secuencia que est& siendo alterada.

En general, la técnica de mutagénesis especifica de sitio es
bien conocida en la técnica. Como se apreciara, la técnica
tipicamente emplea un vector fago que puede existir tanto en
forma de hebra simple como de hebra doble. Tipicamente, la
mutagénesis dirigida de sitio de acuerdo con este se
desarrolla al obtener primero un vector de hebra simple que
incluye dentro de su secuencia una secuencia de ADN que
codifica toda o uvna porcién de la secuencia de polipéptido de
N. meningitidis seleccionada. Se prepara un cebador de
oligonucledétido que lleva la secuencia mutada deseada (por
ejemplo, sintéticamente). Este cebador fue entonces recocido
al vector de hebra simple, y extendido mediante el uso de
enzimas tales como el fragmento Klenow de polimerasa I de E.
coli, con el fin de completar la sintesis de la hebra que
lleva la mutacién. Asi, se forma el heterodiplex en donde la
hebra codifica la secuencia no mutada original y la segunda
hebra lleva la mutacién deseada. El1 vector heterodiplex es
luego utilizado para transformar las células apropiadas tales
como las células E. coli y los clones son seleccionados los

cuales incluyen vectores recombinantes que 1llevan la
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mutacién. Los kits comercialmente disponibles vienen con
todos los reactivos necesarios, excepto 1los cebadores de

oligonucleétido.

Los polipéptidos 2086 incluyen cualquier proteina o
polipéptido que comprende similitud de secuencia sustancial
y/o0 equivalencia bilolégica con la proteina 2086 que tiene una
secuencia de aminodcido de una de las ID DE SEC NOS: 2-252
numerad;s pares. Ademds, un polipéptido 2086 de la invencidn
no estd limitado a una fuente particular. Asi, la invencidn
suministra la deteccién general y el aislamiento de los
polipéptidos de una variedad de fuentes. También, los
polipéptidos 2086 se pueden preparar recombinantemente, tal
como es conocido en 1la técnica, con base en 1la guia
suministrada aqui, o de cualquier otra manera sintética, como

se conoce en la técnica.

Se contempla en la presente invencién, que un polipéptid9
2086 pueda ser ventajosamente clivade en fragmentos para
utilizarlo en andlisis estructural o funcional ulterior, o en
la generacién de reactivos tales como los polipéptidos
relacionados con el 2086 y los anticuerpos especificos de
2086. Esto se puede lograr al tratar polipéptidos de N.
meningitidis purificados o no purificados con una peptidasa

tal como endoproteinasa glu-C {(Boehringer, Indianapolis, IN).
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El tratamiento con CNBr es otro método en el cual los
fragmentos de péptido se pueden producir de los polipéptidos
2086 de N. meningitidis. Las técnicas recombinantes también
pueden ser utilizadas para producir fragmentos especificos de

la proteina 2086.

“Variante” como el término que se utiliza aqui, es un
polinucleétido o polipéptido que difiere de un polinucledédtido
0 polipéptido de referencia respectivamente, pero retiene las
propiedades esenciales. Una variante tipica del
poIinucleétido difiere en la secuencia de nucleétido de otro
polinucledétido de referencia. Los cambios en la secuencia de
nucledtido de la variante pueden o no alterar la secuencia de
aminodcido de un polipéptido codificado por el polinucleétido
de referencia. Los cambios del nucledtido pueden dar como
resultado una sustitucidn de aminoacido, adiciones,
supresiones, fusiones o truncamientos en el polipéptido
codificado por la secuencia de referencia, como se discute
adelante. Una variante tipica del polipéptido difiere en la
secuencia de aminoacido de otrc polipéptido de referencia. De
manera general, las diferencias estan limitadas de tal forma
que las secuencias del polipéptido de referencia y las
variantes son cercanamente similares en total y, en muchas
regiones, idénticas (es decir, bioldégicamente equivalentes).

Una variante y polipéptido de referencia pueden diferir en la
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secuencia de aminodcido por wuna o mds sustituciones,
adiciones, supresiones en cualquier combinacién. Un residuo
de aminoidcido sustituido o insertado puede ser o no aquel
codificado por un cbébdigo genético. Una variante de un
polipéptido o polinucleétido puede ser de ocurrencia natural
tal como una variante alélica, o puede ser una variante que
no es conocida por ocurrir de manera natural. Las variantes
de ocurrencia no natural de los polinuclebétidos y
polipéptidos pueden ser hechas mediante técnicas de

mutagénesis o mediante sintesis directa.

“Identidad”, como se conoce en la técnica, es una relacién
entre dos o mas secuencias de polipéptido o dos o mas
secuencias de polinucleé6tido, como se determindé al comparar
las secuencias. En la técnica, “identidad” también significa
el grado de relacién de secuencia entre las secuencias de
polipéptido o© polinucleétido, como puede ser el caso,
determinada por 1la coincidencia entre cuerdas de tales
secuencias. “Identidad” y “similitud” se pueden calcular
facilmente mediante métodos conocidos, incluyendo pero no
estando limitados a aquellos descritos en Computational
Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press,
New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993;

Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., y
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Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press, 1987; y Sequence BAnalysis Primer, Gribskov, M. vy
Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; vy
Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48:
1073(1588) . Los métodos preferidos para determinar 1la
identidad son designados para dar la mas grande coincidencia
entre las secuencias ensayadas. Los méteodos para determinar
la identidad y la similitud son codificados en programas de
computador piblicamente disponibles. Los métodos de programa
de computador preferidos para determinar la identidad vy
gsimilitud entre dos secuencias incluyen, pero no estan
limitados a, el paquete de programa GCG (Devereux, J., et al
1984), BLASTP, BLASTN, y FASTA (Altschul, S.F., et al.,
1990). El1 programa BLASTX estAd publicamente disponible de
NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al.,
NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul, S., et al.,
1990). El1 bien conocido algoritmo Smith Waterman también se

puede utilizar para determinar la identidad.

Por via de ejemplo, sin pretender estar limitado a esta, una
secuencia de aminoacido de la presente invencién puede ser
idéntica a las secuencias de referencia, ID DE SEC NOS: 2-252
numeradas pares y ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares;

es decir 100% idénticas, o pueden incluir un niamero de

954
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alteraciones de aminodcido comparadas con la secuencia de
referencia de tal forma que la identidad porcentual es menor
del 100%. Tales alteraciones son seleccionadas del grupo que
consiste de al menos una supresién de aminoacido,
sustitucién, incluyendo sustituciones conservadoras y no
conservadoras, o inserciones, y en donde dichas alteraciones
pueden ocurrir en las posiciones amino- o carboxi- terminales
de la secuencia de polipéptido de referencia o en cualquier
parte entre estas posiciones terminales, entremezclada bien
sea individualmente entre los aminodcidos en la secuencia de
referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de 1la
secuencia de referencia. El1 numero de alteraciones de
aminodcido para una identidad porcentual dada se determina al
multiplicar el namero total de aminoadcidos en la ID DE SEC
NO: 2-252 numeradas pares y las ID DE SEC NO: 331-443
numeradas impares mediante un porcentaje numérico de la
identidad porcentual respectiva (dividida por 100) y luego
sustrayendo ese producto de dicho nimero total de aminodcidos
en cualquier ID DE SEC NOS: 2-252 numeradas pares y ID DE SEC

NOS: 331-443 numeradas impares, o:

N = X3 — (Xa*y),

En donde n, es el numero de alteraciones de aminoédcido, x, es

el nGmeroc total de aminoAcidos en las ID DE SEC NOS: 2-252
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numeradas pares y las ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas
impares, y y es, por ejemplo 0,70 para el 70%, 0,80 para el
80%, 0,85 para el 85% etc., y en donde cualquier producto no
entero de x.sub.a y y es redondeado hacia abajo al entero mas

cercano antes de sustraerlo de x,.

En las modalidades preferidas el polipéptido anterior se
sel.ecciona de las proteinas establecidas en las ID DE SEC
NOS: 2-252 numeradas pares, tales como la forma procesada
madura de una proteina 2086. Las proteinas 2086 o

equivalentes, etc. pueden ser lipidadas o no lipidadas.

E1l ORF 2086 es expresable en E. coli con la secuencia de
sefial ORF 2086 nativa. Sin embargo, es deseable encontrar
medios para mejorar la expresién de las proteinas. De acuerdo
cog una modalidad de la presente invencién, la secuencia
lider produce una forma lipidada de proteina. Por ejemplo, 1lo
siguiente describe el uso de la secuencia de sefial de la
proteina P4 de Haemophilus influenzae no tipificable para

mejorar la expresién.

El procesamiento de las lipoproteinas bacterianas inicia con
la sintesis de un precursor de poliproteina que contiene una
secuencia de seflal, que a su vez contiene un sitio de

procesamiento/modificacién de lipoproteina consenso. Esta
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lipoproteina pasa inicialmente a través de un sistema ID DE
SEC NO: comin en la membrana interior de la bacteria Gram
negativa o sobre la membrana en la bacteria Gram positiva.
Una vez ubicada la membrana mediante el sistema ID DE SEC
NO:, 1la prolipoproteina es clivada mediante seflal de
peptidasa II en el sitio de consenso y el residuo de cisteina
N-terminal expuesto es glicerado y acilado. Hayashi et al.
1990. Lipoproteins in bacteria. J. Bioenerg. Biomembr. Junio;
22(3): 451-71; Oudega et al. 1993, Las proteinas SecB, SecA,
y SecY de Escherichia coli son requeridas para la expresién e
insercién de membrana de 1la proteina de liberacién de
bacteriocina, una lipoproteina pequefla. J. Bacterial. Mar;
175(5): 1543-7; Sankaran et al. 1995. Modification of

bacterial lipoproteins. Methods Enzymol. 250: 683-57.

En las bacterias Gram negativas, el transporte de la proteina
lipidada a la membrana exterior es mediada por un sistema
transportador ABC 1nico con especificidad de membrana
dependiendo de la sefial de escogencia en la posicién 2 de la
lipoproteina. Yakushi et al 2000. Un nuevo transportador ABC
media en la separacidén de las proteinas modificadas de lipido

de las membranas. Nat Cell Biol. Abril; 2 (4): 212-8.

La fusién con las lipoproteinas bacterianas y sus secuencias

de sefial han sido wutilizadas por exhibir proteinas
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recombinantes sobre la superficie de la bacteria. Las
Patentes Estadounidenses Nos. 5,583,038 vy 6,130,085. El
intercambio de secuencias de sefial de lipoproteina puede
incrementar la produccién de la lipoproteina. De et al. 2000.
La purificacidn y caracterizacién de adhesina A de superficie
de neumococo palmitoilatada de Streptococcus pneumoniae
expresada en Escherichia coli. Vaccine. Marzo 6; 18(17):

1811-21.

La lipidacién bacteriana de las proteinas es conocida por
incrementar ¢ moificar la respuesta inmunolégica a las
proteinas. Erdile et al. 1993. El papel de lipido unido en
inmunogenicidad de Borrelia burgdorferi OspA. Infect. Immun.
Enero; 61(l): 81-90; Snapper et al. 1995. Las lipoproteinas
bacterianas pueen sustituir las citocinas en la respuesta
inmune humoral a los antigenos tipo II independientes de
células T. J. Impunol. Dic. 15; 155{(12): 5582-9. Sin embargo,
la expresidén de lipoproteina bacteriana puede ser complicada
mediante la restriccién del procesamiento. Pollitt et al.
1986. El efecto de las sustituciones de aminodcido en el
sitio de clivaje del péptido de sefial de la lipoproteina de
membrana exterior mayor de Escherichia coli. J. Biol. Chen.
Feb 5; 261(4): 1835-7; Lunn et al. 1987. Los efectos de las
mutaciones de péptido de serial de prolipoproteina sobre la

secrecién de prolijo-beta-lactamasa hibrida en Escherichia
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coli. J. Biol. Chem. Jun 15; 262(17): 8318-24; Klein et al.
1988. Las propiedades distintivas de las secuencias de sefial
de las lipoproteinas bacterianas. Protein Eng. Abril; 2(1):
15-20. La expresién de lipoproteina bacteriana también se
complica mediante otros problemas tal como la toxicidad o los
niveles de baja expresién. Gomez et al. 1994. La lipoproteina
LplA de Bacillus subtilis origina la lisis celular cuando se
expresa en Escherichia coli. MIcrobiology. RAgosto; 140 (Pt
8): 1839-45; Hansson et al. 1995. La expresién de las formas
truncada y de longitud completa de la proteina A en la
superficie exterior de Borrelia de enfermedad Lyme en
Escherichia coli. Protein Expr. Purif. Feb; 6(1): 15-24;
Yakushi et al 1997. Letalidad del enlace covalente entre
lipoproteina de membrana exterior mayor localizada
errbneamente y el peptidoglican de Escherichia coli. J.

Bacterial. May; 179(9): 2857-62.

La bacteria de Haemophilus influenzae no tipificable expresa
una lipoproteina designada P4 (también conocida como proteina
“e”). La forma recombinante de la proteina P4 es altamente
expresada en E. coli utilizando una secuencia de sefial P4
nativa. Patente Estadounidense No. 5,955,580. Cuando 1la
secuencia de seflal P4 nativa es sustituida por la secuencia
de sefial ORF 2086 nativa en un vector de expresién en E.

coli, se incrementa el nivel de expresién de ORF2086.

o——
\~



WO 2004/094596 97 PCT/US2004/011901

Este concepto de wutilizar una secuencia de seflal P4
heterbloga para incrementar la expresién es extensible a
otras lipoproteinas bacterianas. En particular, el analisis
de -1os genomas bacterianos conduce a la identificacién de
muchos ORF por ser de posible interés. Los intentos para
expresar cada ORF con su secuencia de sefial nativa en una
célula huésped heterdloga, tal como E. coli, ha dado origen a
una variedad de problemas inherentes a utilizar una variedad
de secuencias de sefal, incluyendo estabilidad,
compatibilidad y asi sucesivamente. Para minimizar estos
problemas, la secuencia de seflal P4 se utiliza para expresar
ca&a ORF de interés. Como se describié anteriormente, la
secuencia de seflal P4 mejora la expresién del ORF 2086
heterélogo. Un vector de expresién es construido al suprimir
la secuencia de sefial nativa del ORF de interés, y ligar la
secuencia de seflal P4 al ORF. Una célula huésped adecuada es
luego transformada, transfectada o infectada con el vector de
expresién, y 1la expresién del ORF se incrementa en
comparacidén con la expresién utilizando la secuencia de seilal

nativa del ORF.

La forma no lipidada se produce mediante una proteina a la
que le falta la secuencia 1lider original o mediante una

secuencia lider que es reemplazada con una porcién de



WO 2004/094596 98 PCT/US2004/011901

secuencia que no especifica un sitio para acilacién de acido

graso en una célula huésped.

Las varias formas de las proteinas 2086 de esta invencidén son
denominadas aqui como proteina “2086”, a menocs gue se
especificamente se anote otra cosa. También el “polipéptido
2086” se refiere a las proteinas 2086 asi como también las
porciones inmunogénicas de los equivalentes biolégicos de
esta como se anoto anteriormente, a menos que se indique otra

cosa.

La ‘proteina 2086 de N. meningitidis purificada y aislada de
longitud completa +tiene un peso molecular aparente de
aproximadamente 28 a 35 kDa medido sobre un gel de
poliacrilamida SDS con gradiente de 10% a 20% (SDS-PAGE). Mas
especificamente, esta proteina tiene un peso molecular de
aproximadamente 26000 a 30000 daltons medido mediante

espectrometria de masa.

Preferiblemente, los polipéptidos 2086 y los Acidos nucleicos
que codifican tales polipéptidos se utilizan para evitar o
mejorar infeccién causada por N. meningitidis y/o otras

especies.
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Anticuerpos

Laq proteinas de la invencién, que incluyen la secuencia de
aminocdcido de las ID DE SEC NOS: 2-252 y las ID DE SEC NOS:
331-443 numeradas impares, sus fragmentos, y analogos de
estos, o células que los expresan, también se utilizan como
inmunégenos para producir anticuerpos inmunoespecificos para
los polipéptidos de la invencién. Esta invencién incluye
anticuerpos a polipéptidos inmunoespecificos y el uso de
tales anticuerpos para detectar 1la presencia de N.
meqingitidis, suministrar proteccién pasiva o medir 1la
cantidad o concentracidén de polipéptidos en una célula, una

célula o extracto de tejido, o un fluido biolégico.

Los anticuerpos de la invencién incluyen anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
quiméricos, y anticuerpos anti-idiotipicos. Los anticuerpos
policlonales son poblacicnes heterogéneas de moléculas de
anticuerpo derivadas del suero de animales inmunizados con un
antigeno. Los anticuerpos monoclonales son una poblacién
sustancialmente homogénea de anticuerpos a los antigenos
especificos. Los anticuerpos monoclonales pueden ser
obtenidos mediante métodos conocidos por aquellos expertos en
la técnica, por ejemplo, Kohler y Milstein, 1975, Nature 256:

495-497 vy Patente Estadounidense No. 4,276,110. Tales
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anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina
incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, GILD y cualquier subclase de

estas.

Los anticuerpos quiméricos son moléculas, porciones
diferentes de las cuales son derivados de especiés animales
diferentes, tales como aquellas que tienen regién variable
derivada de un anticuerpo monoclonal de murina y una regién
constante de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos
qu;méricos y los métodos para su produccién se conocen en la
técnica (Cabilly et al., 18984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA B81l:
3273-3277; Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Bl: 6851-6B55; Boulianne et al., 1984, Nature 312: 643-646;
Cabilly et al., Solicitud de Patente Europea 125023
(publicada en Noviembre 14, 1984); Taniguchi et al.,
Solicitud de Patente Europea 171496 (publicada Febrero 19,
1985); Morrison et al., Solicitud de Patente Europea 173454
(publicada Marzo 5, 1986); Neuberger et al., Solicitud PCT WO
86/01533 (publicada Marzo 13, 1986); Kudo et al., Solicitud
de Patente FEuropea 184187 (publicada Junio 11, 1986);
Morrison et al., Solicitud de Patente Europea 173494
(publicada Marzo 5,1886) ; Sahagan et al., 1986, J Immunol
137: 1066-1074; Robinson et al., PCT/US86/02269 (publicada
Mayo 7, 1987) ; Liu et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

84: 3439-3443; Sun et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

267
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B4: 214-218; Better et al., 1988, Science 240: 1041-1043).
Estas referencias se incorporan aqui mediante referencia en

su totalidad.

Un anticuerpo anti-idiotipico (anti-Id) es un anticuerpo que
reconoce determinantes f1nicos generalmente asociados con un
gitio de unién de antigeno de un anticuerpo. Un anticuerpo
anti-Id se prepara al inmunizar un animal de las mismas
especies y tipo genético (por ejemplo, cepa de ratén) como la
fuéntes del anticuerpo monoclcnal con el anticuerpo
monoclonal para el cual estd siendo preparado un anti-Id. El
animal inmunizado reconoceréd y responderd a los determinantes
idiotipicos del anticuerpo inmunizante al producir wun
anticuerpo de estos determinantes isotépicos (el anticuerpo

anti-Id).

De acuerdo con esto, los anticuerpos monoclonales generados
coﬂtra los polipéptidos de la presente invencién se pueden
utilizar para introducir anticuerpos anti-Id en animales
adecuados. Las células de bazo de tales ratones inmunizados
pueden ser utilizadas para producir hibridomas anti-Id que
secretan anticuerpos monoclonales anti-Id. Ademas, los
anticuerpos anti-Id se pueden acoplar a un portador tal como
una hemocianina de lapa de cerradura (KLH) y utilizada para

inmunizar ratones BALB/c adicionales. El1 suero de estos
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ratones contendrd anticuerpos anti-anti-Id que tienen las
propiedades de unién del mAb final especifico para un epitopo
R-PTPasa. Los anticuerpos anti-Id tiene asi sus epitopos
idiotipicos, o *“idiotopos” estructuralmente similares al
epitopo que est& siendo evaluado, tal como los polipéptidos

de Streptococcus pyogenes.

El término “anticuerpo” también pretende incluir tanto las
moléculas intactas asi como también los fragmentos tales como
el Fab que es capaz de unirse antigeno. Los fragmentos Fab
carecen de fragmentos Fc del anticuerpo intacto, limpiado mas
ridpidamente de la circulacién, y puede tener menos tejido neo
especifico de unién que un anticuerpo intacto (Wahl et al.,
1983, J. Nucl. Med. 24: 316-325). Se apreciard que el Fab y
otros fragmentos de los anticuerpos udtiles en la presente
invencién se pueden utilizar para la deteccién Y
cuantificacién de polipéptidos de N. meningitidis de acuerdo

con los métodos para moléculas de anticuerpo intactas.

Los anticuerpos de esta invencién, tal como los anticuerpos
anti-idiotipicos” (“anti-Id”), se pueden emplear en un método
para el tratamiento o prevencidtn de infeccidn con Neisseria
en huéspedes mamiferos, que comprende la administracién de
una cantidad inmunoldgicamente efectiva de anticuerpo,

especifica para un polipéptido como se describié

-/)/6.5
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anteriormente. El1 anticuerpo anti-Id también se puede
utilizar como un “inmunégeno” para inducir una respuesta
inmune en attn otro animal, que produzca un asi 1llaamdo
anticuerpo anti-anti-Id. El anti~anti-Id puede ser
epitépicamente idéntico al mAb original que indujo el anti-
Id. Asi, al wutilizar anticuerpos a los determinantes
idiotipicos de un mBb, es posible identificar otros clones

que expresan anticuerpos de especificidad idéntica.

Los anticuerpos se utilizan en una variedad de maneras, por
ejemplo, para confirmacién de que una proteina es expresada,
o para confirmar donde es expresada vuna proteina. EIl
anticuerpo marcado (por ejemplo, marcacié4n fluorescente por
FACs) se puede incubar con bacterias intactas y la presencia
del marcador sobre la superficie bacterial confirma 1la

localizacién de la proteina, por ejemplo.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos de 1la
invencidon se pueden obtener al administrar los polipéptidos o
los fragmentos qgue llevan epitopos, andlogos, o células a un
animal que utiliza protocolos de rutina. Para preparar
anticuerpos monoclonales, se utiliza cualquier técnica que
suministre anticuerpos producidos mediante cultivos de linea

celular continua.
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Polinuclebétidos

Como con las proteinas de 1la presente invenciédn, un
polinucledtido de la presente invenciédn puede comprender una
secuencia de Acido nucleico que es idéntica a cualquiera de
las secuencias de referencia de las ID DE SEC NOS: 330-342
numeradas pares, que es 100% idéntica, o pueden estar
incluidas hasta un nimero de alteraciones de nucleétido
comparadas con la secuencia de referencia. Tales alteraciones
son seleccionadas del grupo que consiste de al menos una
supresién de nucledétido, sustitucidén, que incluye transicién
o transversién, o insercidén, y en donde dichas alteraciones
pueden ocurrir en las posiciones terminales 5’ o 3’ de la
secuencia de nucleétido de referencia o en cualquier parte
entre aquellas posiciones terminales, entremezcladas
individualmente entre los nuclebétidos en la secuencia de
referencia o en uno ¢ més de los grupos contigquos dentro de
la secuencia de referencia. El nGmero de alteraciones de
nucledtido se determina al multiplicar el ntGmerc total de
nucledétidos en cualquiera de las ID DE SEC NOS: 330-442
numeradas pares mediante el porcentaje numérico de la
identidad porcentual respectiva (dividida por 100) vy
sugtrayendo ese producto de dicho ntmero total de nucleétidos

en dicha secuencia.
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Por via de ejemplo, sin pretender estar limitado a esta, el
polinucleétido de N. meningitidis aislado que comprende una
secuencia de polinuclebétido que tiene al menos 70% de
identidad con cualquier secuencia de &cido nucleico de las ID
DE SEC NOS: 1-253 numeradas impares y las ID DE SEC NOS: 330-
442 numeradas pares; una variante degenerada de ésta o un
fragmento de ésta, en donde la secuencia de polinucledétido
puede incluir hasta n,, alteraciones de &cido nucleico sobre
la regién polinucleétida completa de la secuencia de Aacido
nucleico de las ID DE SEC NOS: 1-253 numeradas impares y las
ID DE SEC NOS: 330-442 numeradas pares, en donde n, es el
nimero mAximo de alteraciones y se calcula mediante la

férmula:

Npn = Xn — {Xp“Y).,

en la cual %, es el numero total de &cido nucleicos de
cualquiera de las ID DE SEC NOS: 1-253 numeradas impares y
las ID DE SEC NOS: 330-442 numeradas pares y y tiene un valor
de 0,70, en donde cualquier producto no entero de x, y vy es
redondeado hacia abajo al entero mds cercano antes de
sustraer tal producto de x,. Por supuesto, y también puede
tener un valor de 0,80 para 80%, 0,85 para 85%, 0,90 para
90%, 0,95 para 95% etc. Las alteraciones de una secuencia de

polinucleétido que codifica los polipéptidos que comprende
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las secuencias de aminodcido de cualquiera de las ID DE SEC
NOS: 331-443 numeradas impares y las ID DE SEC NOS: 2-252
numeradas pares pueden crear mutaciones antisentido, sin
sentido o con desplazamiento del marco de lectura en esta
secuencia de codificacién y alterar de esta manera el
po;ipéptido codificado por los polinucleétidos que siguen

tales alteraciones.

Ciertas modalidades de la presente invencidén se relacionan
con los polinucleétidos {aqui denominados como
“polinuclebdétidos 2086” o “polinuclebtidos ORF2086”) que
codifican las proteinas 2086 y los anticuerpos hechos contra
las proteinas 2086. En las modalidades preferidas, un
po%inucleétido aislado de 1la presente invencién es un
polinucleétido que comprende la secuencia de nucledtido que
tiene al menos aproximadamente 95% de identidad con 1la
secuencia de nuclebétido escogida de una de las ID DE SEC NOS:
1-253 numeradas impares y 1las ID DE SEC NOS: 330-442
numeradas pares, una variante degenerada de estas, o un
fragmento de estas. Como se definié laqui, una “variante
degenerada” se define como un polinucleétido que difiere de
la secuencia de nucledtido mostrada en la ID DE SEC NO: 1 y
la ID DE SEC NO: 253 numeradas impares (y fragmentos de
estas) debido a la degeneracién del cédigo genético, pero atn

codificar la misma proteina (por ejemplo, las ID DE SEC NOS:
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2-252 numeradas pares y las ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas
impares) como aquella codificada mediante la secuencia de
nucleé4tido mostrada en las ID DE SEC NOS: 1-253 numeradas

impares y las ID DE SEC NOS: 330-442 numeradas pares.

En otra modalidades, el polinucleétido es un complemento a
una secuencia de nucleétido escogida de una de las ID DE SEC
NOS: 1-253 numeradas impares y las ID DE SEC NOS: 330-442
numeradas pares, una variante degenerada de estas, o un
fragmento de estas. En adn otras modalidades, el
polinucleétido se selecciona del grupo que consiste de ADN ,
ADN cromosomal, cADN y ARN y puede ademds comprender
nuqleétidos heterélogos. En otra modalidad, el polinucleétido
aislado hibridiza una secuencia de nucledtido escogida de una
de las ID DE SEC NOS: 1-253 y las ID DE SEC NOS: 330-442
numeradas pares, un complemento de estas, una variante
degenerada de estas, o un fragmento de estas, bajo
condiciones de hibridizacién de restriccién alta. En atn
otras modalidades, el polinucleétido hibriza bajo condiciones

de hibridizacién de restriccién intermedia.

Se apreciara que los polinucledtidos 2086 pueden ser
obtenidos de fuentes naturales, sintéticas o semi-sintéticas,
adicionalmente la secuencia de nucleétido puede ser una

secuencia de ocurrencia natural, o puede estar relacionada
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mediante mutacién, incluyendo sustituciones de base simple o
miltiple, supresiones, inserciones, e inversiones, a tal
secuencia de ocurrencia natural, siempre y cuande la molécula
de Acido nucleico que comprende tal secuencia sea capaz de
ser expresada como un polipéptido inmunogénico 2086 como se
describié anteriormente. La molécula de &acido nucleico puede
ser ARN, ADN, de doble Hébra o hebra sencilla, de forma
lineal o circular covalentemente cerrada. La secuencia de
nucleétido puede tener secuencias de control de expresién
ubicadas adyacentes a ésta, tales secuencias de control
usualmente son derivadas de una fuente  heterdleoga.
Generalmente, la expresién recombinante de la secuencia de
dcido nucleico de esta invencidén utilizard una secuencia de
codén de parada, tal como el TAA, en el extremo de 1la

secuencia de Acido nucleico.

La invencién también incluye polinuclebétidos capaces de
hibridizar bajo condiciones de restricciédn reducida, mas
preferiblemente condiciones restringidas, Yy mas
preferiblemente condiciones altamente restringidas, a los
polinuclebétidos descritos aqui. Ejemplos de condiciones de
restriccién se muestran en 1la Tabla de Condiciones de
Restriccién adelante: condiciones altamente restringidas son
aquellas que son al menos tan restringidas como, por ejemplo,

las condiciones A-F; condiciones restringidas son al menos

77!
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tan restringidas como, por ejemplo las condiciones G-L; y las

condiciones de restriccién reducida son al menos tan
restringidas como, por ejemplo, las condiciones M-R.
CONDICIONES DE RESTRICCION — TABLA I
Condicién da Hibrido da Longitud de Temperatura Tanparatura
Restricoidn | Polinualedtido Hibrido Da de Lavado y
(op) * Hibridisacién y { Amortiguador”
Amortiguadoxr®
A ADN:ADN >50 65EC; 1x55C-o0- 65EC;
42EC;1x55C, 50% | 0, 3xSS8C
formamida
ADN:ADN <50 Ta7 1xSSC Tas 1xSSC
ADN:ARN >50 67EC; 1x55C-o0- 67EC;
45EC; 1x88C, 50% | 0, 3x5SC
Formamida
ADN:ARN <50 Tps 1xSSC Tps; 1xSSC
ARN: ARN >50 70EC; 1xSSC-o- | 70EC;
50EC; 1x3SC, 50% | 0, 3xSSC
Formamida
F ARN:ARN <50 Tr; 1xSSC Te; 1xSSC
ADN:ADN >50 65EC; 4x5SC-o0—~ | 65EC;
42EC; 4xS88C, 50% | 1x55C
Formamida
H ADN:ADN <50 Tu;4XSSC Tu; 4x55C
ADN:ARN >50 67EC; 4xSSC-o—- | 67EC;
45EC; 4x5SC, 50% | 1xSSC
Formamida
ADN : ARN <50 T;; 4x55C Ty; 4xSSC
ARN:ARN >50 70EC; 4xSSC-o- | 67EC;
50EC; 4xS58C, 50% | 1xSSC
Formamida
L ARN:ARN <50 Tr;2xSSC TLr;2x58SC
ADN:ADN >50 50EC; 4xSS5C-o0- S50EC;
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40EC; 6x55C, 50% | 2xSSC
Formamida

ADN:ADN <50 Tns; 6XSSC Ty; 6XSSC

ADN:ARN >50 55EC;4xSS5C-o- | 55EC;
42EC; 6xSSC,50% | 2xSSC
Formamida

ADN:ARN <50 Tp: 6XSSC Tp; 6XSSC

ARN:ARN >50 60EC;4xSSC-o- | 60EC;
45EC; 6x558C, 50% | 2xSSC
Formamida

ARN: ARN <5Q Ta; 4xS5SC Ta; 4xS5C

1

bp': La longitud del hibrido es aquella anticipada por la o

las regiones hibridizadas de los polinucleétidos
hibridizantes. Cuando se hibridiza un polinucleétide a un
polinucleétido objetivo de secuencia no conocida, la longitud
del hibrido se asume por ser aquella del polinucleétido
hibridizante. Cuando 1los polinucledétidos de secuencia
conocida son hibridizados, la longitud del hibrido se puede
determinar al alinear las secuencias de los polinucledtidos e
identificar la regién o las

regiones de las

complementariedades de secuencia o6ptima.

amortiguador®: SSPE (1xSSPE es 0,15 de NaCl, 10 mM de
NaH;PO4, v 1,25 mM de EDTA, pH 7,4) puede ser sustituido por
SSC (1xSSC es 0,15M de NaCl y 15 mM de citrato de sodio) en

la hibridizacién y los amortiquadores de lavado; los lavados
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se desarrollan durante 15 minutos después de que se completa

la hibridizacién.

Ts a Tp: La temperatura de hibridizacién para los hibridos se
anticipa que es menos de 50 pares base de longitud debe ser
5-10EC menos que la temperatura de fusién (T,) del hibrido,
donde T, s8Se determina de acuerdo con las sigquientes
ecuaciones. Para los hibridos menores de 1B pares base de
longitud, TR(EC)=2(# de A + T bases) + 4(# de G + C bases).
Para los hibridos entre 1B y 49 pares base de longitud,
Ta(EC) = 81,5 + 16,6(logipo[Na*]) + 0,41(%G+C) - (600/N), donde
N es el nGmero de bases en el hibrido, y [Na‘']l] es 1la
concentracién de iones de sodio en el amortiguador de

hibridizacién ([Na’] para 1xSSC = 0,165 M).

Ejemplos adiciocnales de condiciones de restriccién para la
hibridizacién de polinucleétidos se suministran en Sambrook,
J., BE.F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, capitulos 9 y 11, y Current Protocols in
Molecular Biology, 1995, F.M. Ausubel et al., eds., John
Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10 y 6.3-6. 4, incorporados

aqui como referencia.
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La " invencidén también suministra peolinucleétidos que son
totalmente complementarios con estos polinucleétidos y
también suministran secuencias antisentido. Las secuencias
antisentido de 1la invencién, también denominadas como
oligonuclebétidos antisentido, incluyen tante secuencias
generadas internamente como administradas externamente gque
bloquean la expresidén de los polinucleétidos que codifican
los polipéptidos de la invencién. La secuencias antisentido
de 'la invencién comprenden, por ejemplo, aproximadamente 15-
20 pares base. Las secuencias antisentido se pueden diseflar,
por ejemplo, para inhibir la transcripcién al evitar que el
promotor se una a una secuencia no traducida corriente arriba
o al evitar la traduccién de un transcripto que codifica un

polipéptido de la invencién al evitar que el ribosoma se una.

Los polinucleétidos de la invencién se preparan de muchas
maneras (por ejemplo, mediante sintesis quimica, de librerias
de ADN, del organismo mismo) y pueden tomar varias formas
(por ejemplo, cebadores, sondas, vectores, de hebra sencilla,
de hebra doble). El1 término “polinucledtido” incluye ADN y
ARN, y también sus andlogos, tales como aquellos que

contienen las estructuras modificadas.
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De acuerdo con implementaciones adicionales de la presente
invencién, los polinucledétidos de 1la presente invencién

comprenden libreria de ADN, tal como libreria de cADN.

Proteinaa da Fusién

La presente invencién también se relaciona con proteinas de
fusién. Una “proteina de fusién” se refiere a una proteina
codificada por dos genes o fragmentos no relacionados
fusionados de estos. Por ejemplo, las proteinas de fusién que
comprenden varias porciones de regidn constante de moléculas
de inmunoglobulina junto con otra proteina inmunogénica o
parte de ésta, en muchos casos, emplean una regién Fc de
inmunoglobulina como parte de una proteina de fusidén es
ventajosa para el uso en terapia y diagnéstico que resulta
en; por ejemplo, propiedades farmacocinéticas mejoradas (ver,
por ejemplo, EP 0 232 262 Al). De otra parte, para algunos
usos seria deseable ser capaz de suprimir la parte Fc después
de que la proteina de fusién ha sido expresada, detectada y
purificada. Los polinucledtidos 2086 de 1la invencidén se
uéilizan para la produccién recombinante de polipéptido de la
presente invencién, el polinucleétido puede incluir la
secuencia codificante para el polipéptido maduro, en si
miﬁho, o la secuencia codificante para el polipéptido maduro

en marco de lectura con otras secuencias codificantes, tales

Lk
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como aquellas que codifican una secuencia lider o secretora,
una secuencia pre-, o pro- o prepro- proteina, u otras
porciones de péptido de fusidén. Por ejemplo, una secuencia
marcadora que facilita la purificacién de un polipéptido 2086
o un polipéptido fusionado se pueden codificar (ver Gentz et
al., 1989, incorporado aqui como referencia en su totalidad).
Asi, se contempla en una implementacién de la presente
invencidén la preparacién de polinucleétidos que codifican
polipéptidos de fusién que permiten la purificacidén His-tag
de los productos de expresidén. E1l polinucledtido también
puede contener secuencias no codificante 5’ y 3, tal como
las secuencias transcritas, no traducidas, seiflales de empalme
y poliadenilacién. Tal polipéptido fusionado se puede
producir mediante una célula huésped
transformada/transfectada o infectada con un ADN recombinante
que clona el vehiculo como se describe adelante y puede ser
subsecuentemente aislada de 1la célula huésped para
suministrar el polipéptido fusionado sustancialmente libre de

otras proteinas de célula huésped.
Composiciones Inmunogénicas
Un .aspecto de la presente invencién suministra composiciones

inmunogénicas que comprenden al menos unas proteinas 2086 o

un acido nucleico que codifica dichas proteinas. Lo anterior
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tiene la capacidad de (1) elicitar anticuerpos bactericidas a
cepas miltiples; (2) reaccionar con la superficie de cepas
miltiples; (3) conferir proteccién pasiva contra un desafio

vivo, y/o evitar colonizacién.

La formulacién de cada una de las composiciones inmunogénicas
es.bien conocida por las personas expertas en este campo. Las
composiciones inmunogénicas de la invencién incluyen
preferiblemente un portador farmacéuticamente aceptable. Los
portadores farmacéuticamente aceptables adecuados y/o los
diluyentes incluyen cualquiera y todos 1los solventes
convencionales, medios de dispersién, y llenadores,
portadores sdélidos, scluciones acuosas, recubrimientos,
agentes antibacteriales y antifungosos, agentes de retraso
iséténico y de absorcibén, y similares. Los portadores
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, por ejemplo,
unc o mas de agua, solucién salina, solucién salina
amortiguada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol vy
similares, asf como también combinaciones de estos.
Portadores farmacéuticamente aceptables pueden comprender
adicionalmente cantidades menores de sustancias auxiliares
tales como agentes de humectacién o emulsificacién,
preservativos o amortiguadores, que mejoran la vida de
almacenamiento o la efectividad del anticuerpo. La

preparacién y el uso de los portadores farmacéuticamente
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aceptables son bien conocidos en la técnica. Con excepcién de
cualquier medio o agente convencional que sea incompatible
con el ingrediente activo, se contempla el uso de ésta en las

composiciones inmunogénicas de la presente invencién.

Taies composiciones inmunogénicas se pueden administrar
parenteralmente, por ejemplo, mediante inyeccién, o
subcutdneamente o intramuscularmente, asi como también
oralmente o intranasalmente. Los métodos para la inmunizacién
intramuscular son descritos por Wolf et al., y por Sedegah et
al. Otros modos de administraciétn emplean formulaciones
orales, formulaciones pulmonares, supositorios, Yy
aplicaciones transdérmicas, por ejemplo, sin limitacién. Las
fofmulaciones orales, por ejemplo, incluyen tales excipientes
normalmente empleadcs como, por ejemplo, grados farmacéuticos
de manitol, lactosa, almidétn, estearato de magnesio, sacarina
de sodio, celulosa, carbonato de magnesio, y similares, sin

limitacién.

Las composiciones inmunogénicas de al invencién pueden
incluir uno o més adyuvantes, que incluyen, pero no estan
liﬁitados a8 hidréxido de aluminio; fosfato de aluminio;
STIMULON™ QS-21 (Aquila Biopharmaceuticals, Inc., Framingham,
MA); MPL™ (3-0-1lipido A monofosforil desacilado; Corixa,

Hamilton, MT), 529 (un compuestc de amino alquil glucosalina
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fosfato, Corixa, Hamilton, MT), IL-12 (Genetics Institute,

Cambridge, MA); GM-CSF (Immunex Corp., Seattle, Washington):

N-acetil-muramil--L-teronil-D-isoglutamina (thr-MDP) ; N-
acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11637,
denominado COmo nor-MDP) ; N-acetilmuramil-L-alanil-D-

isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-

hidroxifos-foriloxi-etilamina) {CGP 198354, denominado
comoMTP-PE) ; y toxina de cdlera. Otros que se pueden utilizar
son derivados no téxicos de toxina de cbdlera, incluyendo su
subunidad A, vy/o conjugados o fusiones trabajadas por
ingenieria genética del polipéptido N. meningitidis con
toxina de célera o su subunidad B (“CTB”), procoleragencoide,
polisacaridos fungosos, incluyendo esquizofilan, dipéptido de
muramilo, derivados de dipéptido de muramilo (“MDP”), forbol
ésteres, la toxina labil de calor de E. coli, saponinas o

polimeros de bloque.

En ciertas modalidades preferidas, las proteinas de esta
invencién son utilizadas en una composicién inmunogénica para
administracién oral que incluye un adyuvante de mucosa y son
utilizadas para el tratamiento o prevencién de infecciédn con
N. meningitidis en un huésped humano. El adyuvante de mucosa
puede ser una toxina de célera; sin embargo, preferiblemente,
los adyuvantes de mucosa diferentes de la toxina de célera

que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencién
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incluyen derivados no téxicos de una oleotoxina de célera, en
donde la subunidad A es una toxina célera quimicamente
modificada mutagenizada, o proteinas relacionadas producidas
mediante la modificacién de la secuencia de aminodcido de la
toxina de célera. Para una toxina de célera especifica que
pueda ser particularmente w0til para preparar composiciones
inmunogénicas de esta invencién, ver la holotoxina de célera
mutante E29H, como se describié en la Solicitud Internacional
Publicada WO 00/18434, que se incorpora aqui como referencia
en su totalidad. Estas se pueden agregar a, o conjugar con,
los polipéptidos de esta invencién. Las mismas técnicas
pueden ser aplicadas a otras moléculas con adyuvante de
mucosa o propiedades de suministro tales como la toxina labil
(LT) al calor de Escherichia coli. Otros compuestos con
adyuvante de mucosa o actividad de suministro se pueden
utilizar tal como la bilis; policationes tales como DEAE-
dextran y poliornitina; detergentes tales como dodecil
benceno sulfato de sodio; materiales lipido-conjugados;
antibiéticos tales como estreptomicina; vitamina A; y otros
compuestos que alteran la integridad estructural o funcional
de las Bsuperficies de 1la mucosa. Otros compuestos
mucosalmente activos incluyen derivados de estructuras
microbianas tales como MDP; acridina y cimetidina. STIMULON™
QS-21, MPL, e IL-12, como se describié anteriormente, también

se pueden utilizar.
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Las composiciones inmunogénicas de esta invencidén se pueden
suministrar en la forma de ISCOMS (complejos estimulantes
inmunes), ISCOMS que contengan CTB, liposomas ©o encapsulados
en compuestos tales como acrilatos o poli{DL-lacturo-co-
glic6sido) para formar microesferas de un tamafic adecuado
para absorcidén. Las proteinas de esta invencién también se

opueden incorporar en emulsiones aceitosas.

Antigenos Maltiples

Los agentes inmunogénicos, que incluyen proteinas,
polinucleétidos y equivalentes de la presente invencidén se
pueden administrar cemo el inmunégeno activo sclo en una
composicién inmunogénica, o alternativamente, la composicién
puede incluir otros inmunégenos activos, que incluyen otros
polipéptidos inmunogénicos de Neisseria sp., o proteinas
inmunolégicamente activas de uno o mas de otros patdgenos
microbianos (por ejemplo, virus, priones, bacterias u hongos,
8in limitacién) o polisacAridos capsulares. Las composiciones
pueden comprender una © mas proteinas deseadas, fragmentos o
compuestos farmacéuticos, como se desee para una indicacién
escogida. De la misma manera, las composiciones de esta
invencién que emplean uno o mds Aacidos nucleicos en la

composicién inmunogénica también pueden incluir acidos

D
|
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nucleicos que codifican los mismos grupos diversos de

proteinas, como se anotdé anteriormente.

Cualquier composicién inmunogénica multi-antigeno o multi-
valente se contempla en la presente invencidén. Por ejemplo,
las composiciones de la presente invencién pueden comprender
combinaciones de dos o ﬁAS proteinas 2086, una combinacién de
proteina 2086 con una o mids de las proteinas PorA, una
combinacién de proteina 2086 con los polisacaridos del
serogrupo de meningococo A, C, Y y W135 y/o conjugados de
polisacdrido, una combinacién de 1la proteina 2086 con
combinaciones de meningococo y neumococo, © una combinacién
de cualquiera de las anteriores en una forma adecuada para
suministrro de mucosa. Las personas expertas en la técnica
serian capaces facilmente de formular tales composiciones

inmunolégicas multi-antigeno o multi-valentes.

La - presente invencién también contempla regimenes multi-
inmunizacién en donde cualquier composicién wdtil contra un
patégeno se puede combinar alli o con las composiciones de la
presente invencién. Por ejemplo, s8in limitacién, a un
paciente le puede ser administrada la composicién
inmunogénica de 1la presente invencién y otra composicién
inmunolégica para inmunizar contra S. pneumoniae, como parte

del régimen multi-inmunizacién. La persona experta en 1la
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técnica seria capaz de seleccionar las composiciones
inmunogénicas para uso en conjunto con las composiciones
inmunogénicas de la presente invencidén para los propésitos de

desarrollar e implementar regimenes multi-inmunizacién.

Las modalidades especificas de esta invencién se relacionan
con el uso de uno o mAs polipéptidos de esta invencién, o
Acidos nucleicos que codifican tales, en una composicién o
como parte de un régimen de tratamiento para evitar o mejorar
la infecciébn de §S. pneumoniae. Uno puede combinar los
polipéptidos 2086 o los polinucleétidos 2086 con cualquier
composicién inmunogénica para uso contra infeccién de S.
pneumoniae. Uno también puede combinar los polipéptidos 2086
o los polinucleétidos 2086 con cualgquier otra proteina o

vacuna meningococal basada en polisacarido.

Los polipéptidos 2086, los fragmentos y los equivalentes se
pueden utilizar como parte de una composicién inmunogénica de
conjugado; en donde una o més proteinas o polipéptidos son
conjugados a un portador con el fin de generar una
composicién que tenga propiedades inmunogénicas contra varios
serotipos y/o contra varias enfermedades. Alternativamente,
uno de los polipéptidos 2086 se puede utilizar como una

proteina portadora para otros polipéptidos inmunogénicos.
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La'presente invencién también se relaciona con un método para
inducir respuestas inmunes en un mamifero que comprende la
etapa de suministrar a dicho mamifero una composicién
inmunogénica de esta invencién. La composicién inmunogénica
es una composicién que es antigénica en el animal ¢ humano
tratado de tal forma que 1la cantidad inmunolégicamente
efectiva del o los polipéptidos contenidos en tal composicidn
lleva la respuesta inmune deseada contra la infeccién de N.
meﬁingitidis. Las modalidades preferidas relacionan un método
para el tratamiento, incluyendo mejoramiento, o prevencién de
infeccién de N. meningitidis en un humano que comprende
administrar al humano una cantidad inmunclégicamente efectiva

de la composicién.

La frase “cantidad inmunolégicamente efectiva”, como se
utiliza aqui, se refiere a la administracién de esa cantidad
a un huésped mamifero (preferiblemente humano), o en dosis
simple o como parte de una serie de dosis, suficiente para al
menos originar que el sistema inmune del individuo tratado
genere una respuesta que reduzca el impacto clinico de 1la
infeccién bacteriana. Este puede variar desde una disminucién
minima en el ataque bacteriano hasta la prevencién de la
infeccién. Idealmente, el individuo tratado no exhibirid la
mayorfa de las manifestaciones clinicas serias de 1la

infeccién bacteriana. La cantidad de dosis puede variar
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dependiendo de las condiciones especificas del individuo.
Esta cantidad se puede determinar en ensayos de rutina o de
otra manera por medios conocidos por aquellos expertos en la

técnica.

Otro aspecto especifico de la presente invencidén se relaciona
con el uso como la composicidn inmunogénica de un vector o
plasmido que expresa una proteina de esta invencién, o una
porcidédn inmunogénica de ésta. De acuerdo con esto, un aspecto
adicional de esta invencién suministra un método para inducir
una respuesta inmune en un mamifero, que comprende
suministrar al mamifero un vector o plasmido que expresa al
menos un polipéptido 2086 aislado. La proteina de la presente
invencién se puede suministrar a un mamifero que utiliza un
vector vivo, en particular una bacteria recombinante viva,
virugs u otros agentes vivos, que contengan el material
genético necesario para la expresién del polipéptido o la

porcién inmunogénica del polipéptido extrafo.

De acuerdo con una implementacién adicional de la presente
invencién, gse suministra un método para diagnosticar
meningitis bacterial en un mamifero que comprende: detectar
la presencia de los complejos inmunes en un mamifero o una
muestra de tejido de dicho mamifero, dicho mamifero o muestra

de tejido es puesta en contacto con una composicidén de
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anticuerpo que comprende anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente con al menos un polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcido de cualquiera de las ID
DE SEC NOS: 2-252 numeradas pares y las ID DE SEC NOS: 331-
443 numeradas aleatoriamente; en donde el mamifero o 1la
muestra de tejido es puesta en contacto con la composicién de
anticuerpo bajo condiciones adecuadas para la formacién de

los complejos inmunes.

Vectores Virales y No Virales

Los vectores preferidos, particularmente para ensayos
particulares in vitro e in vivo, son vectores virales, tales
como lentivirus, retrovirus, virus de herpes, adenovirus,
virus adeno-asociados, virus de vaccinia, baculovirus, vy
otros virus recombinantes con tropismo celular deseable. Asi,
un 4&cido nucleico que codifica una proteina 2086 o el
fragmento inmunogénico de ésta se puede introducir in vivo,
ex vivo, o in vitro utilizando un vector viral o a través de
introduccién directa de ADN. La expresién en los tejidos
objetivo se puede efectuar al apuntar el vector transgénico a
las células especificas, tal como con un vector viral o un
ligando receptor, o al utilizar un promotor especifico de

tejido, o ambos. El suministrote gen objetivo es descrito en
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la Publicacién PCT No. WO 95/28494, que se incorpora aqui

como referencia en su totalidad.

Los vectores virales cominmente utilizados para apuntamiento
in vive o ex vivo y procedimientos de terapia son vectores
basados en ADN y vectores retrovirales. Los métodos para
construir y utilizar los vectores virales se conocen en la
técnica (por ejemplo, Millar y Rosean, BioTechniques, 1992,
7: 980-990). Preferiblemente, los vectores virales son
defectuosos en replicacién, esto es, son incapaces de
replicarse autéd4nomamente en la célula objetivo.
Preferiblemente, el virus de replicacién defectuosa es un
virus minimo, es decir, retiene solamente las secuencias de
Su genoma que SONn necesarias para encapsular el genoma para

producir particulas virales.

Los vectores virales de ADN incluyen un virus ADN atenuado o
defectuoso, tal como pero no limitado a virus de herpes
simples (HSV), papilomavirus, virus de Epstein Barr (EBV),
adenovirus, virus adeno-asociado (AAV), y similares. Los
virus defectuosos, a los que les faltan completamente o casi
completamente los genes virales, son los preferidos. Los
virus defectucsos no son inefectivos después de introduccién
en una célula. El uso de vectores virales defectuosos permite

la administracién a las células en area especifica

2
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localizada, sin preocupacién de que el vector se pueda
infectar a otras células. Asi, un tejido especifico puede ser
especificamente apuntado. Ejemplos de vectores particulares
incluyen, pero no estan limitados a, un vector de virus de
herpes defectuoso 1 (HSV1l) (Kaplitt et al., Molec. Cell.
Neﬁrosci., 1991, 2: 320-330), el vector de virus her;é§
defectuoso al que le falta un gen de qﬁﬂ!ﬁfsroteina L, u
otros vectores de virus herpes defectuosos (Publicacién PCT
Nos. WO 94/21807 y WO 92/05263); un vector de adenovirus
atenuado, tal como el vector descrite en Stratford-
Perricaudet et al. (J. Clin. Invest., 1992, 90: 626-630; ver
también La Salle et al., Science, 1993, 259: 988-990); y un
vector de virus adeno-asociado defectuoso (Samulski et al.,
J.'Virol., 1987, 61l: 3096-3101; Samulski et al., J. Virol.,
1989, 63: 3822-3828; Lebkowski et al., Mol. Cell. Biol.,
1988, 8: 3988-3996), cada uno de los cuales se incorpora como

referencia aqui en su totalidad.

Varias compafiias producen vectores virales comercialmente,
incluyendo pero no estando limitados a, Avigen, Inc.
(Alameda, CA; vectores AAV), Cell Genésys (Foster City, CA;
veétores retrovirales, adenovirales, AAV, y lentivirales),
Clontech (vectores retrovirales y baculovirales), Genovo,
Inc. (Sharon Hill, PA; vectores adenovirales y AAV), Genvec

(vectores adenovirales), IntroGene {Leiden, Netherlands:
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vectores adenovirales), Medicina Molecular (vectores
retrovirales, adenovirales, AAV, y virales de herpes), Norgen
(vectores adenovirales), Oxford BioMedica (Oxford, Reino
Unido; vectores lentivirales), y Transgene (Estrasburgo,
Francia; vectores adenovirales, vaccinia, retrovirales, vy
lentivirales), incorporades como referencia aqui en su

totalidad.

Vectores de Adenovirus. Los adenovirus son virus de ADN
eucaridético que se pueden modificar para suministrar
eficientemente un 4&cido nucleico de esta invencidén a una
variedad de tipos de célula. Existen varios serotipos de
adenovirus. De estos serotipos, se le da preferencia, dentro
del alcance de la presente invencién, a wutilizar los
adenovirus humanos tipo 2 o tipo 5 (Ad 2 o Ad 5) o adenovirus
de origen animal (ver Publicacién PCT No. WO 94/26914).
Aquellos adenovirus de origen animal que se pueden utilizar
dentro del alcance de 1la presente invencién incluyen
adenovirus de origen canino, bovino, murino (por ejemplo:
Mavl, Beard et al., Virology, 1990, 75-81), ovino, porcino,
aviar, y de simio (por ejemplo: SAV). Preferiblemente, los
adenovirus de origen animal son adenovirus caninos, mas
preferiblemente un adenovirus CAV2 (por ejemplo, Maniatan o
la cepa A26/61, ATCC VR-800, por ejemplo). Varios vectores de

adenovirus defectuosos en replicacién y de adenovirus minimos



WO 2004/094596 128 PCT/US2004/011901

han sido descritos (Publicaciones PCT Nos. WO 94/26914, WO
95/02697, WO 94/28938, WO 94/28152, WO 94/12649, WO 95/02697,
WO 96/22378). Los adenovirus recombinantes defectuosos en
replicacién de acuerdo con la invencién se pueden preparar
mediante cualquier técnica conocida por una persona experta
en la técnica (Levrerc et al., Gene, 1991, 101: 1895;
Publicacién Europea No. EP 185 573; Graham, EMBO J., 1984, 3:
2917; Graham et al., J; Gen. Virol., 1977, 36: 59). Los
adenovirus recombinantes son recuperados y purificados
utilizando técnicas bioldégicas moleculares estédndar, que son

bien conocidas por perscnas expertas en la técnica.

Virus Adano-Asociados. Los virus adeno-asociados (AAV) son
virus de ADN de tamafio relativamente pequeflo que pueden
integrarse, de una manera estable y especifica de sitio, en
el genoma de las células que ellos infectan. Ellos son
capaces de infectar un amplio espectrote células sin inducir
ningin efectoc sobre el crecimiento celular, la morfologia o
la diferenciacién, y ellos no parecen estar involucrados en
patologias humanas. El1 genoma AAV se ha clonado, secuenciado
y caracterizado. El1 uso de los vectores derivados de los AAV
para transferir genes in vitre e in vivo se ha descrito (ver,
Publicacién PCT Nos. WO 91/18088 y WO 93/09239; Patente
Estadounidense Nos. 4,797,368 y 5,139,941; Publicacién

Europea No. EP 488 528). Los AAV recombinantes defectuosos en

vectores retrovirales recombinantes, los genes gag, pol y env
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son generalmente suprimidos, en todo o© en parte, vy
reemplazados con una secuencia de 4cido nucleico heterdloga
de interés. Estos vectores se pueden construir de diferentes
tipos de retrovirus, tales como, HIV, MoMuLV (“virus de
leucemia Monoley murine” MSV (“virus de sarcoma Molones
murino”), HaSV (“virus de sarcoma Harvey”); SNV (“virus de
necrosis de bazo”); RSV (“virus de sarcoma Rous”) y virus
Friend. Las lineas celulares de empaque adecuadas han sido
descritas en la técnica anterior, en particular la linea
celular PA3l7 (Patente Estadounidense No. 4,861,719); 1la
linea celular PsiCRIP (Publicacién PCT No. WO 90/02806) y 1la
linea celular GP+envAm-12 (Publicacién PCT No. WO B9/07150).
Ademas, los vectores retrovirales recombinantes pueden
contener modificaciones dentro del LTR para suprimir 1la
actividad transcripcional asi como también secuencias de
encapsidacién extensivas gque pueden incluir una parte del gen
gag (Bender et al., J. Virol., 1987, 61: 1639). Los vectores
retrovirales recombinantes se pueden purificar mediante
técnicas estdndar conocidas per aquellos medianamente

versados en la materia.

Los vectores retrovirales se pueden construir para funcionar
como particulas infeccicsas o para sufrir una ronda simple de
transfeccién. En el casc anterior, el virus se modifica para

retener todos sus genes excepto aquellos responsables por las
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lineas celulares de empaque lentiviral estén disponibles y
son conocidas generalmente en la técnica. Ellas facilitan la
produccién de vectores de lentivirus de alto titulo para
terapia génica. Como ejemplo es una linea celular de empaque
de lentivirus seudotipificada VSV-G inducible con
tetraciclina que puede generar particulas de virus en titulos
mayores de 106 IU/mL durante al menos 3 a 4 dias (Kafri, et
al., J. Virol., 1999, 73: 576-584). El vector producido por
una linea celular inducible se puede concentrar segin sea
necesario para transducir eficientemente células no divididas

in vitro e in vivo.

Vectores No Virales. En otra implementacidén de la presente
invencién, el vector puede ser introducido in wvivo mediante
lipofeccidén, como ADN desnudo, © con otros agentes que
faciliten la transfeccién (péptidos, polimeros, etc.). Los
lifpidos catiénicos sintéticos se pueden wutilizar para
preparar liposomas para transfeccidén in vivo de un gen que
codifique un marcador (Felgner, et. al., Proc. Natl., Acad.
Sci. U.S.A., 1987, 84: 7413-7417; Felgner y Ringold, Science,
1989, 337: 387-388; ver Mackey, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 1988, 85: 8027-8031; Ulmer et al., Science,
1993, 259: 1745-1748). Los compuestos lipidos utiles y las
composiciones para transferir los 4&cidos nucleicos son

descritos en 1las Publicaciones de Patente PCT Nos. WO
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95/19863 y WO 96/17823, y en la Patente Estadounidense No.
5,459,127. Los lipidos pueden ser quimicamente acoplados a
otras moléculas con el propdésito de apuntamiento (ver Mackey,
et al., supra). Los péptidos de apuntamiento, por ejemplo,
hormonas o neurotransmisores, y proteinas tales como
anticuerpos, © moléculas no peptidicas podrian ser acoplados

a los liposomas quimicamente.

otfas moléculas también son Gtiles para facilitar la
transfeccién de un &cido nucleico in vivo, tal como un
oligopéptido catiénico (por ejemplo, Publicacién de Patente
PCT No. WO 95/21931), péptidos derivados de proteinas de
unién de ADN (por ejemplo, Publicacidén de Patente PCT No. WO
96/25508), o polimero catiénico (por ejemplo, Publicacién de

Patente PCT No. WO 95/21931).

Taﬁbién es posible introducir el vector in vivo como un
pliasmido de ADN desnudo. Los vectores de ADN desnudos para
propbésitos de vacuna o terapia génica se pueden introducir en
las células huéspedes deseadas mediante métodos conocidos en
la técnica, por ejemplo, electroporacién, microinyeccién,
fusidén de célula, DEAE dextran, precipitacién de fosfato de
calcio, uso de una pistola de gen, o el wuso de un
transportador de vector de ADN (por ejemplo, Wu et al., J.

Biol. Chem., 1992, 267: 963-967; Wu y Wu, J. Biol. Chenm.,
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1988, 263: 14621-14624; Solicitud de Patente Canadiense No.
2,012,311; wWilliams et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991,
88: 2726-2730). Las aproximaciones del suministro de ADN
mediado por receptor también se pueden utilizar (Curiel et
al., Hum. Gene Ther., 1992, 3: 147-154; Wu y Wu, J. Bicl.
Chem., 1987, 262: 4429-4432). Las Patentes Estadounidenses
Nos. 5,580,859 y 5,589,466 describen el suministro de
gsecuencias de ADN exdgeno, libres de agentes que faciliten la
transfeccién, en un mamifero. Recientemente, una técnica de
transferencia de ADN in vivo de alta eficiencia con voltaje
relativamente bajo, denominado electrotransferencia, se ha
descrito (Mir et al., C.P. Acad. Sci., 1988, 2321: 893;
Publicacién PCT Nos. WO 99/01157; WO 99/01158; WO 99/01175).
De acuerdo con esto, las modalidades adicionales de 1la
presente invencién se relacionan con un método para inducir
una respuesta inmune en un humano que comprende administrar a
dicho humano una cantidad de una molécula de ADN que codifica
un polipéptido 2086 de esta invencién, opcionalmente con un
agente que facilita la transfeccién, donde dicho polipéptido,
cuando Se expresa, retiene inmunogenicidad y, cuando se
incorpora en una composicién inmunogénica y se administra a
un humano, suministra proteccién sin inducir enfermedad
mejorada luego de la infeccidén subsecuente del humanoc con el
patégeno Neisseria sp., tal como N. meningitidis. Los agenFes

que facilitan la transfeccién se conocen en la técnica e
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incluyen bupivicaina, y otros anestésicos locales (por
ejemple ver Patente Estadounidense No. 5,739,118) y
poliaminas catiénicas ({como se publicé en la Solicitud de
Patente Internacional WO 96/10038), que se incorpora aqui

como referencia.

La presente invencién también se relaciona con un anticuerpo,
qué puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal,
especifico para 1los polipéptidos 2086 como se describid
anteriormente. Tales anticuerpos se pueden producir mediante

métodos que son bien conocidos por aquellos expertos en la

técnica.
Plhsmidos y Sistemas de Expresién Bacterial

Es£a invencién también suministra wuna molécula de ADN
recombinante, tal como un vector plésmido, que comprende una
secuencia de control de expresién que tiene secuencias
promotoras y secuencias cebadoras y wuna secuencia de
nucleétido que codifica para un polipéptido de esta
invencién, la secuencia de nuclebétido se localizada en 3’ a
la secuencia promotora cebadora. En ain otro aspecto, 1la
invencién suministra un vehiculo de clonacién de ADN
reeombinante capaz de expresar un polipéptido 2086 que

comprende una secuencia de control de expresién que tiene



WO 2004/094596 136 PCT/US2004/011901

secuencias promotoras y secuencias cebadoras, y una secuencia
de nucleétido que codifica para un polipéptido 2086, estando
la secuencia de nucleétido localizada en 3’ a las secuencias
promotora y cebadora. En un aspecto adicional, se suministra
una célula huésped que contiene un ADN recombinante que clona
la molécula de vehiculo y/o un ADN recombinante como se
describié anteriormente. ©Las secuencias de control de
expresién adecuadas y las combinaciones de vehiculo de
clonacién/célula huésped son bien conocidas en la técnica, y

son descritos por via de ejemplo, en Sambrook et al. {1989).

Una vez que los vehiculos de clonacién de ADN recombinante
y/o las células huésped que expresan un polipéptido deseado a
de esta invencién han sido construidas al transformar,
transfectar o infectar tales vehiculos de clonacién o células
huésped con plasmidos que contienen los correspondientes
polinucleétidos 2086, clonar vehiculos o células huésped son
cultivadas bajo condiciones tales que 8se expresan los
polipéptidos. El polipéptido luego se aisla sustancialmente
libre de componentes de célula huésped contaminantes mediante

técnicas bien conocidas por aquellos expertos en la técnica.

Los siguientes ejemplos estdn incluidos para demostrar las
modalidades preferidas de la invencién. Se debe apreciar por

aquellos expertos en la técnica que las técnicas descritas en
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los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas por
los inventores para funcionar bien en la prictica de 1la
invencién, y asi se puedan considerar que constituyan los
modos preferidos para su practica. Sin embargo, aquellos
expertos en Jla técnica, deben, en vista de la presente
descripcidén, apreciar que muchos cambios se pueden hacer en
las modalidades especificas que estidn descritas y ain obtener
un resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu y

alcance de la invencién.

BEJEMPLOS

Ejemplo 1
Idantificacién de extracto de proteina de membrana neiserial
capax de elicitar anticuerpos bactericidas contra cepas

heterdlogas:

Con referencia a la Tabla II de adelante, las preparaciones
de proteina de membrana exterior vaciada de ILOS han mostrado
elicitar anticuerpos bactericidas. Estos anticuerpos son a
menudo dirigidos hacia el PorA de la cepa respectiva. Las
preparaciones de membrana exterior vaciadas de LOS de 1las
cepas meningococales del serogrupo B 8529 (B:15:P1.7b,3) son

inusuales de esta manera porque ellos elicitan
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inesperadamente anticuerpos bactericidas a varias cepas

heterdlogas.
TABLA II
Actividad BC de Anti-sOMPS Contra Cepas Diferentes de N.
meningitidis
Antisuero Semana 6] H44/76 | 5315 | H355 | M942 | 880049 | 8529+ NMB
Serosubtipo Pl1.7,16 | P1.5 | P1.15| P1.9 Pl.4 P1.3 | Pl1.5,2
sOMPs H44/76 25ug 1000 <50 <50 <50 <50 980 <50
QS-21 20pg
sOMPs 5315 25ug 50 ‘HL <50 <50 <50 <50 2170 <50
Qs-21 20ug
SOMPs H355 25ug <50 <50 450 <50 <50 860 <50
Qs-21 20ug
sOMPs M982 25ug 92 <50 <50 300 <50 1100 <50
Q5-21 20pg
SOMPs 880049 25ug 50 <50 | <50 [ <50 <50 1190 <50
QS5-21 20ug
sOMPs 8529 25pg 1000 <50 450 50 215 >4050 <50
Qs-21 20pg {81,7)
SOMPs 2996 25ug <50 <50 <50 <50 <50 750 148
Qs-21 20ug
Suero control | 450 50 | 100 | 500 | 150 | >1350 T'
célula completa {66, 0)
25pg 3DMPL 25ug

Para facilitar el aislamiento y la caracterizacién del o los
antigenos responsables para elicitar los anticuerpos
bactericidas heterélogos, buscamos identificar que detergente

extrajo 6ptimamente el o los antigenos.
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Condiciones da Cultivo y Cepas

La cepa 8529 de N. meningitidis proveniente de un frasco
congelado fue mantenida en un plato GC. (La cepa 8529
meningococal se recibidé del RIVM, Bilthoven, Holanda). El
plato se incubd a 36° C/5%C0O; durante 7,5 h. Se utilizaron
varias colonias para inocular un recipiente que contenia 50
mL de medio Frantz modificado + suplemento GC. El recipiente
se incubd en un agitador de aire a 36° C y se agitdé a 200 RPM
durante 4,5 h. Se utilizaron 5 mL para inocular un recipiente
Fernbach que contiene 450 mL de medio Frantz modificadeo +
suplemento GC. El recipiente se incubdé en un agitador de aire
a 36° C y se agité a 100 RPM durante 1lh. Los 450 mL
completos se utilizaron para inocular 8,5 L de medio Frantz

modificado + suplemento GC en un fermentador de 10 L.

Composicién del Medio Frantz Modificado

Acido glutamico 1,3 g/L
Cisteina 0,02
Fosfato de sodio, dibasico, 7 hidrato 10
Cloruro de potasio 0,09
Cloruro de sodio 6

Cloruro de amonio 1,25
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Extracto de levadura dializada (YE) 40 ml
(25% de solucién YE dializada contra 5 voluimenes de dHz0

durante la noche, luego sometida a autoclave)

Suplemento GC 100X, filtro esterilizado

Dextrosa 400 g/L
Acido glutamico 10
Cocarboxilasa 0,02
Nitrato férrico 0,5

Los siguientes parametros fueron controlados durante 1la
fermentacién: Temperatura = 36° C; pH = 7,4; Oxigeno Disuelto
= 20%. Varias gotas de antiespuma P-2000 fueron agregadas
para controlar la espumacién. El cultivo crecié hasta fase
estacionaria. Las células fueron <cosechadas mediante

centrifugacién a OD650=5,25. Un total de 100-300 gramos de la

pasta celular htimeda es tipicamente cosechado de ~8,5 L de

cultivo.

Purificacién parcial de las fracciones de proteina de
mnembrana exterior provenientes de meningococo que alicitan

anticuerpos bactericidas heterélogos:
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100 gms de peso humedo de células fueron suspendidos, a un
volumen de cinco veces el peso hamedo, con 10 mM de HEPES-
NaOH, pH 7,4, 1 mM de Na2EDTA y lisado al pasar a través de
un equipo microfluidizador 110Y con una céamara a ~18000 psi.
El.lisado de célula fue clarificado y la cubierta de célula
aislada mediante centrifugacién a 300000 x g durante 1 hora a
10° C. La cubierta de la célula fue lavada 2X con el mismo
amortiguador mediante suspensién con un homogenizador seguido
por centrifugacién como se hizo anteriormente. Las cubiertas
de célula fueron entonces extraidas con 320 mL de 1% (p/v) de
Triton X-100 en 10 mM de HEPES-NaOH, pH 7,4, 1 mM de MgCl.,.
Con referencia a la Tabla 3 de adelante, los resultados de la
exéraccién de detergente diferencial secuencial que utiliza
Triton X-100 y Zwittergent 3-14 seguido por inmunizacidédn de
ratén, nos permitieron determinar que los extractos de Triton
extrajeron éptimamente el o los candidatos de interés. Este
extracto de Triton X-100, que elicita respuesta de anticuerpo
bactericida contra 4 de cinco cepas listadas en la Tabla III,
fue entonces fracciocnade mediante enfoque isoeléctrico
preparativo (IEF) en una unidad BioRad Rotophor. Las
coﬂéentraciones de amfolito fueron 1% pH 3-10 mezcladas con
1% pH 4-6. Como se muestra en la Tabla III, varias fracciones
fueron encontradas por elicitar una respuesta bactericida
heterdédloga. Las fracciones obtenidas de IEF, que se enfocaron

en el rango de pH de 5,5-7,8, elicitaron una respuesta
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heterdloga en la mayoria de las cepas seqgin se determiné por
ensayo bactericida. Las fracciones IEF agrupadas fueron
coqcentradas y los amfolitos removidos mediante precipitacién
de etanol. Una purificacién adicional se logré al adsorber
algunas de las proteinas obtenidas en el rango de pH de
aproximadamente 5,5-7,8 sobre una columna de intercambio de
anién y comparar la actividad bactericida obtenida después de
inmunizar ratones con las proteinas adsorbidas y no
adsorbidas. Con referencia de nuevo a la Tabla II, aunque
muchas proteinas fueron adsorbidas a la resina de intercambio
de anién, las proteinas que no fueron adsorbidas por la

columna elicitaron mis anticuerpos bactericidas heterélogos.

TABLA III
Cepa Cbjetivo BCsy
Método Fraccioén H44/76 | 880049 H355 539+ M982
LOS- sOMPs 1000 215 450 NC 50
agotado
Detergente Extracto 200 NT NT NT NT
Extracciones Citopldsmico
TX-100 >800 >800 >800 >800 <25
Zwittergente 3-12 400 »25 100 400 <25
Zwittergente 3-14 <25 NT NT NT NT
Zw.3-14+NaCl <25 NT NT NT NT
Sarcosil <25 NT NT NT NT
Zw.3-14+calor <25 NT NT NT NT
Preparativo | Fracciones 1-3 50 NT NT NT NT
IEF (pH 2,3-3,9)
Fraccién 4 >800 <25 100 <25 NT
(pH 4,1)
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Fraccién 5 >800 €25 100 200 NT
(pH 4,3)
Fraccién 6 400 NT NT NT NT
{pH 4,5)
Fracelién 7 <25 NT NT NT NT
{pH 4,8)
Fracclones 8-9 <25 NT NT NT NT
(pH 5,0-5,3)
Fracclones 10-17 >800 200 <800 <B00 NT
{pH 5,5-7,8)
Intercambio Adsorbido 400 NT 100 100 NT
de Anién No adsorbido >6400 NT <800 <800 NT

NT: no ensayado

*El aislado 539 clinico es una cepa hombéloga a 8529, aislado

del mismo foco.

Como sSe muestra en la FIG. 1A, dos proteinas mayores
estuvieron presentes en la fraccién no adsorbida como se
determindé por SDS-PAGE. Para identificar estas proteinas, se
desarrollaron dos tipos de andlisis. Un andlisis fue
desarrollar la degradacidén proteolitica limitada (ver FIG.
1A, y FIG. 1B) seguido por aislamiento y secuenciacién de
proteina directa. El otro andlisis fue desarrollar el SDS-
PAGE seguido por excisién de gel, dgestiédn proteolitica, y
LC-MS/MS (Espectrometria de Masa en té&ndem con Cromatografia
Liquida), (ver FIG. 3) para obtener informacién de espectro
de masa en los componentes de las preparaciones de interés.
{(ver métodos de secuenciacién y mapeo de péptido descrito

después en esta seccién).
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Se analizé la secuencia genémica A. Sanger de N. meningitidis
utilizando los métodos y algoritmos descritos en Zagursky y
Russell, 2001, BioTechniques, 31: 636-659. Este andlisis
mineral produjo mids de 12000 Marcos de Lectura Abierta (ORF)
posibles). Los datos de secuencia directa y los datos de
espectro de masa descritos anteriormente indican que los
componentes mayores de la fraccién no adsorbida fueron los
productos de varios ORF presentes en un andlisis de base de
datos Sanger. Las tres proteinas predominantes identificadas
por esta metodologia corresponden a ORF 4431, 5163 y 2086,

(ver FIG. 1B y 3).

Aunque el ORF 4431 fue 1la proteina predominante mas
identificada en las fracciones, los anticuerpos de ratén para
4431 1lipidado recombinante no fueron bactericidas y no
suministraron una respuesta protectora en un modelo animal.

Andlisis adicional del ORF 5163 esta en progreso.

El segundo componente mas predominante de las preparaciones

descritas aqui corresponde al producto de ORF 2086.

Métodos de Inmunogenicidad:

Preparacién de antisuero:

A
]
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Excepto donde se anote, las vacunas/composiciones de proteina
se formularon con 25 ug de proteina total y se adyuvaron con

20 pug de QS-21. Se administrdé una dosis de 0,2 mL mediante
inyeccién subcutdnea (cadera) a ratones Swiss-Webster de 6-8
semanas de edad en la semana 0 y 4., Se recolectaron muestras

de sangre en la semana 0 y 4, y un sangrado se ejecutd en la

semana b.

Ensayo bactericida:

Ensayos bactericidas se desarrollaron esencialmente como se
describe (ver Mountzouros y Howell, 2000, J. Cliln.
MIcrobiocl. 38(8): 2878-2884). Titulos bactericidas
dependientes de anticuerpo mediado por complemento para el
SBA se expresaron como el reciproco de la dilucién mayor del
suero de ensayoc que maté 250% de 1las células objetivo

introducidas en los ensayos (titulo BCsp).

Métodos utilixzados para identificar la proteina 2086:
Clivaje da Bromuroc de Cianégeno y secuanciacién directa ds

fragmentos:

Clivaje de Bromuro de Ciandgeno de Fraccién No Adsorbida de
Infércambio de Anién (AEUF). Se precipité AEUF con 90% de

etanol frio y se solubilizé6 con 100 mg/ml de bromuro de

3B



WO 2004/094596 146 PCT/US2004/011901

ciandégeno en 70% de &cido férmico para una concentracién de
proteina de 1 mg/mL. La reaccidn se desarrolld$ durante la
noche a temperatura ambiente en la oscuridad. Los productos
clivados fueron secados mediante vacic rapido, y la pastilla
se solubilizé con TX-100 reducido con HE/0,1%. SDS-PAGE
seguido por secuenciacién de aminodcido N-terminal se utilizé

para identificar los componentes de esta fraccién.

Secuenciacién de digestién de proteasa/fase inversa/N-

terminal para identificar componentes:

Se digirié AEUF con GluC (V8), LysC o ArgC. La proporcién de
proteina a enzima fue de 30 pg de proteina a 1 ug de enzima.

La digestidén se llevé a cabo a 37° C durante la noche. La

mezcla de proteina digerida (30 pg) se pasd sobre una columna
de 7 micrones de Aquapore RF-300 y se eluydé con un gradiente
de 10-95% de acetonitrilo en 0,1% de Acido trifl;oroacético,
Yy los picos se recolectaron manualmente. También se ejecuté
un ensayo en blanco sin proteina, y los picos de este se
sustrajeron del cromatograma de la muestra. Los picos que
solo ocurren en la ejecucién de las muestras fueron
analizados mediante espectrémetro de masa, y aquellas
muestras que dieron una masa clara fueron analizadas para

secuenciacién de amino&cido N-terminal.
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Sacuenciacién de aminoécido N-terminal:

Para bandas escindidas de una mancha, la muestra de proteina
se transfirié desde un gel SDS a una membrana PVDF, tefiida
con Negro Amido (10% de acido acético, 0,1% de Negro Amido en
agua desionizada) y desteflido en 10% de &Acido acético. La
banda de proteina deseada es luego escindida de todas las
diez lineas utilizando un escalpelo limpiado con metanol o
cuchillo mini—Exac-to y colocado en la regién de cartucho del
Secuenciador de Proteina 477A de Applied Biosystems. Para
secuenciamiento directo de 1las muestras en solucién, el

cartucho Prosorb se ensambla y luegqo el PVDF se humedece con
60 pL de metanol. E1 PVDF se enjuaga con 50 pL de agua
desionizada y la muestra {50 uL) se carga al PVDF. Después se

utiliza 50 uL. de agua desionizada para enjuagar la mezcla, el
PVDF Prosorb es sacado, y colocado en el cartucho de reaccién
dél Secuenciador de Proteina 447A de Applied Biosystems. Para
ambos métodos, el Secuenciador N-Terminal de Applied
Biosystems se ejecuta luego bajo condiciones de mancha
éptimas para 12 o mas ciclos (1 Blanco de ciclo, 1 cicleo
Estandar, y 10 o mas ciclos para identificacién de residuos
deseados) y la deteccidén de aminodcido PTH se hace en el
An;lizador PTH 120A de Applied Biosystems. Los ciclos se
recolectan en una grabadora de diagramas andlogos y

digitalmente por via de software de instrumentos. La
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asignacién de aminodcidos se hace utilizando 1los datos
andlogos y digitales mediante comparacién con un conjunto
estdndar de aminoacidos PHT y sus respectivos tiempos de
retencién en el analizador (los residuos de cisteina se
destruyen durante la conversién y no se detectan). La
inﬁormacién de secuencia miltiple se puede obtener desde un
residuo simple y primario versus asignaciones secundarias que

se hacen basados en la intensidad de sefial.

LC-M8/MS

Las muestras de proteina purificadas por IEF fueron
adicionalmente analizadas mediante electroforesis de gel de
po;iacrilamida SDS. Las proteinas se visualizaron mediante
tefiido azul Coomaasie, y bandas de interés fueron escindidas
manualmente, luego reducidas, alquilatadas y digeridas con
tripsina (Promega, Madison, WI) in situ utilizando un robot
de digestién triptico en gel automatizado (1). Después de
digestién, los extractos de péptido se concentraron hasta un
volumen final de 10-20 uL utilizando un Savant Speed Vac

Concentrador (ThermoQuest, Holdbrook, NY).

Se analizaron los extractos de péptidos en HPLC de fase
inversa de microelectrorociado automatizado. En resumen, la

interfaz de microelectrorociado consistié de una aguja de

1.
S\
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rociado de silice fusionada con Picofrit, 50 cm de longitud
por 75 um ID, B um de diametro de orificio (New Objective,
Cambridge, MA) empacado con gotas de fase inversa Cl8 de 10
um (YMC, Wilmington, NC) a una longitud de 10 cm. La aguja
Picofrit se monté en un soporte oOptico de fibra (Melles
Griot, Irving, CA) mantenido en su posicién base en el frente
del detector de espectrémetrc de masa. La parte trasera de la
columna fue sondeada a través de una unién de titanio para
suministrar una conexién eléctrica para la interfaz de
electrorociado. ILa unién se conecté con una longitud de
tuberia (FSC) de capilaridad de silica fusionada a un
automuestreador FAMOS (LC_ Packings, San Francisco, CA) que se
conecté a una bomba de solvente de HPLC (ABI 140C, Perkin-
Elmer, Norwalk, CT). La bomba de solvente HPLC suministra un
flujo de S0 uL/min que se reduce a 250 nL/min utilizando una
tuberia de divisién en T de microajuste PEEK (Upchurch
Scientific, Oak Harbor, WA), y luego administrado a un
automuestreador que utiliza una linea de transferencia FSC.
La bomba IC y el automuestreador fueron cada uno controlados
utilizando sus programas de usuario internos. Las muestras se

insertaron en frascos del utomuestreador pléstico, sellados,

e inyectados utilizando una argella de muestra de 5 puL.
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(5

Espectrometria de masa-HPLC de microcapilaridad

Péptidos extraidos de digestiones en gel se separaron
mediante el sistema HPLC de microelectrorociado que utiliza
un .gradiente de 50 minutos de 0-50% de solvente B (A:0,1M
HoAc, B:90% MeCN/0,1M HoAc). Los andlisis de péptido fueron
hechos sobre un espectrémetro de masa de trampa de ién
Finnigan LCQ (ThermoQuest, San Jose, CA) que opera en un
voltaje de rociado de 1,5 kV, y utiliza una temperatura de
capilar calentado de 150° C. Los datos se adquirieron en el
modo MS/MS automatizado que utiliza el software de
adquisicién de datos suministrado con el instrumento. El
método de adquisiciébn incluye 1 MS de exploracién (375-1200
m/z) seguido por exploraciones MS/MS de los 3 mAs altos iones
abundantes en la exploracién MS. Las funciones de exclusién
de isétopo y exclusién dindmica se emplearon para incrementar
el numero de jiones de péptido que se analizaron (ajustes: 3
amu=ancho de exclusidén, 3 min=duracién de exclusidén, 30
segs=duracién de pre-exclusién, 3 amu=amplitud de exclusidn
del isétopo}. El an4dlisis automatizado de los datos MS/MS se
desarrolld utilizando el algoritmo de computador SEQUEST
incorporado dentro del paquete de andlisis de datos Finnigan
Bioworks (ThermoQuest, San Jose, CA) que utiliza la base de

datos de proteinas derivadas del genoma completo de N.
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meningitidis (de Sanger). Los resultados del estudio se

ilustran en la FIG. 3.

Ejemplo 2
Clonacién da P2086 Lipidado Racombinante (rLP2086)

A.) Secuencia lLidesr Nativa:

Materiales de Fuente:

El gen ORF 2086 se amplificé mediante PCR a partir de un
aislado de una cepa de serogrupo B Neisseria meningitidis
designada 8529. El serogrupo, el serotipo y el serosubtipo de
esta cepa se muestran en paréntesis; 8529 (B:15, Pl:7b,3).
Esta c¢epa meningococal se recibidé del RIVM, Bilthoven,
Holanda. La secuencia de gen de proteina 2086 madura de la
cepa meningococal 8529 se suministra aqui como la ID DE SEC

NO: 212.
Estrategia de Clonaciédn y Amplificacién PCR:

Una inspeccién visual del ORF 2086 indica que este gen tiene
una secuencia de seflal de lipoproteina potencial. Analisis
adicional que utiliza un algoritmo de Lipoproteina. Modelo
Hidden Harkov propietario confirma gque el ORF2086 contiene
una secuencia de seflal de lipoproteina. Con el fin de

expresar recombinantemente el P2086 en una conformacién
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similar a la nativa, los cebadores de oligonucledétido se
diseflaron para amplificar la longitud completa del gen con la
secuencia de seflal de lipoproteina intacta y se basdé en un
andlisis de la secuencia Sanger para N. meningitidis A
ORF2086, _(cebador 5’ - CT ATT CTG CAT ATG ACT AGG AGC y
cebador 3’ - GCGC GGATCC TTA CTG CTT GGC GGC AAG ACC), que
son la ID DE SEC NO: 304 (compuesto No. 4624) e ID DE SEC NO:
303 (compuesto No. 4623), respectivamente (ver también Tabla
IV aqui). El1 gen 2086 se amplificé mediante reaccién de
cadena de polimerasa (PCR){ciclizador térmico ABI 2400,
Applied Biosystems, Foster City, CA] de la cepa 8529 N.
meningitidis. El producto amplificado de tamafic correcto se
ligé y cloné en PCR 2.1-TOPO (Invitrogen). E1l ADN de plésmido
se digiridé con restricciédn con NdeI y BamHI, purificado con

gel y ligado en el vector pET-27b(+) (Novagen).

Los cebadores de oligonucleétido descritos aqui, se
sintetizaron en un sintetizador de ocligionucledétido
PerSeptive Biosystems, Applied Biosystems, Foster City, CAa,
que utiliza quimica p-Ciancetilfosforamidita, Applied
Biosystems, Foster City CA. Los cebadores utilizados para
amplificacién PCR de las familias de gen ORF20B6 se listan en

la Tabla IV, que muestra ejemplos no limitantes de cebadores

de la presente invencién.
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TABLA IV: CEBADORES

ID DE 8EC NO. Cabador Secusncia Sitios da
{Compusato No) reatriccibén

303 Inverso | GCGCGGATCCTTACTGCTTGGCGGCAAGA BamHI
(4623) cC

304 Delantero | CTATTCTGCATATGACTAGGAGC NdeI
(4624)

305 Delantero | AGCAGCGGAGGCGGCGGTGTC
(4625)

306 Delantero | TGCCGATGCACTAACCGCACC
(5005)

307 Inverso | CGTTTCGCAACCATCTTCCCG
(5007)
308 Inverso | GAGATCTCACTCACTCATTACTGCTTGGC BglII
(5135) GGCARGACCGATATG

309 Delantero | GCGGATCCAGCGGAGGGGGTGGTGTCGCC BamHI
(5658)

310 Inverso | GCGCATGCTTACTGCTTGGCGGCAAGACC SphI
(5660) GATATG

311 Delantero | GCGGATCCAGCGGAGGCGGCGGAAGC BamHI
(6385)

312 Delantero | GCGCAGATCTCATATGAGCAGCGGAGGGG | BglII y
(6406) GTGGTGTCGCCGCCGAYATWGGTGCGGGG Ndel

CTTGCCG

313 Delantero | CTATTCTGCGTATGACTAG
{6470)

314 Inverso GTCCGAACGGTAAATTATCGTG
(6472)

315 Delantero | GCGGATCCAGCGGAGGCGGCGGTGTCGCC BamHI
(6473)

316 Delantero | GAGATCTCATATGAGCAGCGGAGGCGGCG | BglII y
(6474) GAAGC NdelI

317 Delantero | GACAGCCTGATAAACC

(6495)

N
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318 Inverso GATGCCGATTTCGTGAACC
.(6496)

319 Inverso GCGCATGCCTACTGTTTGCCGGCGATG Sphl
{6543)

320 Inverso GAGATCTCACTCACTCACTACTGTTTGCC BglII
(6605) GGCGATGCCGATTTC

321 Delantero | GCGCAGATCTCATATGAGCAGCGGAGGCG BglII y
{6721) GCGGAAGCGGAGGCGGCGGTGTCACCGCC NdeI

GACATAGGCACG

Expresién de lipoproteina rLP2086 que utilixza secuencia lider

nativa:

Con referncia a 1la FIG. 5, el plasmido pPX7340 se
transformé/transfecté o infecto dentro células huésped
BLR(DE3) pLysS (Life Sciences). Se selecciondé un

transformante e inoculdé en 50 mL de Terrific Broth que

contiene 2% de glucosa, canamicina (30 pg/mL), cloramfenicol

(30 pg/mL), y tetraciclina (12 pg/mL). El1 OD600 para el
cultivo durante la noche fue de 6,0. El1 cultivo se diluyd
durante la noche en 1 litro de Terrific Broth con 1% de
glicerol y los mismos antibidéticos. El OD600 de partida fue
0,4. Después de 2 horas el OD600 fue de 1,6 y la muestra pre-
inducida se tomé. Las células equivalentes a un O0OD600=1 se

centrifugaron y el supernadante se removié. La pastilla de

célula completa fue resuspendida en 150 uL de amortiguador

ay
(\(\
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Tris-EDTA y 150 uL de amortiguador de muestra 2x SDS-PAGE. Se
agregdé IPTG a una concentracién final de 1 mM. Después de 3,5
horas una muestra post-inducida se tomé como se describe y

analiza en SDS-PAGE (ver FIG. 4).

Purificacién de rLP2086:

Se solubilizé rLP2086 de E. coli siguiendo la extraccién de
detergente diferencial. A diferencia del P2086 en su ambiente
native, el rLP2086 no fue solubilizado significativamente
mediante el Triton X-100 o el Zwittergente 3-12. La masa del
rLP2086 se solubilizé con sarcosil, gque indica que este
interactia con componentes de membrana exterior de E. coli en
forma diferente en que esta lo hace en N. meningitidis. Una
vez solubilizado el rLP2086 se purificé de forma similar a la
proteina nativa en que muchas de las proteinas E. coli
contaminantes puedan ser removidas mediante adsorcién a una
resina de intercambio de anién en pH 8. A pesar de ser mayor
que una mitad de una unidad de pH sobre su plI tebérico, el
rLP2086 se mantuvo no adsorbido a pH 8. AdemAs se alcanzé la
purificacién mediante la adsorcién del rLP2086 a una resina

de intercambio de catién en pH 4,5.

La homogeneidad del rILP2086 se muestra en la FIG. 2 luego de

SDS-PAGE. La masa del rLP2086 se determindé mediante andlisis
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de espectro de masa de MALDI-TOF para ser 27,836. Esta masa
difiere de la masa tedérica de 27,100 por 736, que aproxima la
masa de la modificacién del 1lipido N-terminal comin a las
lipoproteinas bacteriales. Ambos los nativos y el rLP2086
parecen ser lipoproteinas de membrana exterior. Intentos con
secuenciacién N-terminal se bloquearon y esto es consistente

con la modificacién terminal.

Métodos de Purificaocidn:

Pastillas congeladas de células BLR DE3 pLysS que expresan
P20B6 se reesuspendieron en 10 mM de inhibidor de proteasa
Peflaboc SC HEPES-NaOH/1 mM EDTA/1 upg/mL {(Roche) pH 7,4 (HEP)
en 20 mL/g de peso celular himedo y lisado medianto mediante
microfluidizador (Microfluidics Corporation Model 110Y). El
lisato celular se centrifugé a 150000 x g durante una hora.
La pastilla se lavd dos veces con HEP y se centrifugd dos
veces, y la pastilla de membrana resultante se congeld
durante la necche. La pastilla se solubilizé con 10 mM HEPES-
NaOH/1 mM MgCl2/1%TX-100 pH 7,4 durante 30 minutos, sequido
por centrifugacién a 150000 x g durante 30 minutos. Esto se
repitié tres veces. La pastilla de membrana se lavd como se
mencioné anteriormente dos veces con 50 mM de Tris-HC1l/5 mM
EDTA/1% Zwittergente 3-12 pH 8, seguido por dos lavadas cada

una de 50 mM Tris-HC1/5 mM EDTA/1% Zwittergente 3-14 pH 8 y

s34
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50 mM de Tris-HCl1l/5 mM EDTA/1% 2Zwittergente 3-14/0,5 M de

NaCl pH 8.

El rLP2086 luego se solubilizdé con 50 mM de Tris-HC1/5 mM
EDTA/1% sarcosil pH 8. Este extracto de sarcosil se ajustd a
1% de Zwittergente 3-14 (Z3-14) y se dializd contra un exceso
de 30 veces de 50 mM Tris~HC1l/5 mM EDTA/1% 23-14. El extracto
rLP2086 dializado se precipité con 90% de etanol para remover
el sarcosil restante, y se solubilizd con 50 mM de Tris-HC1/5
mM EDTA/1% Z3-14 pH 8 (TEZ). El material insoluble se removid
mediante centrifugacién, el supernadante se pasé sobre una
columna de cromatografia de intercambio de anién, y el
rLP2086 se recolectd en la fraccién no unida. El material no
unido fue luego dializado dos veces contra un exceso de 30
veces de 25 mM de NaAc/l1l% z3-14 pH 4,5, y pasado sobre una
columna de cromatografia de intercambio de catién. E1 rLP2086
se eluyd con un gradiente de 0-0,3M de NaCl y se analilzé por
SDS-PAGE (tefiido Coomassie). La fuente rLP2086 se determiné

para ser 84% puro mediante densitometria laser.

Actividad Bactericida y Resctividad de Superficie de

Antisuero para la Subfamilia B dea rLP2086

Con referencia a la Tabla VII, el antisuero para rLP2086

purificado de la cepa 8529 de Subfamilia B. demoostré la
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reactividad de 1la superficie a todas las diez cepas de
Subfamilia B 2086 ensayadas para el ELISA de célula completo.
La actividad bactericida se detectd contra nueve de las diez
cepas de Subfamilia B 2086 que expresan antigenos de
serosubtipo heterélogo, PorAs. Estas cepas son
representativas de las cepas que originan la enfermedad
meAingococal de serogrupo B a través del oeste de Europa, las
Américas, Australia, y Nueva Zelanda. La cepa sola que no fue
muerta por el ensayo bactericida, 870227, reacciond
fuertemente con el suerc anti-rLP2086 (Subfamilis B) mediante
el ELISA de célula completo, lo que indica que esta cepa

expresa una proteina con epitopes en comin para P2086.

Las cepas de Subfamilia A 2086 en la Tabla VII, también
fuéron ensayadas para reactividad de superficie mediante el
ELISA de célula completo. Dos de las tres de estas cepas
parecieron tener un muy bajo nivel de reactividad, lo que
indica que algunas de las cepas de Subfamilia A 2086 pueden
no ser reactivas cruzadas con anticuerpos elevados a la
Subfamilia B rLP2086. El procedimiento de amplificacién del
PCR utilizado para identificar el gen de la Subfamilia B 2086
de la cepa 8529 también se desarrollé en las cepas 870446,
NMQ y 6557. No se detectd producto amplificado PCR de

Subfamilia B 2086.
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Métodos de Inmunogenicidad:

Praparaciédn de antisuero:

Se formularon vacunas como se describi$é previamente en el

Ejemplo 1. Sin embargo se utilizé una dosis de 10 pg.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enxima celular completa

(ELISA) :

Las suspensiones celulares completas de N. meningitidis se
diluyeron a una densidad éptica de 0,1 a 620 nm en 0,01M de
Fosfato estéril, 0,137M de NaCl, 0,002M de KC1l (PBS). De esta
suspensién, se agregaron 0,1 mL a cada pozo de placas de 96
po?oa Nunc Bac T (Cat#2-69620). Las células se secaron sobre
placas a temperatura ambiente durante tres dias, luego se
taparon, se invirtieron y almacenaron a 4° C. Las placas
fueron lavadas tres veces con amortiguador (0,01M Tris-HCl,
0,139 NaCl/KCl, 0,1% dodecilpoli(oxietilerenoglicoleter),
n=23 (Brij-35®, disponible de ICI Americas, Inc., wilmington,
Delaware), pH 7,0-7,4). Las diluciones de antisuero se
prepararon en PBS, 0,05% de Tween-20/Azida y 0,1 mL se
tr;nsfirieron a las placas cubiertas. Las placas se incubaron
durante dos horas a 37° C. Las placas fueron lavadas tres
veces en amortiguador de lavado. Se diluyé IgG AP cabra-anti-

ratén (Southern Biotech) a 1:1500 en PBS/0,05% Tween-20, 0,1

7 -
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mL se agregdé a cada pozo, y las placas se incubaron a 37° C
durante dos horas. Las placas se lavaron (como se mencioné
anteriormente). La solucién de sustrato se preparé al diluir
fosfato p-nitrofenilo (Sigma) en 1M de dietanolamina/0,5 mM
de -MgCl, a 1 mg/mL. Se agregd sustrato a la placa a 0,1 mL
por poz2o y se incubd a temperatura ambiente durante una hora.
La reaccién se detuvo con 50 plL/pozo de 3N de NaOH y las

placas se leyeron a 405 nm con 690 nm de referencia.

B.) Secuencia Lider P4:

Estrategia de Clonacidén y Amplificaciédn PCR:

Con el fin de optimizar la expresién rLP208B6, el gen 2086 se
clondé detrds de la secuencia de sefial P4 del no tipificable
Haemophilus influenzae (Green et al., 1991). Los cebadores
utilizados para clonacién de lipoproteina se listan en la
Tabla IV y se identifican mediante los ntmeros de compuestos:
5658, 5660, 6473, 6543 y 6385. El ORF 2086 se amplificé de la
cepa B 8529 de N. meningitidis utilizando cebadores con los
siguientes numeros de compuesto 5658 y 5660. El1 ORF 2086 se
amplificé de 1la cepa CDC1573 del serogrupo B de N.
meningitidis utilizando cebadores con los siguientes ntmeros
de compuesto 6385 y 5660. El1 ORF 2086 se amplificé de la cepa
2996 del serogrupo B de N. Meningitidis utilizando cebadores

con los siguientes nimeros de compuesto 6473 y 6543. Los

543
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cebadores N-terminal (5’') se diseflaron para ser homblogos a
la regién madura del gen 2086 (iniciando en el residuo de
serina en la posicién de aminodcido 3 solo corriente debajo
de .1a cisteina). El1 sitio de restriccién BamHI (GGATTC) se
incorpordé dentro del extremo 5’ de cada cebador N-terminal y
resulté en la insercién de un residuo glicina en la proteina
madura en la posicién de aminodcido 2. Los cebadores C-
terminal (3’) se diseflaron para ser homélogos al extremo C-
terminal del gen 2086 y se incluy® el codén de Parada asi
como también un sitio Sphl para propdésitos de clonacién. El1
fragmento amplificado de cada cepa B de N. meningitidis se
cloné en un vector intermedio y se selecciond mediante

andlisis de secuencia.

El plasmido de ADN de los clones correctos fue digerido con
enzimas de restriccién BamHI y Sphl (New England Biolabs,
(NEB)). Se escogi® un vector diseflado pLP339 (suministrado
por el cesionario del solicitante) comoc el vector de
expresién. Este vector utiliza 1la estructura pBAD18-Cm
(Beckwith et al., 1995) y contiene la secuencia de seflal de
lipoproteina y el gen P4 del Haemophilus influenzae no
tipificable (Green et al., 1991). Se digirié parcialmente el
vector pLP339 con la enzima de restricciédn BamHI y luego se
sometid a digestié SphI. Los fragmentos amplificados 2086

(BamHi/SphI) fueron cada uno ligados por separado en el

32y
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vector pLP339 (BamHI/Sphl parcial). Esta estrategia de
clonacién coloca el gen 2086 maduro detras de la secuencia de
sefial de lipoproteina P4. El sitio BamHI restante en la unién
de.clonacién entre la secuencia de sefial P4 y el gen 2086
{(ver la construccidén de plasmidos mostrada en la FIG. 7). El
siguiente es un ejemplo de la secuencia en la unidén de

clonacién BamHI:

[secuencia de serfial P4]- TGT GGA TCC -[secuencia de &cido
nucleico maduro 2086 restante]
[secuencia de sefial P4]- Cys Gly Ser -[secuencia de A&cido

nucleico maduro 2086 restante]

Con referencia a la FIG. 7, cada fragmento amplificado fue
clonado en un vector pBADl18-Cm modificado que contiene la
secuencia lider P4. La fermentacidén fue desarrollada en BLR
pPX7343 de E. coli recombinante que expresa rP4ALP2086 (2086
lipidado de P4 recombinante) para tratar de incrementar la
densidad celular al agregar glucosa adicional. El1l fermentador
se.llené con 10 L de medio Minimo M9 completo, de acuerdo con

Sambrook, complementado con 1% de glucosa.

La concentracién inicial de la glucosa en el fermentador fue

de 45 g/L. El fermentador se inoculd para un OD inicial de

~0,25. En ~0D 25, se agregé 20g/L de glucosa adicional. El
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cultivo fue inducido con 1% de arabinosa en agotamiento de
glucosa en OD 63,4. La fermentacién continué hasta ﬁ horas
deépués de induccién. Las muestras se gquardaron a t=0, 1, 2,
3 post induccién y la proteina cuantificada utilizando BSA.
En t=3, el rendimiento de la proteina es ~0,35 g/L, y 7% de
proteina celular total. Un total de 895 gramos de pasta

celular himeda fue cultivado de ~10 L de cultivo.

La purificacién del rP4ALP2086 se desarrolld al utilizar los
mismos métodos como se describieron anteriormente en el

Ejemplo 2, seccidén A.

Ejemplo 3

Desarrollo Genético Para la Proteina 2086 Madura No-lipidada:

Para evaluacién adicional de la inmunogenicidad de 1la
proteina 2086, se desarrolldé la expresidn y clonacién de la

forma no lipidada del P2086.

Amplificacién de gen PCR del ORF 2086:

Los oligonuclebétidos utilizados para la amplificacién PCR del
gen 2086 no lipidado se listan en la tabla de cebadores,
Tabla IV. El gen 2086 de la cepa 8529 se puede amplificar con

los cebadores identificados por los ntmeros de compuestos

32¢
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5135 y 6406 (ID DE SEC NO: 308 y 312, respectivamente), como
se indica en la tabla. El gen 2086 de la cepa CDC1573 puede
ser amplificado con 1los cebadores identificados por los
nimeros de compuestos 5135 y 6474 (ID DE SEC NO: 308 y 316,
respectivamente). El1 gen 2086 de la cepa 2996 puede ser
amplificado con los cebadores identificados por los niimeros
de compuestos 6406 y 6605 (ID DE SEC NO: 312 y 320,

respectivamente) .

Las caracteristicas de estos cebadores incluyen, un sitio de
restriccién BglII sintético en cada cebador, un sitio de
restriccién Ndel sintético en nimeros de compuestos 6406 vy
6474 y codones de terminacién en todos los tres marcos de
lectura que estin presentes en los nimeros de compuestos 5135
y 6605. Los numeros de cebadores 6406 y 6474 amplifican el
gen 2086 con un ATG(Met) fusionado al sequndo codén terminal
amino (ACG) que representa una sustitucidin de aminodcido

sencilla (reemplaza TGC Cys) del polipéptido 2086 maduro.

El vector de clonacién PCR era TOPO-PCR2.1, Invitrogen,

Valencia, CA.

El vector utilizado para expresar 1la proteina 2086 no

lipidada era pET9%a de Novagen, Madison, WI.
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La cepa de clonacién E. coli era Topl0, Invitrogen, Carlsbad,

CAI

La cepa de expresién E. Coli era BLR(DE3)pLysS, Novagen,

Madison, WI.

El medio de cutivo para propésitos de clonacién era Terrific
Broth liquidoc o agar, de acuerdo con Sambrook et al., con 1%
de 'gluccosa estéril sustituida para glicerol, y el antibidtico

apropiadeo (ampicilina o canamicina).

La purificacién del plésmido fue con el Kit Qiagen Spin

Miniprep (Valencia, CA).

Preparacién de la cepa de produccién o linea celular para la

expresién 2086 No-lipidada:

El gen 2086 se amplificd mediante reaccién de cadena de
polimerasa (PCR) [ciclizador térmico AmpliTaq y ABI 2400,
Appliled Biosystems, Foster City, CA] a partir de ADN
cromosomal derivado de la cepa meningococal 8529. 1IlLa
amplificacién PCR del gen 2086 utilizé dos cebadores de
oligonucleétido en cada reaccidén identificada por los nimeros
de compuestos 6474 y 5135 (ID DE SEC NO: 316 y 308,

respectivamente). E1 producto PCR 2086 amplificado fue
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clonado directamente en un vector de clonacién TOPO-PCR2.1 y

seleccinado en agar Terrific Broth complementado c¢on 100

pg/mL de ampicilina y 20 pug/mL X-Gal. Colonias blancas se
seleccionaron y crecieron. El ADN de pléasmido se prepara al
utilizar un Kit Qiagen Miniprep y los plésmidos fueron
seleccionados para la insercidén del fragmento PCR. Los
plidsmidos de inserto PCR se sometieron a secuenciacién de ADN
(quimica Big Dye en un secuenciador ABI377, Applied

Biosystems, Foster City, CA).

Los plasmidos que exhiben la secuencia de ADN correcta se
digerieron con la enzima de restricciédn BglII y el fragmento
BglII fue gel purificado utilizando un kit de purificacién
GeneClean II (Biol0l, Carlsbad, CA). El1 fragmento BglII
purificado se clondé en el sitio BamHI del vector de expresidn
pET9%9a. Los clones pETY%a/2086 se seleccionaron en placas
Terrific Broth complementadas con 30 ug/mL de canamicina. Los
clones resistentes a la canamicina crecieron y se prepardé ADN
de plasmido miniprep. Los plAsmidos fueron seleccionados para
la orientacién apropiada del gen 2086 en el sitio BamHI. Los
plasmidos orientados correctamente representan una fusién del
antigeno T7 para el terminal amino del gen 2086 (rP2086T7).
Estas fusiones de gen rP2086T7 se transformaron en
BLE(DE3)pLysS, seleccionado en placas Terrific Broth/Kan,

crecieron en Terrific Broth e inducidas para expresar 1la
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proteina de fusién rP2086T7 con 1 mM de IPTG (isopropil B-D-

tiogalactopiranosida). La proteina de fusién rP2086T7 se

expresd en altos niveles.

Estos pldsmidos de fusidén se sometieron luego a digestién de
restriccién Ndel, que elimina el antigeno T7 y liga el gen
2086 maduro directamente al ATG de partida suministrado por
el vector. Estos plasmidos eliminados NdeI se transformaron
en las células Topl0 y se selecclonan en placas Terrific
Broth/Kan. Los clones candidatos se cultivaron y se preparé
ADN de plasmido miniprep. El1 plasmido de ADN se sometid a
secuenciacién de ADN para confirmar la eliminacién y 1la
integridad de la secuencia del gen 2086. Estos plésmideos—se
representan por el mapa de pldsmido diseflado pPX7328 (FIG.
6) .- Los plasmidos que representan la secuencia de ADN
correcta se transformaron en BLR(DE3)pLysS, seleccionados en
placas Terrific Broth/Kan, se cultivaron en Terrific Broth y
se indujo para expresar la proteina 2086 con IPTG. El vector
PET%a fallé para expresar la proteina 2086 madura, en la cepa

BLR(DE3)pLysS, cuando se removid el T7-Tag.

Produccién de la proteina 2086 No-lipidada:

Los plasmidos de ADN purificado se wutilizaron para

transformar la expresién de la cepa BLR(DE3)pLysS. Las
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células de BLR(DE3)pLysS que llevan los plasmidos son
resistentes a la canamicina y se pueden inducir para expresar
altos niveles de proteina PorA mediante la adicién de 1 mM de
IPTG. La proteina de fusidén rP2086T7 se puede expresar como
cuerpos de inclusién insolubles en la BLR(ED3)pLysS de linea
celular E. coli en ~40% de proteina total. Esta proteina de
fusién purificada se utilizé para inmunizar ratones y los
niveles significativos generados de anticuerpos bactericidas

contra una cepa meningococal heterdéloga. (Ver Tabla V)

Mutagénesis de gen No-lipidado 2086:

La mutagénesis del cebador PCR se desarrolld en el extremo 5’
dey gen 2086. Los estudios de expresién estdn debajo de 1la
forma para determinar si el T7-Tag puede ser removido
mientras exhibe los altos niveles de expresidén del rP2086T7

maduro.

Purificacién de rP2086T7 No-lipidado:

Céllulas BLR(DE3)pLysS de E. coli que expresan rP2086T7 no-
1ipidado fueron lisadas mediante microfluidizador en 10 mM de
Hepes-NaOH/5 mM EDTA/1 mM Pefabloc SC pH 7,4. El lisato de
las células fue lueqgo centrifugado a 18000xg durante 30

minutos. La pastilla de cuerpo de inclusién fue lavada tres
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veces con 50 mM de Tris-HCl1l/5 mM EDTA/1% TritonX-100 pH B8
seguido por centrifugacién cada vez a 240000xg durante 30
minutos. La pastilla de cuerpo de inclusiédn fue luego lavada
dos veces con 50 mM de Tris-HC1l/5 mM EDTA/1% Zwittergente 3-
14 pH 8 seguido por centrifugacién cada vez a 24000xg durante
15- min. La pastilla de cuerpo de inclusién fue luego
solubilizada con 50 mM de Tris-HC1l/5 mM EDTA/4M de Urea pH 8
durante dos horas seguido de centrifugacién para remover el
material insoluble. El supernadante (rP2086T7 solubilizado)
fue dividido en cuatro muestras iguales. Una muestra se
ajusté a 50 mM de Tris-HCl/5 mM EDTA/250 mM NaCl/2M Urea pH 8
(sin detergente), se ajustdé una a 50 mM Tris-HCl/5 mM
EDTA/250 mM NaCl/2M Urea/l% Triton X-100 pH B8 (TX-100)
hidrogenado, una se ajustd a 50 mM de Tris-HCl/5 mM EDTA/250
mM NaCl/2M Urea/l1% Zwittergente 3-12 pH 8 (Z3-12), y una se
ajusté a 50 mM de Tris-HCl/5 mM EDTA/250 mM NaCl/2M Urea/1%
Zwittergente 3-14 pH 8 (23-14) utilizando soluciones de
depdésito. Para remover la tirea, sSe dializaron muestras para
complejacién contra el amortiquador respectivo que no
contiene Urea. Las muestras fueron 1luego dializadas para
terminar contra el respectivc amortiguador que no contiene
ﬁréa Yy 60 mM de NaCl para reducir la concentracién de NacCl.
El material insoluble se removié mediante centrifugacién a
2000xg por 15 minutos, y el supernadante resultante (rP2086T7

redoblado) wutilizado para experimentos adicionales. 1ILa
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homogeneidad del rP20B6T7 se encontré que es 91-95% como se
determiné al wutilizar el SDS-PAGE tefilido Coomassie vy

densitometria l&ser.

Procedimiento de Inmunogenicidad - Como se describié en el

Ejemplo 2

Esta proteina de fusidébn purificada fue wutilizada para
inmunizar ratones y niveles importantes generados de
anticuerpos Dbactericidas contra wuna cepa meningococal

heteréloga. (Ver Tabla V adelante):

" TABLA V:Titulos bactericidas de anticuerpos de ratén
elevados a rP2086T7

SUERO DE RATOM DESCRIPCION CEPA/HA4/76
HETEROLOGA
AF780 semana 6 R2086T7, 10 ug 3200
Semana 0 fuente Suero pre-inmune 10
AE203 semana 6 rLP2086, 10 ug 6400
(control positivo)*

(*suero de contrecl positivo generado mediante inmunizacién de

ratédn con rLP2086)

Ejemplo 4
Dasarrollo de Clones Quiméricos da ORF 2086
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La regién N-terminal del gen 2086 de 1la cepa CDC-1573
contiene un segmento repetido no presente en el gen 2086 de
las cepas 8529 y 2996 (ver FIG. B8). Parece que este segmento
repetido es responsable por los niveles incrementados de la
expresién de proteina recombinante 2086 de los dos sistemas
de expresién basados en E. coli (pET y pBAD). El nivel de
expresién de proteina recombinante del gen 2086 CDC-1573 fue
significativamente mejor en los sistemas de expresidén pET y
pPBAD segin sSe comparé con los niveles de expresién
recombinantes del gen 2086 con las cepas 8529 y 2996 que
utilizan los mismos sistemas. La regién N-terminal de gen
2086 de todas las tres cepas es relativamente homélogo,
excepto para su segmento repetido. Por lo tanto, es razonable
asumir que al fusionar el CDC-1573 N-terminal a los genes
2086 de las cepas 8529 y 2996, que los niveles de proteina
recombinante 2086 expresados de estos genes se incrementara

cuando se utilizan los sistemas pET y pBAD.

Métodos y Materiales:

El ADN cromosomal de las cepas B529 y 2996 se purificé y
utilizé como una plantilla para la amplificacién PCR del gen
quimérico 2086. Los cebadores PCR con los nameros de
compuesto 6721 y 5135 (ID DE SEC NO: 321 y 308,

respectivamente) se utilizaron para amplificar el gen
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quimérico 2086 de la cepa 8529 y los cebadores PCR con los
numeros de compuesto 6721 y 6605 (ID DE SEC NO: 321 y 320,
respectivamente} se utilizaron para amplificar el gen
quimérico 2086 de la cepa 2996. Los productos PCR se clonaron
directamente en el vector PCR2.1 TOPO de Invitrogen y luego
seleccionados mediante andlisis de secuencia de ADN para
identificar un gen quimérico 2086 intacto. Ese gen fue luego
clivado del vector PCR2.1 con BGlII y el fragmento BglII se
inserté dentro del sitio BamHI del plasmido pET9%a. Los
insertos de plasmido fueron seleccionados para la orientacién
apropiada y luego sometidos a una digestién NdeI. Los
fragmentos NdeIl lineales fueron autoligados para alcanzar la
eliminacién de un fragmento Ndel pequefio que contiene la
secuencia T7-Tag contribuida por el vector pET9a. Esta
eliminacién liga directamente el promotor T7 al extremo 5’
del gen quimérico 2086. El plasmido eliminado NdeI se
transformé en la cepa BL21(DE3) de E. coli y las colonias
resistentes a la canamicina se seleccionaron para expresioén

de proteina 2086 quimérica con inducciédn IPTG.

Estudios iniciales indican que el gen 2086 quimérico de la
cepa 2996 expresa cerca de dos veces por mucho la proteina
recombinante seglin se comparé con el gen 2996/2086 nativo
cuando sSe expresa en el sistema pET9a. El sistema pBAD no se

ha ensayado adn.
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Aunque solo un experimento se ha desarrollado, 1los datos
indican que existe una utilidad mejorada del gen 2086
quimérico. La generacién de fusiones CDC-1573 N-terminal a
los genes 2086 de las cepas 8529 y 2996 suministra expresién

de proteina 2086 recombinante mejorada.

EJEMPLO 5

Seleccién PCR 2086 de cepas N. meningitidis:

Con el fin de determinar la conservaciédn del gen 2086 entre
los aislados clinicos, la amplificacié4n PCR se desarrolld en

88 cepas de N. meningitidis.

La identificacidn PCR inicial del ORF 2086 utilizé cebadores
listados en la Tabla IV (ver Ejemplo 2 anterior) identificado
por los nimeros de compuesto: 4623, 4624 y 4625 (ID DE SEC
NO{ 303, 304 y 305, respectivamente). Estos cebadores fueron
diseflados basados en 1la secuencia de serogrupo A de N.
meningitidis de Sanger. Para facilitar la seleccién de un
gran nimero de cepas, cebadores internocs se diseflaron para el
gen 2086. Un total de 88 cepas de N. meningitidis fueron
seleccionadas mediante PCR con los cebadores 2086 internos
nuevamente diseflados identificados mediante los nimeros de

compuesto 5005 y 5007 (ID DE SEC NO: 306 y 307). Con estos
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cebadores los solicitantes fueron capaces de identificar el

gen 2086 de 63 de las 88 cepas de N. meningitidis (~70%) (ver

Tabla VI-A).

Las regiones circundantes expandidas al gen 20Bé en la
secuencia de serogrupo A de N. meningitidis de Sanger y la
secuencia de serogrupo B de N. meningitidis de TIGR se
examinaron y alinearon. Los cebadores fueron disefiados para
cor_responder a regiones corriente arriba y corriente abajo
del gen 2086. El1 propésito era utilizar estos cebadores para
amplificar mids de la longitud total de los genes 2086 de una
variedad de cepas de N. meningitidis para comparacién de
secuencia. La amplificacién PCR de una cepa (6557), que
utiliza nameros de Compuesto 6470 y 6472 (ID DE SEC NO: 313 y
314, respectivamente), resulta en una baja produccién de
producto. La cepa 6557 de producto amplificado fue clonada y
el ADN de pléasmido fue presentado para andlisis de secuencia.
Los resultados indican un tipo nuevo de gen 2086 con mayor
secuencia de variabilidad de lo que se ha visto previamente.
El gen 2086 de la cepa 6557 fue ~75% idéntico al nivel de
aminodcido a otras cepas secuenciadas. En forma interesante,
la cepa 6557 fue una del 30% de cepas que han sido

previamente ensayadas negativas por el PCR 2086 de seleccidén

descrito anteriormente.
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Lo# cebadores internos especificos a las regiones variables
C-terminal dentro de la cepa 6557 se diseflaron. Estos
cebadores se utlizaron para seleccionar el gen 2086 mas
variable en el ~30% de las cepas que han sido previamente
engsayadas negativas por la seleccidén PCR 2086. Todas la cepas
N. meningitidis disponibles (n=88) fueron seleccionadas
mediante PCR con estos cebadores 2086 internos nuevamente
identificados (identificados mediante los nGmeros de
compuesto 6495 y 6496; ID DE SEC NO: 159 y 160,
respectivamente). Solo el ~30% de cepas de N. meningitidis
que han sido previamente ensayadas negativas por PCR para
2086 fueron PCR positivas en esta seleccién. El1 conjunto de
genes amplificados de las cepas negativas PCR previas (~30%)
pueden representar un nuevo tipo de gen 2086 o una segqunda
familia de genes 2086 y aqui se desiga una Subfamilia A 2086.
El .conjunto de genes 2086 amplificado del ~70% de las cepas

con cebadores derivados de 8529 son designados aqui

Subfamilia B.

La Subfamilia A de genes 2086 se ejemplifica mediante las ID
DE SEC NOS: 1-173 numeradas impares 8in 1limitacién. 1La
Subfamilia B de genes 2086 se ejemplifica, sin limitacién,

mediante las ID DE SEC NOS: 175-251 numeradas impares.
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Las cepas de N. meningitidis que se utilizan para estudios de
amplificacién PCR fueron seleccionadas de las siquientes
tablas, Tabla VI-A y Tabla VI-B. Las cepas listadas en las
tablas se suministran como ejemplos de cepas de N.
meningitidis, sin limitacién. Las cepas listadas en la Tabla
VI-A se clasifican en Subfamilia A de proteina 2086 y las
cepas listadas en 1la Tabla VI-B se clasifican en la
Subfamilia B de proteina 2086. Las cepas listadas en cada
tabla se agrupan mediante serosubtipos. Las cepas estéan
disponibles de las siguientes cuatro fuentes como se indica
en la tabla: MPHL-Manchester Public Health Laboratory,
Manchester, UK; RIVM, Bilthoven, Holanda; Universidad de
Iowa, College of Medicine, Department of Microbiology, Iowa
City, 1IA; y Walter Reed Army Institute of Research,

Washington, D.C.

TABLA VI-A

Cepa Serosubtipo Fuenta
M97 251854 B:42, PI:4 MPHL
M97 250622 B:2b, PI:10 MPHL
M97 250572 B:2b, PI:10 MPHL,
MS7 250771 B:4z, PI:14 MPHL
MS7 250732 B:4z, PI:1l4 MPHL
M97 250809 B:15, PI:7,16 MPHL
MS7 252697 B:1, PI:6 MPHL
M97 252988 B:4, PI:6 MPHL
M97 252976 B:4, PI:6 MPHL
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M97 252153 B:4, PI:6 MPHL
M97 253248 B:15, PI:7,NT MPHL
CDC1610 P1:NT 4(15) CDC
CDC1521 P1.6,3 2b({(4) CDC
CDC1034 P1.7 4(15) CDbC
L8 P1.7,1 15(4) Walter Reed
CDC1492 P1.7,1 4(15) CcDC
870446 P1.12a,13 RIVM
CDC2369 P1.(9),14 CDC
6557 P1.(9),14 RIVM
2996 P1.5,2 RIVM
NmB P1.5,2 UIOWA
L3 P1.5,2 Walter Reed
B16B6 Pl1.5,2 RIVM
CDC1135 CDC
L5 P1.NT Walter Reed
L4 PI.21,16 Walter Reed
TABLA VI-B
Cepa Sexosubtipo Fuente
M98 250670 B:1, PI:4 MPHL
M98 2500214 B:1l, PI:4 MPHL
M97 253524 B:1, PI:4 MPHL
M97 252060 B:1, PI:4 MPHL
M97 251870 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251836 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251830 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251905 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251898 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251885 B:4z, PI:4 MPHL

US
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M97 251876 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251994 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251985 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251957 B:4z, PI:14 MPHL
M97 251926 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252045 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252038 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252026 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252010 B:4z, PI:4 MPHL
MS7 252098 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252083 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252078 B:4z, PI:4 MPHL
M98 250735 B:4z, PI:15 MPHL
M98 250797 B:4z, PI:15 MPHL
M98 250768 B:4z, PI:15 MPHL
M98 250716 B:2b, PI:10 MPHL
MS8 250699 B:4z, PI:10 MPHL
M98 250393 B:4z, PI:10 MPHL
M98 250173 B:4z, PI:10 MPHL
M97 253462 B:4z, PI:14 MPHL
M98 250762 B:15, PI:7,16 MPHL
M98 250610 B:15, PI:7,16 MPHL
M98 250626 B:15, PI:7,16 MPHL
M97 250571 B:15, PI:16 MPHL
M97 252097 B:15, PI:16 MPHL
M97 253092 B:1, PI:6 MPHL
M97 252029 B:15, PI:7, NT MPHL
M97 251875 B:15, PI:7, NT MPHL

CDC1127 PI.7,16 4(195) CDC

CDC982 PI.7,16 4(15) CDC

CDC1359 PI.7,16 4(15) CcpC

CDC798 PI.7,16 15(4) CcDnC
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CDC1078 PI.7,16 15(4) CDC
CDC1614 PI.7,16 15(4) CcpC
CDC1658 PI.7,16 15(4) cDC
H44 /76 PI.7,16 15(4) RIVM
CDC1985 P1.7,13 4(15) CDC

L6 P1.7,1 ?(4) Walter Reed
CDC1573 P1.7,1 4(15) CDC

L7 P1.7,(9),1 Walter Reed
CDC937 P1.7,3 CDC
B529 P1.7,3 RIVM
880049 Pl1l.7b, 4 RIVM
CDC2367 P1.15 4(15) CDC
H355 P1.19,15 RIVM
CDC1343 P1.14 4(15) CcDC
M982 P1.22,9% RIVM
870227 Pl.5¢c, 10 RIVM
B40 Pl.5¢,10 RIVM
5315 P1.5¢c,10 RIVM
CDCo83 P1.5,2 CDC
CDCB52 P1.5,2 CDC
6940 P1.18,25(6) RIVM

Otras cepas estdn facilmente disponibles como aislados de los

individuos infectados.

Ejemplo 6

Reactividad de antisuero rLP2086 contra cepas meningococal:

La siguiente tabla, la Tabla VII, muestra la capacidad de

proteccidén cruzada y reactiva cruzada del rLP2086 como se
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describibé anteriormente. Como s8e indica en 1la Tabla, el
rLP2086 fue procesado y analizado al utilizar una variedad de
técnicas que incluyen los titulos (WCE) ELISA de célula
completa, ensayo bactericida (BCA) y ensayos de Rata Infante

(IR) para determinar la reactividad de la superficie celular

bacterial de un anticuerpo policlonal elevado contra

proteina 2086.

Reactividad de antisuero rLP2086-8529 contra cepas

meningococalaes maltiples

Cepa Serosubtipo WCE BC IR
Subfamilia A 2086
570446 Pl1.12a,13 808,615 >800
NmB Pl.5a, 2c 47,954 <100
6557 Pl1.22a,14" 169,479 <25 -
Subfamilia B 2086
B80049 Pl1.7b, 4 1,402,767 100 +
H44/76 P1.7,16 8,009,507 >6400
H355 P1.19,15 10,258,475 3200 +
6940 pPl1.18,25(6) | 5,625,410 800
870227 Pl.5¢,10 4,213,324 <25 +
252097 Pl1.7b,16 10,354,512 >800
539/8529 P1.7b,3 11,635,737 3200
M982 P1.22,9 1,896,800 800
CDC-1573 Pl.7a,1 208,259 25
CDC-937 P1.7b, (3) 9,151,863 >800

+mayor de reduccién de 10 veces en bacteremia

-menor de reduccidén de 10 veces en bacteremia
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Varias construcciones para expresar la proteina ORF20B6 se

prepararon.

La siguiente tabla,

la Tabla VIII,

es una tabla

de construccién r2086 que se suministra para propésito de

mostrar los ejemplos e ilustrar una implementacién de la

presente invencidn, sin limitacién a ésta.

TABLA VIII
Resumen de Construccibédn r2086
Proteina
Construccién | Promotor Lidar Expresién | Extraccién | Vector total
L
pPX7340 7 Nativo Cocmassie | Sarcosil | pET27b | Lipoproteina
soluble procesada
2,5%
pPX7341 T7 P4 Coomassie | Sarcosil | pET27b | Lipoproteina
scluble procesada 5%
pPX7343 Arabinosa P4 Coomasaie | Sarcosil | pBAD18 | Lipoproteina
soluble cm procesada 7-
10%
pPX7325 T? Fusién T7- | Coomassle | Cuerpos de | pET%a Proteina
tag/maduro inclusién madura 40-50%
pPX73280 T7 Maduro Coamassie Soluble pET9%a Proteina
) madura 10%
Ejemplo 8

Estudios adicionales con proteinas de membrana exterior de

LOS agotado

identificaron cepas

adicionales

que

producen
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proteinas de membrana exterior diferentes a PorA que fueron
capaces de elicitar anticuerpos bactericidas para cepas que
expresan serosubtipos heterélogos. Lo siguiente describe
estudios adicionales para identificar proteinas adicionales
de acuerdo con una modalidad de la presente invencién, vy
especificamente lipoproteinas de membrana exterior, que
puedan reducir el nimero de proteinas requerido en una
composicién inmunogénica meningococal. Estos estudios
adicionales complementan los estudios descritos en los

ejemplos anteriores.

Fraccionamiento subcelular, extraccién de detergente
diferencial, enfocamientc isoeléctrico, y cromatografia de
intercambio de ién se utilizaron en conjunto con ensayos
bactericidas e inmunizacidén contra miltiples cepas para
identificar grupos pequefios de proteinas de interés. La
secuenciacién directa de los componentes principales indica
que se bloqueo el N-terminal. Las secuencias de proteina
internas se obtuvieron mediante secuenciacién directa de
polipéptidos derivados de digestién quimica y proteolitica.
La secuencia gendmica de una cepa meningococal de grupo A fue
descargada del Sanger Center y analizado mediante nuestro
grupo Bioinformatics que utiliza algoritmos del propietario y
existentes para crear una base de datos buscable. Los datos

de la secuencia de péptidos indican que el ORF2086 fue de
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interés. Los cebadores basados en este ORF se utilizaron para
el -PCR del gen 2086 de la cepa 8529. El analisis de 1la
secuencia de gen, el hecho de que el N-terminal se bloquea, y
su ubicacién subcelular indican que el P2086 es una proteina
de membrana exterior lipidada (LP2086). El1 rLP2086-8529 vy
variantes de otras cepas meningococales se expresaron
recombinantemente como lipoproteinas en E. coli al utilizar
la secuencia de seflal P4 de H. influenzae. Estas proteinas
recombinantes se aislaron de las membranas E. coli mediante
extraccién de detergente diferencial, purificada utilizando
cromatografia de intercambio de ién, y wutilizada para
inmunizar ratones. El suero anti-LP2086 de ratén fue capaz de
facilitar la actividad bactericida contra diferentes cepas de
serosubtipo de N. meningitidis. Ensayos adicionales de los
genes P2086 de varias cepas de N. menihgitidis mostraron que
estas secuencias caen en dos grupos designados de Subfamilia
A y Subfamilia B (ver FIG. 12). El1 antisuero elevado contra
las proteinas de la Subfamilia B fueron bactericidas contra
nueve cepas gque expresan proteinas de Subfamilia B, y una
cepa que expresa una proteina de subfamilia A. El antisuero
de la Subfamilia A fue bactericida contra cepas de Subfamilia
A. Una mezcla de un rPorA y un rLP2086 elicité anticuerpos
complementarios que se extienden mids alla del cubrimiento de

la vacuna que se induce mediante la proteina sola.



WO 2004/094596 184 PCT/US2004/011901

AN

Estas observaciones conducen a las sigﬁientes conclusiones.
Los antigenos rLP2086 son capaces de elicitar anticuerpos
bactericidas contra cepas meningococales que expresan
proteinas PorAs heterdlogas y P20086 heterbdlogas. La familia
P2086 de antigenos puede ser una vacuna Gtil o inmunogénico

solo o en combinacién con otros antigenos neiseriales.

Lo siguiente describe el estudio precedente en detalle. Una
mezcla de complejo de proteinas de membrana exterior solubles
(sOMPs) se encontrdé que elicita PorA independiente de
anticuerpo bactericida contra cepas que expresan proteinas
PorA heterbdlogas. Un proceso de extraccién de detergente
diferencial, de enfoque isceléctrico y cromatografia de
intercambio de ién seguido por inmunizacién de ratén se
utilizé para seguir los componentes activos

inmunolégicamente.

En cada etapa, el suero fue ensayado para reactividad de
superficie y actividad bactericida contra varias cepas que
contienen antigenos de serosubtipo que son representativos de

la epidemiologia a nivel mundial de 1la enfermedad

meningococal.
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Este proceso de separacién e inmunizacién se utilizé para
identificar un candidato inmunogénico reactivo cruzado

novedoso para N. meningitidis del Grupo B.

La generacitn de cepas deficientes PorA - El1 lugar cromosomal
PorA fue clonado dentro del plasmido pPX7016 de la cepa 2996.
Dentroc del plasmido el promotor PorA, la caja S/D y los
primeros 38 codones N-terminales han sido eliminados vy
reémplazados con un cassette de expresién KanR autocontenido.
Los plésmidos se linearizaron con enzimas de restricciédn y
transformadas naturalmente en cepas de serosubtipo PI:5,2;
PI:9; PI:7,16; PI:15; PI:4; PI:3 y PI:10. Los transformantes
resistentes a la canamicina se seleccionaron para la pérdida
de PorA mediante serosubtipos especificos monoclonales en un

ELISA.

Ensayo Bactericida: Ver Mountzourous, K. T. y Howell, A. P.
Detection’ of Complement-Mediated Antibody-Dependent
Bactericidal Activity in a Flourescence-Based Serum
Bactericidal Assay for Group B Neisgseria meningitidis. J Clin

Microbiol. 2000; 38: 2878-2884.

Ensayo Inmunosorbente Ligado a BEnzima de Célula Completa
(ELISA): Las suspensiones de célula completa de N.

meningitidis se diluyeron a una densidad éptica de 0,1 en 620
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nm en 0,01M de fosfato estéril, 0,137M de NaCl, 0,002M de KC1l
(PBS}). De esta suspensién se agregaron 0,1 mL a cada pozo de
placas de 96 pozos Nunc Bac T (Cat#2-69620). Las células se
secaron en placas a 37° C durante la noche, luego se
cubrieron, se invirtieron y almacenaron a 4° C. Las placas
fueron lavadas tres veces con amortiquador de lavado (0,01M
Tris-HCl, ©0,139M NaCl/KCl, 0,1% Brij-35, pH 7,0-7,4). Se
prépararon diluciones de antisuero en PBS, 0,05% Tween-
20/Azida y 0,1mL se transfirié a las placas cubiertas e
incubé durante dos horas a 37° C. Las placas se lavaron tres
veces en amortiguador de lavado. Se diluyé IgG AP de cabra-
anti-ratén (Southern Biotech) en 1:1500 en PBS/0,05% Tween-
20, 0,1lmL se agregé a cada pozo, y las placas se incubaron a
37° C durante dos horas. Las placas se lavaron (como se hizo
anteriormente). La' solucién de sustrato se prepardé al diluir
foSfato de p—nitrofenil (Sigma) en dietanolamina a 1lmg/ml. Se
agregd sustrato a la placa en 0,1 mL por pozo e incubbd a
temperatura ambiente durante una hora. La reaccién se detuvo
con 50 ul/pozo de 3N de NaOH y las placas se leyeron en 405

nm con 690 nm de referencia.

Induccién de PorA recombinante: Las cepas BLR(DE3)/pET9a se
cultivaron durante la noche a 37° C en HySoy Broth (Sheffield
Products) complementado con Kan-30 y 2% de glucosa. En la

mafiana los cultivos de O/N se diluyeron en 1/20 en HySoy
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Broth Kan-30 y 1% de glicerol y se cultivaron a 37° C durante
1 hora. Estos cultivos se indujeron mediante la adicién de
IPTG a una concentracién final de 1 mM. Los cultivos
crecieron durante 2-3 horas adicionales y luego se

cosecharon.

Purificacién de PorA recombinante: El1 rPorA fue solubilizado
de anticuerpos de inclusién de E. coli con B8M de ftirea, y
replegados mediante didlisis contra amortiguador que no
contiene 1irea. El1 rPorR replegado fue luego concentrado
mediante diafiltracién vy el amortiguador intercambiado
mediante columna G25 dentro de NaPO4 pH6. El rPorA dializado
fue luego ejecutado en una columna de intercambio de catién

(S Fractogel) y eluido con 1M de NacCl.

Los s8SOMPs de la cepa 8529 (P1.7-2,3) elicita actividad
bactericida independiente PorA en ratones contra cepas gque
expresan serosubtipos heterdélogos. La siguiente tabla, Tabla

IX, muestra la actividad bactericida en las cepas estudiadas.

TABLA IX
Cepa de Ensayo Serosubtipo Titulo® BCsp
539 P1.7-2,3 1280
539 PorA- NST? 1080
H44/76 P1.7,16 3285

5D
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H44/76 PorA- NST 2620

H355 P1.19,15 >1350

H355 PorA- NST >1350
880049 P1.7-2,4 290
880049 PorA- NST 85
M982 P1.22,9 85

M982 PorA- NST <50

Preparaciétn de 80OMPs: Se extrajeron membranas de N.
meningitidis con TX-100, Zwittergente 3-14, y Zwittergente 3-
14+0,5M NaCl. El sOMPs referido anteriormente se solubilizé
en el extracto de Zwittergente 3-14/0,5M NaCl. La extraccién
se desarrollé al utilizar técnicas bien conocidas por
aquellas personas expertas en la técnica, por ejmplo, ver
Patente Estadounidense No. 6,355,253 que se incorpora aqui

como referencia.

Inmunogenicidad: Ratones Swiss-Webster hembras se inmunizaron
con 25 ug de proteina total adyuvada con 20 ug QS-21 en la
semana 0 y 4. Un sangrado y andlisis de datos se hizo en 1la

semana 6.

Un titulo bactericida (BCsp) representado como el reciproco de
la dilucién de antisuero que reduce el conteo de células
viables al 50%. El suero de ratédn normal en la semana (¢ tuvi

titulos BCs¢ de <25.
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el resumen de

lipidado

para ambas Subfamilia A y Subfamilia

TABLA X
Variante Homologia A.A. pI Teérico Pureza (%)°
rLP2086 ($)!
- 870446 75 6.1 80
2996 71 5.9 95
M97 252988 71 6.3 96
Cll 68 6.4 82
M98 250771 62 6.1 83

Purificacién de rLP2086 de Subfamilia B

TABLA XI
Variante Homologia A.A. pI Teébrico Pureza (%)°
rLP2086 (!
8529 100 7.5 96
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M982 94 6.3 96
88049 92 6.2 90
CDC1573 87 5.6 93

Método de Purificacién: Todas las variantes se solubilizaron
a partir de membranas E. coli con TX-100 (excepto rLP2086-
8529 que se solubilizé con Sarcosil o Orea). Se alcanzé una
purificacién adicional con una combinacién de intercambio de
anién (TMAE), cromatografia de intercambio de catién y/o
exclusidén de tamafic (S Fractogel) en un amortiguador Tris-HCl

0 NaPQ4.

1 Homologia de aminodcido seqin se compardé con P208B6 de
la cepa B529

2 Pureza segin se determiné mediante SDS-PAGE vy
densitometria 1l4ser de banda de tefiido Coomassie

coloidal (Simplemente tefiido Azul)

Inmunogenicidad de un miembro de Subfamilia B, rLP2086-8529,

ensayado contra cepas homélogas y heterélogas.

La Tabla XII adelante muestra 1la inmunogenicidad de un
miembro de Subfamilia B, rLP2086-8529, ensayado contra cepas

homélogas y heterdlogas,



WO 2004/094596 191 PCT/US2004/011901
TABLA XII
Titulo
Cepa Subfamilia Serosubtipo Homologia® | ELISAP de | Titulo®
objetive P2086 ::;;:?:: A.A. Célula BCsg
Completa
539 B P1.7-2,3 100 >1,458,000| 3,200
H44/76 B P1.7,16 100 >1,458,000] 3,200
H355 B P1.19,15 100 >1,458,000}f 3,200
CDCY37 B Pl.7-2,3-4 100 >1,458,000 >800
M97 B Pl1.7-2,16 100 >1,458,000 >800
252097
870227 B P1.5-2,10 100 >1,458,000 <25
6940 B P1.18,25,6 97 900,162 >800
M982 B P1.22,9 94 435,909 200
880049 B P1.7-2,4 92 349,912 400
CDC1573 B P1.7-1,1 87 102,508 25
B70446 A Pl1.12-1,13 71 389,829 800
M98 A Pl1l.22,14 62 139,397 <25
250771
NmB A P1.5-1,2-2 71 <2,000 <25

Procedimiento de Vacunacién:

Ratones Swiss-Webster hembras de

6-8 semanas de edad se inmunizaron con 10 ug de rLP208B6-

8529+20ug QS-21 en la semana 0 y la semana 4.

El andlisis de

los datos se desarrollé en la semana 6 luego de sangrado.

a Homologia de aminodcido de P2086 seqin se comparé con

rLP2086-8529
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b Titulos de punto de extremo expresados como el reciproco de

la dilucién en absorbancia = 0,1

c Titulos BC50 representados como el reciproco de la dilucién
de antisuero que reduce el conteo de células viables al 50%.
El suero de ratén normal a la semana 0 tuvo titulos BC50 de

<10

La Tabla XIII muestra la inmunogenicidad de un miembro de

Subfamilia B, rLP2086-2996, ensayado contra cepas homélogas y

heterélogas.
TABLA XIII
Titulo
Cepa |Subfamilia Serosubtipo Homologia® | ELISA® de | Titule®
objetivo P2086 de cepa A.A. Célula BCsp
objetivo
Completa
NmB A P1.5-1,2-2 99.6 8,979 <25
870446 A P1.12-1,13 99 >1,458,000 >800
M97 A P1.18,25,6 98 320,732 >800
252697
6557 A P1.22-1,14- 98 17,319 <25
1
M98 A P1.22,14-1 89 241,510 >800
250732
M98 A P1.22,14 89 447,867 800
250771
H44/76 B P1.17,16 72 56,386 <25
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Procedimiento de Vacunacién: Ratones Swiss-Webster hembras de
6-8 semanas de edad se inmunizaron con 10 ug de rLP2086-
2996+20ug QS-21 en la semana 0 y la semana 4. El anAlisis de

los datos se desarrolldé en la semana 6 luego de sangrado.

a Homologia de aminodcido de P2086 segin se compard® con

rLP2086-2996

b Titulos de punto de extremo expresados como el reciproco de

la dilucibébn en absorbancia = 0,1

c Titulos (BC50) bactericidas representados como el reciproco
de la dilucién de antisuero que reduce el conteo de células
viables al 50%. El suero de ratén normal a la semana 0 tuvo

titules BC50 de <10

La ‘Tabla XIV de adelante muestra que el antisuero para el
rLP2086 y rPorA son complementarios cuando se mezclan y

ensayan para actividad bactericida.

TABLA XIV
Antisuero H44/76 NMB 880049 H355 870227 6557
{P1.7,16) (P1.5- (P1.7- {P1.19,15) (P1l.5- Pl.22-1,14-1)
1,2-2) 2,4) 2,10)
Anti-
>3,200 >800 200 >800 200 200
rLP2086+tres
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antisueros

rPorA

Controles

Anti-rLP2086

6,400

<25

100

3,200

<25

<25

Antisuero
rPorA
monovalente

correspond.

1,600

200

400

Procedimiento de Vacunacién:

Ratones Swiss-Webster hembras de

6-8 semanas de edad se inmunizaron con 10 ug de rLP2086-
8529/20ug Q5-21, o 15 ug de rPorA/100 ug de MPL en la semana
0 v la semana 4. El andlisis de los datos se desarrolld en la

semana 6 luego de sangrado.

a Titulos (BC50) bactericidas representades como el reciproco
de la dilucién de antisuero que reduce el conteo de células
viables al 50%. El suero de ratén normal a la semana 0 tuvo

titulos BC50 de <10.

La siguiente tabla, la Tabla XV, muestra que las mezclas de
las Subfamilias de rLP2086 y dos rPorAs elicitan anticuerpos

bactericidas en ratones.

TABLA XV

250771 250732 252697

H44/76 | €940 | 880049 | M962 M98 M98 M97 870446 | NmB €557

SfR° SfB SfB sfB S£A° sfa SfA SfA SfA SfA
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245

P1.7,16 | P1.18 | Pl.7- | Pi.22, | P1.22, | P1.22,1 | P1.18,2 | P1.12- | P1.5- | P1.22-
25,6 2,4 9 14 4-1 5,6 1,13 | 1,2-2] 1,141

Antigeno

rLP2086-
8529 +

rLP2086-
2996

>800 | >800 200 400 800 >B800 >800 >800 - <25

rL.P2086-
8529 +
rLP2086-
2996 +
rpPl.5-
1,2-2 +
rPl.22-
1,14-1

>800 800 100 200 400 400 >800 >B00 | >800 | 200

Controles®
Mono- >800 >B800 200 400 800 >B800 >B800 >B800 | >B800 800
valentes

Procedimiento de Vacunacién: Ratones Swiss-Webster hembras de
6-8 semanas de edad se inmunizaron con 10 ug de cada proteina
+ 20ug QS-21 en la semana 0 y la semana 4. El analisis de los

datos se desarrolldé en la semana 6 luego de sangrado.

2 Titulos (BC50) bactericidas representados como el reciproco
de la dilucidén de antisuero que reduce el conteo de células
viables al 50%. El suero de ratén normal a la semana 0 tuvo

titulos BC50 de <10.

b Subfamilia A - SfA, Subfamilia B - SfB
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¢ Control monovalente relevante: antisuero de rLP2086-8529,

rLP2086-2996, rPl1.5-1,2-2 o rPl.22-1,14-1.

Lo siguiente resume los resultados de los estudios descritos
anteriormente. El antisuero de anti-rLP2086é es bactericida
contra 13/16 cepas de ensayo. Once cepas Qque expresan
diferentes serosubtipos se asesinan mediante el suero anti-
92686. La actividad bactericida del suero anti-rlLP2086 es
complementaria para el suero anti-rPorA. Mezclas de P20B6 y
PorA elicitan anticuerpos bactericidas complementarios en
ratones. La extraccién de detergente diferencial,
purificacién e inmunizacién en conjunto con un ensayo de
anticuerpo funcional contra muchas cepas se puede utilizar
para identificar nuevos candidatos de vacunas. E1l P2086 se ha
identificade como un candidato de vacuna que elicita
anficuerpo bacterial contra cepas heter6logas en P2086 y
rPorA. Asi, la familia 2086 de proteinas puede ser una vacuna

itil ya sea sola © en combinacién con otros antigenos

neiseriales.

Ejemple 9

De acuerdo con los ejemplos previos, la cepas meningococales
adicionales, de serogrupos variantes, se seleccionaron

mediante PCR para la presencia del gen ORF20B86. Finalmente,

3]
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cien cepas meningococales se selecciocnaron. Lo siguiente
describe el estudio y sus resultados generales. Estos

resultados complementan los datos de los ejemplos anteriores.

Dos conjuntos de cebadores PCR internos especificos para las
regiones variables C-terminal se utilizaron para discriminar
entre las secuencias de gen de Subfamilia A y B. La presencia
de un producto amplificado PCR de aproximadamente 350 bp
indica que la secuencia de gen 2086 estad presente en el
cromosoma. Todas las cepas produjeron un producto PCR
sencillo del tamafio esperado. Se determinaron las secuencigs
de nucleétido de cincuenta y cinco genes ORF 2086 de longitud
total, alineados (Enastar MegAlign} y utilizado para generar

un arbol filogenético. (Ver FIG. 12).

Nueve de estos genes 2086 fueron expresados recombinantemente
como una lipoproteina rLP20B6 en un sistema promotor
inducible por arabincsa pBAD y tres de estos genes fueron
expresados recombinantemente como una proteina no lipidada
rP2086 en un sistema pET inducible IPTG. Estas proteinas
recombinantes se expresaron en B de E. coli. la proteina
recombinante purificada se utilizé para inmunizar ratones Y
el antisuero de ratén se ensayo para sus titulos IgG de suero
Y su actividad bactericida contra una variedad de cepas

meningococales heterélogas.
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Se amplificé el ORF2086 mediante PCR de wuno de los
siguientes, células meningococales éompletas, ADN cromosomal

purificado o plantillas de ADN de plésmido.

Nueve de los genes ORF 2086 se clonaron en el vector pLP339,
que fusiona la secuencia lider P4 Haemophilus al extremo 5’
de los genes ORF2086. Se utilizé la cepa BLR de E. coli como
la cepa huésped para la expresidébn recombinante de la forma
lipidada de rP2086 de los clones pBAD/ORF 2086. (Ver FIG.
10A). El1 promotor inducble de arabinosa pBAD conduce la
expresién de la proteina de fusién de sefial P4/0RF 2086 para
expresar una forma lipidada de rP2086. Tres genes P2086, que
carecen de una secuencia de sefial, se clonaron en un vector
pPET9a detras del promotor fago T7 altamente activo. La cepa
BL21(DE3) de E. coli se utilizdé como la cepa huésped para la
expresién recombinante de una forma no lipidada de ORF2086 de
los clones pET9%a/ORF 2086 (ver FIG. 10B). El lisogen DE3 en
la cepa BL21 de E. coli se puede incluir para expresar la
polimerasa T7 ARN de acuerdo con el contrel del promotor
lacUV5 mediante la adiciébn de IPTG. Ver, WCE, FEMS Micro.
Lett., 48 (1987) 367-371 y BCA; J. Cllin. Microbiol., 38

(2000) 2878-2884.

&
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El gen, ORF2086, se cloné y secuencié desde cincuenta y cinco
cepas de N. meningitidis diferentes. Las secuencias de
nucleétidos se alinearon (Enastar MegAlign) y se utilizaron
para generar un arbol filogenético (Ver FIG. 12). Este &rbol
revela dos subfamilias distintas de 1la secuencia de
nucleétido de gen ORF2086. Las dos subfamilias de genes son
similares en sSus extremos 5’, pero contienen considerable
variacién cerca de sus extremos 3’. Aungque parece Sser
significativamente variable, ciertas regiones claves del gen
son altamente homdlogas entre las diferentes cepas. Estas
regiones conservadas pueden suministrar continuidad funcional
para la proteina y pueden ser indicadoras de epitopes
protectores cruzados para ser explotados como objetivos de

vacuna.

El gen 2086 se clond de varias cepas meningococales de
serogrupo B y se expresaron con y sin la secuencia de sefial
de lipidacién. Con referencia a las FIG. 11A y 11B, las
fotografias de gel muestran los lisatos de célula completos
de B E. coli que expresan la proteina r2086. La forma no
lipidada fusionada al T7-Tag expresado en el nivel mas alto.
La secuencia T7-Tag puede suministrar estabilidad al mARN y
mejora significativamente los niveles de polipéptido
traducido. Esta proteina de fusién parece depositar en

cuerpos de inclusién y puede ser purificada y replegada
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facilmente con protocolos conocidos. Las formas lipidadas vy
no lipidadas de P2086 se expresan en aproximadamente 5 a B%
de la proteina celular total, con 1la excepcién de las
fusiones T7-Tag, que expresa rP2086 como aproximadamente 50%
de la proteina total. La forma no lipidada de la proteina
parece ser soluble y localizada en el citoplasma. La forma
lipidada de 1la proteina parece éstar asociada con las

fracciones de membrana y se solubiliza con detergente.

La proteina 2086 lipidada recombinante de la cepa 8529 B de
N. meningitidis elicita consistentemente titulos IgG de suero
mayores que la forma no lipidada (ver Tabla XVI adelante),
qué se correlaciona bien con el nivel mejorado de actividad
bactericida contra ambas cepas meningococales homdélogas vy
heterélogas (ver Tabla XVII adelante). La proteina en su
forma lipidada nativa puede tener estructura terciaria
superior para presentacién y/o el lipido adherido puede
actuar como un adyuvante que estimula una actividad

inmunogénica mayor.

TABLA XVI
Respuesta Inmune Elicitada en la Semana 6 mediante WCE
utilizando 8529 rP2086 (no lipidada) vs. 8529 rLP2086
(lipidada)

Suero de Ratén Cepas Meningococales

Antigeno | Adyuvante H44/76 H355 870227 880049 870446
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{10 ug) (20 ug)
rP2086 0s5-21 273,238 212,947 102, 694 69,124 21,446
rLP20B6 Qs-21 5,384,306 | 4,819,061 | 2,930,946 | 1,307,091 | 886,056
TABLA XVII

8529 rP2086 Elicita la Actividad Bactericida Mas Débil que
8529 rLP2086

Suero de Ratén Cepas Meningococales
Antigeno Adyuvante H44/76 Ha55 800049 NMB
{10 ug) (20 ug)
rP2086 Qs-21 200 100 <25 <25
rLP2086 Qs-21 6,400 3,200 100 <25
Pre-inmune - <10 <10 <10 <10
Contrel - 1,600 100 200 1,600
positivo

El siguiente es un resumen de los resultados del estudio.
Todas las cepas B de N. meningitidis ensayadas parecen tener
un gen similar al 2086. Al menos dos familias del gen 2086
estidn representadas: Subfamilia A - aproximadamente 30% de
las cepas y Subfamilia B aproximadamente 70% de las cepas. El
gen 2086 se ha clonado y secuenciado de 55 cepas de N.
meningitidis. Las secuencias dentro de la Subfamilia A son
~86-100% idénticas en el nivel de ADN. Las secuencias dentro

de la Subfamilia B son ~89,5-100% idénticas al nivel de ADN.
Las secuencias dentro de la Subfamilia A wvs. Subfamilia B son

~60,9-74% idénticas en el nivel de ADN. Los homélogos 2086
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han sido identificados mediante seleccién PCR en lo

siguiente:

N. meningitidis A, B, C, W1l35, Y
N. lactamica

N. gonorrhoeae FA1090

Varios genes ORF2086 han sido clonados vy expresados
recombinantemente.

Las versiones lipidadas de P2086 se expresaron de nueve cepas
meningococales.

Estas proteinas recombinantes han sido purificadas vy
utilizadas para vacunar ratones.

El antisuero resultante es bactericida.

Las versiones no lipidadas de P2086 se expresaron de tres de
las nueve cepas anteriores.

El rLP2086 elicita consistentemente una respuesta inmune
mayor que el rP2086.

El  rLP2086 también exhibe actividad bactericida mejorada

contra ambas cepas meningococales homéloga y heteréloga.

Ejemplo 10
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Las siguientes tablas, Tabla XVIII y XIX, muestran la

caracterizacién de variantes de miembros de las dos

subfamilias.

TABRLA XVIIXI

Variantes de rLP20B6 de Subfamilia A - Caracterizacién

rLP2086 | rLP2086 | rLP2086 rLP2086 rLP2086
252908 250771 870446 2996 Cll
Madio da HySoy HySoy HySoy HySoy HySoy
Cracimianto
Solubilidad rTX-100 TX-100 TX-100 rTX-100 rTX-100
' = = =
Z3-12 23-12 Z3-12
Etapas da TMAE S HQ RQ TMARE SEC TMAE S
Purificacién Fractogel | Poros Poros Fractogel
SEC SEC SEC
Pureza (%) 96 83 80 95 82
Rendimiento (ng/g 0.2 0.7 0.8 0.5 0.1
pastilla calula) {Fermentador)
Tamafio 8EC (23~ 134,000 155,000 | 132,000 163,000 126,000
12)
MB 27,097 - - 27,878 28,139
(lipido (lipido 750) {lipido
. 712) 682)
Punto Madio de 66° C - NT 65° C 63° C
Transioidén de
Dasnaturalixacién
téraica (Tx)" C
Proteina 2.7 mg 1 mg 5.0 mg 44 mg 1.1 mg
Disponible (ag) (23-12)
Homologia da 71 62 71 72 68

S8ecuencia 8529 (&)
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TABLA XIK

PCT/US2004/011901

Variantes de rLP2086 de Subfamilia B - Caracterizacién

xLP2086 rLP2086 rLP20B6 rLP2086
8529 M982 880049 CDC1573
Madio da Apollon Apollon HySoy HySoy
Cracimiento (Sanford)
8colubilidad AM Urea=> rTX-100 rTX-100 rTX-100
23-12 = =
23~12 Z3-12
Etapas de TMAE S TMAE S TMAE S TMAE SEC
Purificaoién Fractogel Fractogel Fractagel
Pureza (%) 96 96 30 53
Rendimiento (ng/g 0.2 1.6 0.4 1.0
paatilla célula) (Fermentador) | {fermentador) .
Tanafio BEC(23- 95, 000 110,000 100,000 120,000
12) 150,000
M8 27,785 27,719 28,044 28, 385
{1ipido B22) (lipido 711) { (lipido 819} | {lipido B823)
Punto Medio de 70° C 75° C 62° C NT
Transioidn de
Deanaturalisacién
téraica (T)° C
Proteina Urea-34mgq. Fuente 1-47mg 3.6 mg 4.9 mg
Disponible (mg) Sarc-36mg Fuente 2-17mg
Homologia da 1o0 94 92 87
S8ecuencia 8529 (%)

La Tabla XX adelante suministra los resultados de los ensayos

bactericidas de suero fluorescente para la Subfamilia A 2086.

TABLA XX
Descoripcibn 250771 B70446 6557 NMB M98 MO7
250732 252697
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rLP2086-252989, >800 >800 <25 - >800 >800
10 g {99%)* {99%) + (99%) * (93%) *
rLP2086-Cl1, 10 200 >880 <25 - 200 400
g (91%)+
rLP2086-2507171, >800 >800 <25 - >B00 >800
10ug (92%)* (99%)+ {96%) * (84%)*
rLP2086-870446, 400 >800 <25 - 400 400
10 ug (99%) *
rLP2086-2996, 800 >800 <25 - >800 >800
10 g (99%) * (93%)* (72%)*
rLP2086-8525+ 800 >800 <25 - >800 >800
rLP20B6-2996, {99%)* (80%) * {72%)*
10 pug
rLP20868529+ - 800 200 >800 - -
rPl.22a,l4a+ (90%) *
rPl.5a,2¢c, 10
Kg
rLP2086-8529+ 400 >800 200 >800 400 >800
rLP2086-2996+ (s ¢ (99%) * (88%) *
rPl.22a,14a+
rPl.5a,2¢c, 140
Hg
NMB/rLP20B6- - 100 - 400 - -
~ B529
Vesicunlas, 20ug
rPl.22a, 14a, 25 - 800 - 100 -
10ug
rPl.5a,2c, 10 - - - >800 - -
Hg (99%) *
rLP2086-8529, - 800 - - - -
10ug
rPl.22a,14a, 200 - - - 80O -
25ug
rP1.18,25.6, - - - - -
Sng
nPl.22, 9 (M982), - - 100 - - -
25ng
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Suero de ratén <10 <10 <10 <10 <10 <10
preinmune
{control
negativo)
800 400 800 1600 a i
Notas:

*El porcentaje indica el % de actividad BC en la dilucién 1:800.
**Control positivo no disponible.

-Suero no ensayado
Ejemplo 11

Lo siguiente demuestra adicionalmente que el P20806 se
expresa en cepas neiseriales y suministra ejemplos
especificos adicionales de 1la expresi6tn P208B6 en varias

cepas.

Los lisatos de las células se preparan con células a partir
de cultivos de placa resuspendidos en amortiguador de muestra
SDS y se calientan a 98° C durante cuatro minutos. Las
muestras se cargan en ~30-50 ug de proteina total por pozo en
10-20% de gel pre-cast (ICN) y corridas a 175V. Los geles
fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa, que fue
lueqo bloqueada durante 30 min. con 5% de leche en polvo en
solucién salilna Tris-amortiguada (Bletto). El1 anticuerpo
primario utilizado fue una fuente de antisuero policlonal

elevando contra variantes rLP20B6 individuales en ratones.

Fa
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Con referencia a las FIG. 17 y 18, un andlisis Western Blot
muestra la reactividad del antisuero de ratédn rLP2086 para
los lisatos de célula completa de la Subfamilia A y B de
P2086. Para la mancha de lisato de célula de Subfamilia A, el
antisueroc utilizado fue elevado contra rLP2086-2996, -870446
y =250771 con rLP2086-250771 diluido en 1/500 en Blotto y los
otros diluidos en 1/1000 en Blotto. Para la mancha de lisato
de célula de la Subfamilia B, el antisuero utilizado se elevd
contra rLP20B86-8529 (diluideo 1/1000 en Blotte), -CDC1573, -
M982 y -880049 (estos tres diluidos 1/500 en Blotto). La
mancha y el antisuero primaric se incubaron a 4° C durante la
noche. La mancha se lavd, se agregd un antisuero cabra-anti-
rat6nAP secundario en 1/500 en Blotto, y la mancha se incubéd
durante 30 min a temperatura ambiente. Después de lavar, la
mancha se desarrollé utilizando el Sistema de Sustrato de

Fosfato de Membrana BCIP/NBT (KPL).
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La invencién estando ahora completamente descrita, seré
evidente para una persona medianamente versada en la técnica
que se pueden hacer muchos cambios y modificaciones a ésta
sin salirse del espiritu y alcance de la invencién como se
establecié aqui. Lo anterior describe las modalidades
preferidas de la presente invencién junto con un nimero de
posibles alternativas. Estas modalidades, sin embargo, son

simplemente de ejemplo y la invencién no se limita a ellas.
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2.
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REIVINDICACIONES

Una composicidn que comprende:

(a)

(b)

(c)

(d)

por lo menos una proteina que comprende la
secuencia de aminodcido de cualquiera de las ID

DE SEC NOS: 444-452;

por lo menos una proteina que comprende una
secuencia de aminodcido que es codificada por
un nucleétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccién a cualquiera de los polinucleétidos
que codifican cualquiera de las ID DE SEC NOS:

444-452;

por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a) o (b); o

por lo menos un equivalente bioldgico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o (b} o

porcién inmunogénica descrita en (c).

La composicién de la reivindicacién 1, en donde la

por lo menos una proteina comprende la secuencia de

%
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aminoAdcido de cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-

449,

3. La composicién de la reivindicacién 1, en donde la
por lo menos una proteina comprende cualquiera de las

ID DE SEC NOS: 450-452.

4. La composicién de la reivindicacién 1, en donde la
per lo menos una proteina codificada por un
polinucleétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccién a un polinucleétido se codifica por el
nucledétido que  hibridiza bajo condiciones de
restriccién a un polinucledétido que codifica

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-449.

5. La composicién de la reivindicacién 1, en donde la
por lo menos una proteina codificada por un
polinucledétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccién a un polinucledtido se codifica por el
nucleétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccidn a un polinucledtido que codifica

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 450-452.

6. La composicién de la reivindicacién 1, en donde la

composicién adicionalmente comprende por lo menos una
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10.

proteina de unién transferrin, Por A, Por B, o

proteina de opacidad (Opc).

La composicién de la reivindicacién 1, en donde 1la
composicién adicionalmente comprende por lo mencs un
antigeno de superficie adicional de Neisseria
species, dicho antigeno de superficie adicional es

una proteina no-ORF2086.

La composicién de la reivindicacién 1, en donde la
por lo menos una proteina tiene un pesoc molecular de
aproximadamente 26,000 a aproximadamente 30,000 segin

se midié mediante espectrometria de masa.

La composicién de la reivindicacién 1, en donde 1la
por lo menos una proteina tiene un peso molecular de
aproximadamente 28-35 kDa segtin se midié sobre un gel

de poliacrilamida SDS 10%-20%.

La composicién de la reivindicacién 1, en donde dicha
composicién adicionalmente comprende un amortiguador,
diluyente, adyuvante o portador farmacéuticamente

aceptable.
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11.

12.

13.

14.

15.

le.

17.

18.

La composicién de la reivindicacién 1, en donde dicha

composicién adicionalmente comprende un portador.

La composicién de la reivindicacién 1, en donde dicha

composicién adicionalmente comprende un adyuvante.

La composiciétn de la reivindicacién 12, en donde

dicho adyuvante comprende un liquido.

-La composicién de la reivindicacién 1, en donde

proteina es no lipidada.

La composicién de la reivindicacién 1, en donde

proteina es una proteina recombinante.

La composicidén de la reivindicacién 1, en donde

proteina es aislada de Neisseria species nativa.

La composicidén de la reivindicacién 1, en donde

proteina es una lipoproteina.

la

la

la

la

La composicién de la reivindicacién 1, en donde dicha

composicidn adicionalmente comprende un polisacérido.
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19.

20.

La composicién de la reivindicacién 60, en donde
dicha composicién comprende un péptido, polipéptido o
proteina adicional, dicha composicién forma un
conjugado que induce una respuesta inmune a dos o mas

bacterias en un mamifero.

Una composicién que comprende:

(a) por lo menos una proteina que comprende la
secuencia de aminocdcido de cualquiera de las ID

DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares;

(b) por lo menos una proteina codificada por un
polinucleétido que hibridiza bajo condiciones
de restriccién a un polinucledtido que
comprende la secuencia de 4cido nucleico de
cualquiera de las ID DE SEC NOS: 330-442

numeradas pares;

(c) por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a) o (b); o

(d) por lo menos un equivalente bioldgico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o (b) o

fragmento inmunogénico descrito en (c).
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21.

23.

24,

'25.

La composicidén de la reivindicacidon 20, en donde la
por lo menos una proteina comprende la secuencia de
aminodcido de cualquiera de las ID DE SEC NOS: 433-

443 numeradas impares.

La composicién de la reivindicacién 20, en donde la
por lo menos una proteina comprende cualquiera de las

ID DE SEC NOS: 331-431 numeradas impares.

La composicién de la reivindicacién 20, en donde la
por lo menos una proteina codificada por un
pelinucledétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccién a un polinucledétido se codifica por el
nucledétido que  hibridiza bajo condiciones de
restriccién a cualquiera de las ID DE SEC NOS: 432~

442 numeradas pares.

La composicién de la reivindicacién 20, en donde la
por lo menos una proteina codificada por un
polinucleétide que hibridiza bajo condiciones de
restriccién a un polinucleédtide se codifica por el
nucledétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccidén a cualquiera de las ID DE SEC NOS: 330-

430 numeradas pares.

312
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"26.

21.

28.

"29.

30.

La composiciédn de la reivindicacién 20, en donde la
composicién adicionalmente comprende por lo menos una
proteina de unién transferrin, Por A, Por B, o

proteina de opacidad (Opc).

La composicién de la reivindicacién 20, en donde la
composicién adicionalmente comprende por lo menos un
antigeno de superficie adicional de |Neisseria
species, dicho antigeno de superficie adicional es

una proteina no-ORF2086.

La composicién de la reivindicacién 20, en donde la
por lo menos una proteina tiene un peso molecular de
aproximadamente 26,000 a aproximadamente 30,000 segin

se midié mediante espectrometria de masa.

La composicién de la reivindicacién 20, en donde 1la
por lo menos una proteina tiene un peso molecular de
aproximadamente 28-35 kDa segin se midié sobre un gel

de poliacrilamida SDS 10%-20%.

Una composicién gque comprende:

>
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por lo menos un antigeno de wuna primera cepa
bacterial de Neisseria species que suministra
inmunogenicidad contra infeccién de un sujeto
mediante una segunda cepa bacterial de Neisseria

species;

en donde la primera cepa es la cepa M98 250716 del
serogrupo B de Neisseria meningitidis y dicha segunda
cepa es otra cepa del serogrupo B de Neisseria

meningitidis.

31. Una composicién que comprende:

por lo mencs un antigeno de wuna primera cepa
bacterial de Neisseria species que suministra
inmunogenicidad contra infeccién de un sujeto
mediante una segunda cepa bacterial de Neisseria

species;

en donde la primera cepa es cualquiera de las cepas
seleccionadas del grupo que consiste de CDC-5315,
B40, M97 250571, CDC-2367, CDC-1343, CDC-983 y CDC-
852 del serogrupo B de Neisseria meningitidis y dicha
segunda cepa es otra cepa del serogqrupo B de

Neisseria meningitidis.

o
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32.

33.

Una composicién que comprende:

por lo menos una proteina aislada que comprende la

secuencia de amino&cido de la ID DE SEC NO: 301:;

en donde x es cualquier aminodcido;

en donde la regidén desde la posicidén de aminodcido 5
a la posicién de aminocacido 8 es cualgquiera de 0 a 4

aminocécidos;

en donde la reqgién desde la posicién de aminodcido 66
a la posicién de aminodcido 6B es cualquiera de 0 a 3

aminoacidos; y

en donde la por lo menos una proteina aislada ademéas
comprende la secuencia de aminodcido de cualgquiera de

las ID DE SEC NOS: 444-449.

La composicién de la reivindicacién 32, en donde la
regién desde la posicién de aminoacido S5 a la

posicién de aminodcido 8 comprende 0 o 4 aminoédcidos.

)
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34.

335.

36.

La composicién de la reivindicacién 32, en donde la
regién desde la posicién de aminocdcido 66 a la
posicién de aminodcido 68 comprende 0 o 3

aminodacidos.

Una composicién que comprende: por lo menos una
proteina aislada que comprende 1la secuencia de

aminoAcido de la ID DE SEC NO: 302;

en donde x es cualquier aminoacido;

en donde la regién desde la posicién de amino&cido 8
a la posicibén de aminodcido 12 es cualgquiera de 0 a 5

aminoldcidos y

en donde la por lo menos una proteina aislada ademas
comprende la secuencia de aminodcido de cualquiera de

las ID DE SEC NOS: 450-452.

La composicién de la reivindicacién 35, en donde 1la
regién desde la posicién de aminocdcido B8 a 1la
posicién de aminodcido 12 compreﬂde 0 o 5

aminoacidos.
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37.

'38.

Una composicién gque comprende: por lo menos un

anticuerpo que se une inmunoespecificamente con

cualquiera de:

(a) por lo menos una proteina que comprende la
secuencia de aminoadcido de cualquiera de las ID

DE SEC NOS: 444-452;

{b) por lo menos una proteina que comprende una
secuencia de aminodcido que es codificada por
un nucledétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccién a cualquiera de los polinucleébdtidos
que codifican cualquiera de las ID DE SEC NOS:

444-452; o

(c) por lo menos una porcibén inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a) o (b); o

(d) por lo menos un equivalente biolégico de por lo
menos una proteina descrita en {(a) o (b) o una

porcién inmunogénica descrita en (c).

La composicidén de la reivindicacién 37, en donde el

anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
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39.

40.

41.

La composicién de la reivindicacién 37, que comprende
adicionalmente un portador farmacéuticamente

aceptable.

Una composicién que comprende: por lo menos un
anticuerpo que se une inmuncespecificamente con

cualquiera de:

{a) por lo menos una proteina que comprende
cualquiera de las ID DE SEC NOS: 331 a 443

numeradas impares; o

(b) por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a); o

(c) por lo menos un edquivalente biolégico de por lo
mencs una proteina descrita en (a) o un

fragmento inmunogénico descrito en (b).

La composicién de la reivindicacién 40, en donde la
por lo menos una proteina, porcién inmunogénica de
ésta o0 equivalente biolégico de ésta comprende

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-452.

S
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42,

43.

44.

45.

46‘

47.

La composicién de la reivindicacién 40, en donde el
por lo menos un anticuerpo es un anticuerpo

monoclonal.

Una composicién que comprende:

por lo menos un polinucledtide que (a) codifica por
lo menos wuna proteina aislada que comprende
cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-452, o (b)
hibridiza bajo <condiciones de restriccién a

cualquiera de los polinucleétidos descrito en (a).

La composicién de la reivindicacién 43, que comprende
adicionalmente una secuencia lider P4 (ID DE SEC NO:

322).

La composicidén de la reivindicacién 43, en donde

dicha composicié4n comprende un vector.

La composicidén de la reivindicacién 43, en donde las
condiciones de restriccién son condiciones de

hibridizacién southern de restricciédn alta.

La composiciétn de la reivindicaciédn 43, en donde el

polinucleétido es un polinucledétido recombinante.
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48.

49.

50.

51.

La composicién de la reivindicacién 43, en donde el

polinucleétido es aislado desde una fuente natural.

La composicién de 1la reivindicacién 43, en donde
dicha composicién adicionalmente comprende una
secuencia de a&cido nucleico que codifica para una

proteina, polipéptido o péptido adicional.

Una composiciébn que comprende: un vector que

comprende cualquiera de:

(a) por lo menos una proteina que comprende la
secuencia de amino&cido de cualquiera de las ID

DE SEC NOS: 444-452; o

(b) por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a); o

(c) por lo menos un equivalente bioldgico de por lo
menos una proteina descrita en (a}) o fragmento

inmunogénico descrito en (b).

La composicién de la reivindicaciédn 50, en donde el

vector es un pléasmido.

%
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52.

53.

54.

55.

La composicién de la reivindicacién 50, en donde el

vector es un fago.

La composicién de la reivindicacién 50, en donde el

vector es un bacteriéfago.

La composicién de la reivindicacién 50, en donde el

vector es un fago moderado.

Una composicién que comprende:

un vector que comprende  por lo menos un
polinucleétide que codifica una proteina que
comprende la secuencia de aminodcido de la ID DE SEC

NO: 300;

en donde x es cualquier aminodcido;

en donde la regién desde la posicién de aminoacido 5

a la posicién de aminodcido 9 es cualquiera de 0 a 5

amincéacidoes;
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"56.

57.

en donde la regién desde la posicién de aminoacido 67
a la posicién de aminoadcido 69 es cualquiera de 0 a 3

aminoacidos;

en donde la posicién de aminodcido 156 es cualgquiera

de 0 a 1 aminodcido;

y en donde la proteina ademds comprende cualquiera de

las ID DE SEC NOS: 444-449.

Una composicién gque comprende: un vector dque

comprende cualquiera de:

(a) por lo menos un polinucleétido que codifica por
lo menos uno de los polipéptidos de las ID DE

SEC NOS: 331-443 numeradas impares; o

(b) por lo menos un polinucledétido que hibridiza
bajo condiciones de restriccién a por lo menos

un polinucleétido de (a).

La composicién de la reivindicacién 56, en donde el
vector comprende la secuencia de &cido nucleico de
cualquiera de las ID DE SEC NOS: 330-442 numeradas

pares.
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'58. Una composicién que comprende: una célula huésped
transformada/transfectada o infectada con un vector,

dicho vector que comprende cualquiera de:

{a) por lo menos una proteina codificada por un
marco de lectura abierto de Neisseria species
(ORF2086), dicho marco de lectura abierto que
codifica un antigeno inmunogénico reactivo
cruzado, y dicho antigeno inmunogénico reactivo
cruzado que suministra inmunogenicidad contra
infecciédn mediante el serogrupo B de Neisseria

meningitidis en un sujeto; o

(b) por lo mencos una porcidén inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a); o

(c) por lo menos un equivalente biolégico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o fragmento

inmunogénico descrito en (b).

59. Una composicién que comprende: una célula huésped
transformada/transfectada ¢ infectada con un vector,

dicho vector que comprende cualquiera de:
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60.

(a)

(b)

(c)

242 PCT/US2004/011901

por lo menos una proteina gque comprende

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-452; o

por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a); o

por lo menos un equivalente biolégico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o porcién

inmunogénica descrita en (b).

Una composicién preparada mediante un proceso que

comprende: aislar y purificar de Neisseria species

cualquiera de:

(a)

(b)

por lo menos una proteina codificada por un
marco de lectura abierto de Neisseria species
(ORF2086), dicho marco de lectura abierto que
codifica un antigeno inmunogénico reactivo
cruzado, y diche antigeno inmunogénico reactivo
cruzado gque suministra inmunogenicidad contra
infeccién por el serogrupo B de Neisseria

meningitidis en un sujeto; o

por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a); o
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6l.

62.

63.

{c) por lo menos un equivalente biolégico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o fragmento
inmunogénico descrito en (b); y en donde el por
lo menos un polinucleétido comprende la
secuencia de Acido nucleico de cualquiera de

las ID DE SEC NOS: 330-442 numeradas pares.

La composicién de la reivindicacién 60, en donde el
procesc ademds comprende introducir una secuencia

lider no nativa al por lo menos un polinucleétido

aislado.

La composicién de la reivindicacién 61, en donde la
secuencia lider no nativa es secuencia lider P4 (ID

DE SEC NO: 322).

Una composicién preparada mediante un procesc que
comprende: aislar y purificar de Neisseria species

cualquiera de:

(a) por lo menos una proteina que comprende

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-452; o

X
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(b)

(c)
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por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en {(a); o

por lo menos un equivalente bioldégico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o porcidén

inmunogénica descrita en (b).

64. Una composicién preparada mediante un proceso que

comprende: aislar y purificar de Neisseria species

cualquiera de:

(a)

(b)

(c)

por lo menos una proteina que comprende la
gecuencia de aminodcido de cualquiera de las ID

DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares:;

por lo menos una proteina codificada por un
polinucledtido que hibridiza bajo condiciones
de restriccién a un polinucledtido que
comprende la secuencia de A&acido nucleico de
cualquiera de 1las ID DE SEC NOS: 330-442

numeradas pares;

por lo menos una porciédn inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a) o (b); o

Ad)
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65.

66.

67.

(d) por lo menos un equivalente biclégico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o (b) o

fragmento inmunogénico descrito en (c).

Una composicién que comprende:

por lo menos un antigeno de Neisseria meningitidis
especifico de no-cepa inmunogénico, dicho antigeno es
no patogénico y sustancialmente libre de cualquier

impureza infecciosa;

en donde el antigeno comprende una secuencia de
aminodcido que tiene por lo menos identidad de
secuencia de aminodcido aproximadamente 70% con
cualquiera de las ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas

impares.

Uso de 1la composicién de cualquiera de las
reivindicaciones 1-65 en la preparacién de un
medicamento para inducir una respuesta inmune en un

mamifero.

El uso de acuerdo con la reivindicacién 66, en donde

dicha composicién se administra parenteralmente.

Y
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68.

.69.

70.

-11.

72.

73.

El uso de acuerdo con la reivindicacién 66, en donde

dicha composicién se administra mucosalmente.

El uso de la composicién de cualquiera de las
reivindicaciones 1-65 en un medicamento efectivo

contra meningitis bacterial en un mamifero.

El uso de 1la composicién de acuerdo con la
reivindicacién 69, en donde dicha composicién se

administra parenteralmente.

El uso de 1la composicién de acuerdo con la
reivindicacién 69, en donde dicha composicién se

administra mucosalmente.

El uso de la composicién de acuerdo con la
reivindicacién 69, en donde la composicién se
administra mediante inyeccidn intramuscular (o}

subcutanea.

Un método para preparar una composicién que
comprende: expresar en una célula huésped una
secuencia de Acido nucleico que codifica cualquiera

de:
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74.

75.

(a)

(b)

(c)
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poer lo menos una proteina codificada por un
marco de lectura abierto de Neisseria species
(ORF2086), dicho marco de lectura abierto que
codifica un antigeno inmunogénico reactivo
cruzado, y dicho antigeno inmunogénico reactivo
cruzado que suministra inmunogenicidad contra
infeccién por serogrupo B de Neisgseria

meningitidis en un sujeto; o

por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a):; o

por lo menos un equivalente biolégicc de por lo
menos una proteina descrita en (a) o fragmento

inmunogénico descrito en (b):

y en donde la por lo menos una proteina comprende

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-452.

El método de la reivindicacidén 73, en donde la

secuencia de acido nucleico se expresa in vivo.

El método de 1la reivindicacién 73, en donde la

secuencia de acido nucleico se expresa in vitro.
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76.

11.

78.

El método de la reivindicacién 73, que comprende
ademas asociar una secuencia lider P4 (ID DE SEC NO:

322).

Un método para preparar una composicién que

comprende:

aislar y purificar de N. meningitidis por lo menos un
polinucledétido que (a) codifica por lo menos una
proteina codificada por un marco de lectura abierto
de Neisseria species (ORF2086) o por lo menos una
porcién inmunogénica o equivalente biolégico de dicha
por lo menos una proteina, dicho marco de lectura
abierto que «codifica un antigeno inmunogénico
reactivo cruzado, y dicho antigenoc inmunogénico
reactivo cruzado que suministra inmunogenicidad
contra infeccidén por serogrupo B de Neisseria
meningitidis en un sujeto; o (b) hibridiza bajo
condiciones de restriccién a cualquiera de los

polinucleétidos descritos en (a).

El método de la reivindicacién 77, en donde las
condiciones de restriccién son condiciones de

hibridizacién southern de restriccién alta.

ull
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79.

80.

81.

82.

83.

84.

Un método para preparar una composicién que
comprende: aislar y purificar de Neisseria species
cualquiera de la proteinas, porciones inmunogénicas o

equivalentes bioldégicos descritos aqui.

Un método para preparar una composicién de anticuerpo
que comprende: recuperar anticuerpos de un animal
después de introducir en el animal una composicidén
que comprende cualquiera de la proteinas, porciones
inmunogénicas © equivalentes bioldgicos descritos

aqui.

Un método para inducir una respuesta inmune en un
mamifero que comprende: administrar al mamifero una
cantidad efectiva de una o mds de las composiciones

de las reivindicaciones 1-65.

El método de la reivindicacién 81, en donde dicha

composicién se administra parenteralmente.

El método de la reivindicaciédn 81, en donde dicha

composicién se administra mucosalmente.

Un método para prevenir o tratar meningitis bacterial

en un mamifero que comprende: administrar al mamifero
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85.

86.

87.

88.

una cantidad efectiva de una o mas de las

composiciones de las reivindicaciones 1-65.

El método de la reivindicacidén B84, en donde dicha

composicién se administra parenteralmente.

El método de la reivindicacién 84, en donde dicha

composicién se administra mucosalmente.

El método de la reivindicacién 84, en donde 1la
composicién se administra mediante inyeccién

intramuscular o subcuténea.

Un método para prevenir o tratar meningitis bacterial

en un mamifero que comprende:

administrar al mamifero una cantidad efectiva de una
composicién de anticuerpo que comprende anticuerpos
que se unen inmunoespecificamente con una proteina,
porcidén inmunogénica o© equivalente bioldégico que
comprende la secuencia de aminoacido de cualquiera de
las ID DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares o

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-452,

BV
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89.

90.

91.

92.

El método de la reivindicacién 88, en donde 1la
composicibn de anticuerpo se administra

parenteralmente.

El método de la reivindicacién 88, en donde 1la

composicién de anticuerpo se administra mucosalmente.

El método de la reivindicacién 88, en donde 1la
composicién de anticuerpo sSe administra mediante

inyeccién intramuscular o subcuténea.

Un método para preparar una composicién que
comprende: expresar en una célula huésped una

secuencia de A4cido nucleico que codifica cualquiera

de:

(a) por lo menos una proteina que comprende 1la
secuencia de aminodcido de cualquiera de las ID
DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares o

cualquiera de las ID DE SEC NOS: 254-299;

(b) por lo menos una proteina codificada por un
polinucleétido que hibridiza bajo condiciones
de restriccién a un polinucleétido que

comprende la secuencia de Aacido nucleico de
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93.

94.

85.

96.

‘97,

cualquiera de 1las ID DE SEC NOS: 330-442

numeradas pares;

(c) por lo menos una porcién inmunogénica de por lo

menos una proteina descrita en (a) o (b); o

(d) por lo menos un equivalente biolégico de por lo
menos una proteina descrita en (a) o (b) o

fragmento inmunogénico descrito en {(c).

El método de 1la reivindicacién 92, en donde 1la

secuencia de dcido nucleico se expresa in vivo.

El método de 1la reivindicacién 92, en donde 1la

secuencia de acido nucleico se expresa in vitro.

El método de la reivindicacién 92, en donde el vector

es un pléasmido.

El método de la reivindicaciétn 92, en donde el vector

es un fago.

El método de la reivindicacién 92, que comprende
ademAs asociar una secuencia lider no nativa con

dicho por lo menos un polinucleétido aislado.

b
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98. FEl1 método de la reivindicacidén 97, en donde la
secuencia lider no nativa es secuencia lider P4 ({ID

DE SEC NO: 267).

'99. Un método para preparar una composicién de anticuerpo
que comprende: recuperar anticuerpos de un animal
después de introducir en el animal una composicién

que comprende:

{(a) por lo menos una proteina que comprende la
secuencia de aminodcido de cualquiera de las ID
DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares o 1la
secuencia de aminodcido de cualquiera de las ID

DE SEC NOS: 444-452; o

(b) por lo menos una proteina codificada por un
nucledétido que hibridiza bajo condiciones de
restriccién al polinucleétido de cualquiera de

las ID DE SEC NOS: 330-442 numeradas pares.

"100. E1 método de 1la reivindicacién 99, en donde las
condiciones de restriccidén son condiciones de

hibridizacién southern de restriccién alta.

¥
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101.

102.

Una linea celular transformada/transfectada o

infectada que comprende:

una célula recombinante que expresa una secuencia de
dcido nucleico que (a) codifica por lo menos una
proteina aislada que comprende 1la secuencia de
aminocAcido de cualquiera de las ID DE SEC NOS: 444-
452, o (b) hibridiza bajo condiciones de restriccién

a cualquiera de los polinucleétidos descritos en (a).

Una linea celular transformada/transfectada (o)

infectada que comprende:

una c¢élula recombinante que expresa una secuencia de
dcido nucleico que (a) codifica por lo menos una
proteina codificada por un marco de lectura abierto
de Neisseria species (ORF2086) o por 1lo menos una
porcidén inmunogénica o equivalente biolégico de dicha
por lo menos una proteina, dicho marco de lectura
abierto que codifica wun antigeno inmunogénico
reactivo cruzado, y dicho antigeno inmunogénico
reactive cruzado que suministra inmunogenicidad
contra infeccidén por el serogrupc B de Neisseria

meningitidis en un sujeto o (b) hibridiza bajo

ny
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103.

104.

105.

106.

condiciones de restriccién a cualquiera de los

polinucleétidos de (a);

o una célula recombinante que expresa una secuencia
de Aacido nucleico que codifica: {(c) por lo menos un
polipéptido codificado por cualquiera de (a) o (b); o
(d) por lo menos un polipéptido que comprende 1la
secuencia de aminodcido de cualquiera de las ID DE

SEC NOS: 331-443 numeradas impares.

La linea celular transformada/transfectada o
infectada de la reivindicacién 102, en donde el

polipéptido es un anticuerpo monoclonal.

La linea celular transformada/transfectada o
infectada de 1la reivindicacién 102, en donde la

célula recombinante es un hibridoma.

La linea celular transformada/transfectada o
infectada de 1la reivindicacién 102, en donde la

célula recombinante es un trioma.

Una linea celular transformada/transfectada o

infectada que comprende:
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una célula recombinante que expresa una secuencia de

dcido nucleico que comprende:

(a)

(b)

(c)

por lo menos un polinucleédtido que codifica una
proteina que comprende cualquiera de las ID DE

SEC NOS: 331-443 numeradas impares;

por lo menos un polinucledétido que comprende la
secuencia de Aacido nucleico de cualquiera de

las ID DE SEC NOS: 330-442 numeradas pares;

por lo menos un polinucledtido que hibridiza
bajo condiciones de restriccién a cualquiera de

(a) o (b):;

o una célula recombinante que expresa una Secuencia

de acido nucleico que codifica:

(d)

(e)

por lo menos un polipéptido codificado por

cualquiera de (a), (b) o {(c); o

por lo menos un polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcido de cualquiera de las ID

DE SEC NOS: 331-443 numeradas impares.

uf
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107.

108.

109.

110.

111.

La linea celular transformada/transfectada
infectada de la reivindicacién 106, en donde

polipéptido es un anticuerpo monoclonal.

La linea celular transformada/transfectada
infectada de 1la reivindicacién 106, en donde

célula recombinante es un hibridoma.

La linea celular transformada/transfectada
infectada de la reivindicacién 106, en donde

célula recombinante es un trioma.

Una composicién como se describidé sustancialmente

lo precedente.

Un uso sustancialmente como 8Se describié en

precedente.

el

la

la

lo
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WRITTEN OPINION OF THE Intcraational pplication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/USO4/11901

Box Ne. [ Basis of this opinlon

L. With regard to the language, this opinion kas besn established on the basis of the International application in the language in which
it was filed, pnless otherwism indicated under thin Jtem.
[:I Thia epinion has been established on the busis of & Urasmition from the ariginal language into the following langoage

. which Is the language of a transiation furnisbed for the parpases of International search (under Rules 12,3 and

23.1(0)).

1. With regard 10 any nucieotide and/or amino acld sequence disclosed in the intermational application and oecessary 1o the
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8. type of material
D a sequence listing
[ tables) related to the scquence listing

b. format of material
D in writen formst

D in computer readable form
c. time of filing/furnishing
[ contalned in bermational spplication as filed.
] fiied wpether with ihe internationa) spplication in computer readable form.
] turnished subsequently to this Auhority for the purposes of earch.

S.D In addition, in the case that maore than one version ar copy of & sequence listing and/or tahle relating thereto has been
filed or farnished, the required sieiements that the information in the subsequent or additional coples is identkcal to that in
the application as filed or does not go beyond (he application as filcd, as appropriate, were furnisbed.

4. Additioml comments:

Form PCT/ISA/237(Box No. 1) (Tamiary 2004)
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Box No. [II Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive sgtep and indwstrial applicability

1. ihthmwmmmimmnwmhmel. 1 involve an iovemive step {to be non-obvious), ar 1o be
industrialty applicable have not been examined in respect of:

E the entire inbernational epplication
D claima Nog,

because:

D the said internalional application, or the mid claim Nos.
require an joteroational prelimizery examioalion {(pedfy):

relme 10 the following subject meabter which docs not

D the description, claims or drawings dadicate particuar elements befow) or mid claims Nos.
10 menningful opinion could be farmed (pecify):

are 50 unclear that

E the clainw, or mid claims Nos. 1-111 ere so inadequately supported by the description that an meaningful opinion eould
be formed.

D no intermmtional search report has been establisbed for said claimas Nes.

D the mxckeotide and/or amino acid sequence listing does ant camply with the standard provided for in Anoex C of the
Administrative [nstructions in that:

the writtea form D has not been furnished
D does not comply with the standard
the computer readable form D has not been furpished

D doca not comply with the standard

D the lables related to the mcleotide and/or amino ocidd sequence Listing, if in computer readable form oaly, do not camply
with tha technicsl requirommts pravided for in Anncx, C-biy of the Administrative Instructions.

|:| Sece Supplemental Bax for further detsils.

Form PCT/ISA/237 (Box No. IT} (Jamary 2004)
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I:I The applicant is hierchy notified that the jnternational search report bas been established and is transmitted herewith.
Fiing of amendments and statement under Article 19:
Tha applicant is entitled, if be so wishes, to amend the claima of the inlernatiunal spplication (see Rule 46):
When? The time limit for fikimp such amendmenis is normally two months from the date of ransmittal of the
imernatiom] search report.

Where? Directly to the International Bureau of WIPO, 34, chemin des Colombettey
1211 Geneva 20, Switzerland, Facaimile No.: (41-22) 740.14.33
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applicant’s request (o forward the texts of both the protest apd the decivion thereon to the dexigrated Offices.
po decixion has been made yet on the protest: the appilcant will be notified as zoon as & decigion is made.

Reminders

Shortly after 18 manths fram the priority dats. the intemational application will be published by the Internetionl Buresu. If the
applicant wishes 10 avold or postpone publication. & notice of withdrawal of the internstional application, or of the priority claim,
must reach the Imernationn] Burean as provided in Rules 90 bis. 1 and 90 bis.], cespectively, before the completion of the technical
preparatiors fbr international publication.

Within 19 months from the priority dats. but only in respect of some designuted Offices, & demand for internatiomal preliminary
ecxamimtion must be filed if the applicant wishes to postpons the enlry indo the natiomm] phase untll 30 months from the priceity
date (o some Offices oven later); otherwise the applicant most. wnllhlllmﬁlrrmupdmydm pexform the prescribed
acts for cotry o the mations] phuse bofare those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limkt of 30 moatbs {or later) will apply even If 0o demand is filed within 19
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See the Annex to Form PCT/IR/301 and, for deiails abont the applicable time Hmits, Office by Office, see the PCT Applicant’s
Guide. Volume II. National Chapters and the WIPO [mernet site.
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licant* 's fle referonce of maili /moath/
Agplicats o agent'e IMPORTANT DECLARATION T "I "‘(d"’ Y
34523.000090
Inteeaationa application No. Iotermational ling date fday/month/year) fBll'M Pmtlty date (d!ym)
PCT/USO4/11501 16 Aprll 2004 (16.04.2004) 16 April 2003 (16.04.2003)
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Thin Iterrmtioms] Scarching Authasity hereby declares, aceording to Article 17(2)a), that oo International search report
will be emablished on the internations] application for the reasons indieated below.
1. [] The mbject matter of the internations) spplication relawes to;
(] micmific theorics.
] metematical thecries
D plant varietics.
«nima) varieties,
D esscatially biological processes far the production of plants und animals, othar thun microblologicul processes
and the products of much processes.
schemes, rules or methods of doing business.
schemes, rules or methods of performing purely menial s,
schemes, rules or meshods of playing games.
methods for treatmem of the human bady by surgery o therupy.
methods for treatment of the animal body by surgery or therapy.
diagnostic methods practiscd on the human or animal body.
mere preseniations of information.
m. E computer programs for which thia International Searchlag Authority iv not equipped to scarch prior art.

fnpp Ty

OOO0000
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2. E The tatiure of the following parts of the international spplication tv comply with prescribed requirements prevents »
meaningful search from beiog carried out:

[0 the description B e ctaims [ the drawings

3. E The Chilure of the oucleotide and/or amino ecid sequence listing t comply with the standard provided for in Amex C

of the Admsinistrative Instructions prevents & meaningful scerch from being carried out:
DXl the wricten form has ot been furaished or does not comply with the standard.
E the computer readable form has not been farnizhed oc doea not comply with the standard.

4. D The failure of the tables related to the mucleatide and/ar amino scid sequence listing to comply with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Tostructions prevents & meaningful search from being
carried oul:

D the written form hes not been fornished,
E] the camputer readable form has not been furnished or does not comply with the technical requirements.

5. Further comments:

Plense See Continuation Shees

Name and mailing address of the ISA/US Autherized officer

Mall S1op PCT, Attn: [SA/US M
Commissioner for Patmts 5. Devi, P.D. ﬂ

P.O. Bux 1450

Alexacdria, Vicginia 22913- 1430

Facsimile No. (703) 305-3230 Telephone No. (571) 272-1600

Form PCT/ISA/203 (Jamuary 2004)



DECLARATION OF NON-ESTABLISHMENT OF
INTERNATIONAL SEARCH REPORT
Form PCT/ISA/203 (January 2004)

Isternational spplication No.
PCT/US04/1 1901

3. Further comments: !

meaningfuol search and examination of this application is posable.

No response to the invitation (Farm 225) to furnish a nncleotide and/or amino acid sequence listing in wriren form and in computer
readable form has been received. The corresponding US epplication doe not contain SBQ 1D mmbers beyand SEQ ID NO: 329. No

Form PCT/ISAS203(continmation sheet) (Jammary 2004)
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REFERENCIA Radicacién No. 05 116231
Solicitud internacional U82004/011901
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Evento 379

Actuaclén 430

Oficio No. - A “; Q

Cano repultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decleién 486 de la Comisisn de la Coommidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaclén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamemnto y Clrcular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contieme la copia del documento en que consta la cesidm del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisi&n 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisiton exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberl presentar el documento que acredita la
existencia Yy representaciém 1legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere

persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la DecisifSn 486, Be le
requiere para que dentro del términc de dos meses sigquientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la sollicitud se
considerard abandonada y perderi su prelacién.

Notifigquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.
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