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Cette invention concerne des vaccins anti-
méningococciques qui peuvent étre améliorés par
incorporation de multiples alléles ou variants de fHbp,
afin de couvrir plus largement la diversité connue de
cette protéine, et/ou par réduction de la quantité du
composant OMV dans chaque dose.
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VACCINS ANTI-MENINGOCOCCIQUES

DOMAINE TECHNIQUE
Cette invention reléve du domaine de la vaccination anti-

méningococcique.

CONTEXTE

Neisseria meningitidis est une bactérie capsulée a Gram-
négatif qui colonise les voies respiratoires supérieures
d'environ 10 % de la population humaine. Des vaccins conjugués
sont disponibles contre les sérogroupes A, C, W135 et Y, mais
le seul vaccin disponible ©pour se protéger contre le
sérogroupe B.en général est le BEXSEROT;4 qui a été approuvé en
2013. Ce produit contient quatre composants immunogeénes
principaux : la protéine 1liant 1le facteur H, "fHbp" ; la
protéine liant 1'héparine, NHBA ; l'adhésine A de Neisseria,

NadA ; et les vésicules de membrane externe (OMV).

RESUME DE L'INVENTION

Selon un  aspect, la présente invention est une
composition immunogéne comprenant un polypeptide de fusion
comprenant les trois fHbp méningococciques vl, v2 et v3, en
combinaison avec un ou plusieurs des composants suivants : (i)
un polypeptide NHBA, (ii) un polypeptide NadA et/ou (iii) des
vésicules de membrane externe de méningocoques.

Selon un autre aspect, la présente invention est une
composition immunogéne comprenant des vésicules de membrane
externe de méningocoques en combinaison avec un ou plusieurs
des composants suivants : (i) un polypeptide NHBA, (ii) un
polypeptide NadA et/ou (iii) un polypeptide de fusion
comprenant les trois fHbp méningococciques vl, v2 et v3 ; les
vésicules de membrane externe (OMV) étant présentes a une
concentration entre 5 et 30 pg/ml. En particulier, le
polypeptide de fusion comprenant les trois fHbp
méningococciques vl, v2 et v3 est un polypeptide de fusion
stabilisé et/ou ne liant pas fHbp. Plus particuliérement, le

fHbp vl porte une mutation & la position R41l, par exemple une
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mutation R41S. Plus particuliérement encore, les polypeptides
fHbp v2 et v3 portent une ouwplusieurs mutations .stabilisantes
et/ou ne liant pas le facteur H (fH) aux positions suivantes,
numérotées selon les séquences pleine longueur (SEQ ID NO : 1
& 3) et également selon les séquences AG (SEQ ID NO : 8 & 7)

Stabilisantes Ne liant pas fH
w2 KSEQ ID NO 1. Se£—58 Leu—-149 Glu-266
SEQ ID NO 8 | Ser-32 | Leu-123 Glu-240
SEQ ID NO 3| Ser-63 | Leu—-157 Glu-274
v3 SEQ ID NO 7| Ser—-32 | Leu-126 Glu-243

Selon un autre aspect, la présente 1invention est une
composition immunogéne comprenant un polypeptide de fusion
ayant une séquence d'acides aminés de formule NH,—A-[-X-L]3-B—
COOH, ou chaque X est un variant différent de la séquence
fHbp, L est une séquence d'acides aminés lieur (« linker »)
facultative, A est une séquence d'acides aminés N-terminale
facultative, et B est une séquence d'acides aminés C-terminale
facultative.

Selon un autre aspect, la présente invention est une
méthode destinée a protéger un mammifere, tel qu'un sujet
humain, contre une infection & méningocoques, comprenant
1'administration d'une composition immunogene selon

l'invention.

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS

La Figure 1 montre une courbe RCD, la proportion étant
indiquée sur l'axe des y (de 0,0 a 1,0) et le titre SBA sur
l'axe des x (de 0 a 256, par incréments de 16). La coufbe du
haut est celle du groupe C ; le groupe le plus rapide a
atteindre 0,0 est S.

La Figure 2 est 1la représentation d'une mutation
stabilisante et d'une mutation'ne liant pas le facteur H (fH)
introduites dans les polypeptides fHbp vl1, v2 et v3 pour
produire les protéines de fusion 731 S et 731 SNB.

Les Figures 3(a)-(g) montrent que les compositions

comprenant la fusion 741-231 (SEQ ID NO : 10) et % OMV
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suscitent des GMT plus élevés que BEXSERO™ contre sept souches
testées (3a=v2, 3b=v2, 3¢c=v3, 3d=v3, 3e=v2, 3f=v2, 3g=v3).

DESCRIPTION DETAILLEE

Pour améliorer le BEXSERO™, il serait avantageux
d'améliorer encore sa couverture contre diverses souches
méningococciques ‘(en cas de décalages potentiels et de
mutations au fur et & mesure que l'utilisation du wvaccin se
généralise) et également de réduire les rares occurrences de
fievre qui sont parfois observées gquand le vaccin est co-
administré avec des vaccins infantiles classiques [1l]. A ces
fins, les inventeurs ont modifié le BEXSERO™ de deux facons
(i) pour inclure de multiples alléles ou variants de fHbp, et
couvrir plus largement la diversité connue de cette protéine ;
et (ii) pour réduire la quantité du composant OMV dans chaque
dose. Comme démontré dans la présente, ces deux modifications
conduisent bel et bien a une amélioration du vaccin.

Par conséquent, dans un premier mode de réalisation,
1'invention est wune composition immunogéne comprenant un
polypeptide de fusion comprenant les trois fHbp
méningococciques vl, v2 et v3, en combinaison avec un ou
plusieurs des composants suivants : (i) un polypeptide NHBA,
(11) un polypeptide NadA et/ou (iii) des vésicules de membrane
externe de méningocoques.

De plus, selon un second mode de réalisation, la présente
invention est une composition immunogéne comprenant des
vésicules de membrane externe de méningocoques en combinaison
avec un ou plusieurs des composants suivants : (i) un
polypeptide NHBA, (ii) un polypeptide NadA et/ou (iii) un
polypeptide de fusion comprenant les trois fHbp
méningococciques vl, v2 et v3 ; les vésicules de membrane
externe (OMV) étant présentes & une concentration entre 5 et
30 pg/ml.

De maniére similaire, en combinant ces deux modes de
réalisation, 1'invention est une composition immunogéne
comprenant (i) un polypeptide de fusion comprenant .les trois

fHbp méningococciques vl, v2 et v3, (ii) un polypeptide NHBA,
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(iii) un polypeptide NadA et (iv) de 5 a 30 pg/ml de vésicules

de membrane externe de méningecoques.

ProtEine liant le facteur H (fHbp)

Une composition selon l'invention peut comprendre un
polypeptide fHbp. Le BEXSERO™ comprend un polypeptide fHbp,
ledit fHbp ayant également é&té connu sous les noms de "741"
(SEQ ID NO : 2536 dans réf. 2 ; SEQ ID 1 dans la présente),
"NMB1870", "GNAl1870"™ [3,5], "P2086"™, "LP2086" ou "ORF2086"
[6,8]. La structure 3D de cette protéine est connue [9,10], et
comporte deux  tonneaux B joints par un court lieur
(« linker »). De nombreuses publications ont rapporté
l'éfficacité protectrice de cette protéine dans les vaccins
anti-méningococciques, voir p. ex. références 11,15. Cette
protéine est exprimée sous une forme lipidée dans de multiples
souches couvrant tous les sérogroupes. Les séquences fHbp ont
été regroupées en trois variants [3] (désignés vl, v2 et v3
dans la présente), et i1l s'est avéré de maniére générale qu'un
sérum dirigé contre un variant donné est bactéricide envers
les souches qui expriment ce variant, mais n'est pas actif
envers les souches gui expriment 1'un des deux autres
variants, & savoir qu'il y a une protection croisée intra-
variant, mais pas de protection croisée inter-variants (hormis
quelques cas de réactivité croisée v2 et v3).

Pour accroitre la réactivité croisée inter-variants, la
séquence fHbp a été remaniée ©pour contenir certaines
spécificités pour les trois variants [16]. Au lieu de suivre
cette approche, cependant, l'invention utilise un polypeptide
de fusion qui comprend les trois fHbp méningococciques vl1, v2

et v3.

fHbp vl
Le fHbp pleine longueur provenant de la souche MC58 dans

vl a la séquence d'acides aminés suivante (SEQ ID NO : 1)
MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVRKNEKLK
LAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSREDFIRQIEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQ
IQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPEGGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNG
KIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNG
TIRHIGLAAKQ
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La lipoprotéine mature est dépourvue des 19 premiers
acides aminés de  SEQ . ID NO :.1,. (soulignés ; donne SEQ 1ID
NO : 4, commencant par Cys-20). Le BEXSERO™ contient une forme
"AG" du fHbp vl dans laquelle la séquence pleine longueur est
tronquée jusqu'au résidu 26 (a savoir, qui élimine la portion
poly-glycine et commence & la place par Val-27), donnant SEQ
ID NO : 7.

Un fHbp méningococcique v1 utilisé dans 1le cadre de
l'invention comprendra une séquence d'acides aminés (1)
présentant une identité de séquence d'au moins i % avec SEQ ID
NO : 7, et/ou (ii) comprenant un fragment de SEQ ID NO : 7.

La valeur de 1 peut étre choisie parmi 80, 85, 86, 87,
88, 89, 950, 91, 92, 93, 94, 85, 96, 97, 98, 99 ou plus. Elle
est de préférence de 90 (a savoir, la séquence d'acides aminés
présente une identité d'au moins 90 % avec SEQ ID NO : 7) et
plus préférablement de 95.

De maniére générale, le fragment mentionné en (ii)
comportera au moins 7 acides aminés, p. ex. 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80 acides aminés contigus ou plus provenant de
SEQ ID NO : 7. Le fragment contiendra typiquement au moins un
épitope provenant de SEQ ID NO : 7. L'identification et 1la
cartographie des épitopes de fHbp sont établies [12 ; 17,21].
Le partage d'au moins 30 acides aminés contigus avec SEQ ID
NO : 7 sera typique, et généralement une séquence d'acides
aminés de fHbp vl contiendra plusieurs (p. ex. 2, 3, 4,.5 ou
plus) fragments provenant de SEQ ID NO : 7.

Dans l'ensemble, une séquence d'acides aminés de fHbp vl
peut présenter une identité de séquence d'au moins i % avec
SEQ ID NO : 7 et contenir plusieurs fragments provenant de
celle-ci. '

Généralement, une séquence de fHbp vl contient au moins
une séquence d'acides aminés qui n'est pas présente dans SEQ
ID NO : 2 et/ou au moins une séquence d'acides aminés qui
n'est pas présente dans SEQ ID NO : 3.

Un polypeptide utilisé dans le cadre de l'invention et

contenant une séquence v1 peut, aprés administration a un
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mammifére hdte convenable (tel gqu'une souris ou un sujet
humain), .susciter . la production, . d'anticorps <capables de
reconnaitre un polypeptide méningococcique de type sauvage
constitué par SEQ ID NO : 4. Ces anticorps comprendront
certains anticorps qui ne reconnaissent pas un polypeptide v2
ou v3 (p. ex. qul ne reconnaitront pas un polypeptide
méningococcique de type sauvage constitué par SEQ ID NO : 5 et
un polypeptide méningococcique de type sauvage constitué par
SEQ ID NO : 6), bien qgu'ils puissent également comprendre
certains anticorps ayant des réactions croisées avec des
polypeptides v2 et/ou v3. Dans 1'idéal, les anticorps sont
bactéricides envers une souche méningococcique qui exprime un

fHbp vl, p. ex. envers la souche MC58 (voir ci-dessous).

fHbp v2
Le fHbp pleine longueur provenant de la souche 2996 dans

v2 a la séquence d'acides aminés suivante (SEQ ID NO : 2) :
MNRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLQSLTLDQSVRKNEKLK
LAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQIYKQDHSAVVALQIEK
INNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPDGKAEYHGKAFSSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGK
IEHLKTPEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKV
HEIGIAGKQ

La lipoproﬁéine mature est dépourvue des 19 premiers
acides aminés de SEQ ID NO : 2 (soulignés ; donne SEQ ID
NO : 5) et la forme AG de SEQ ID NO : 2 est dépouvue des 26
premiers acides aminés (SEQ ID NO : 8).

Un fHbp méningococcique v2 utilisé dans le cadre de
l1'invention comprendra une séquence d'acides aminés (i)
présentant une identité de séquence d'au moins j % avec SEQ ID
NO : 8, et/ou (ii) comprenant un fragment de SEQ ID NO : 8.

La valeur de j peut étre choisie parmi 80, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou plus. Elle
est de préférence de 90 (a saveir, la séquence d'acides aminés
présente une identité d'au moins 90 % avec SEQ ID NO : 8) et
plus préférablement de 95.

De maniére générale, le fragment mentionné en (ii)
comportera au moins 7 acides aminés, p. ex. 8, 10, 12, 14, 156,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 45, 50, 55,

60, 65, 70, 75, 80 acides aminés contigus ou plus provenant de
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SEQ ID NO : 8. Le fragment contiendra typiquement au moins un
épitope provenant de SEQ ID NO : 8. L'identification et la
cartographie des épitopes de fHbp sont établies (voir ci-
dessus). Le partage d'au moins 30 acides aminés contigus avec
SEQ ID NO : 8 sera typique, et généralement une séquence
d'acides aminés de fHbp v2 contiendra plusieurs (p. ex. 2, 3,
4, 5 ou plus) fragments provenant de SEQ ID NO : 8.

Dans l'ensemble, une séquence d'acides aminés de fHbp v2
peut présenter une identité de séquence d'au moins j ¢ avec
SEQ ID NO : 8 et contenir plusieurs fragments provenant de
celle—ci.

Généralement, une séquence de fHbp v2 contient au moins
une ségquence . d'acides aminés qui n'est pas présente dans SEQ
ID NO : 1 et/ou au moins une séquence d'acides aminés qui
n'est pas présente dans SEQ ID NO : 3.

Un polypeptide utilisé dans 1le cadre de 1l'invention et
contenant une séquence v2 peut, aprés administration a un
mammifere hdéte convenable (tel gqu'une souris ou un sujet
humain), susciter la production d'anticorps capables de
reconnaitre un polypeptide méningococcique de type sauvage
constitué par SEQ ID NO : 5. Ces anticorps comprendront
certains anticorps qui ne reconnaissent pas un polypeptide vl
ou Vv3 (p. ex. qul ne reconnaitront pas un polypeptide
méningococcique de type sauvage constitué par SEQ ID NO : 4 et
un polypeptide méningococcique de type sauvage constitué par
SEQ ID NO : 6), bien qu'ils puissent également comprendre
certains anticorps ayant des réactions croisées avec des
polypeptides vl et/ou v3. Dans 1'idéal, les anticorps sont
bactéricides envers une souche méningococcique qui exprime un

fHbp v2, p. ex. envers la souche M2091 (voir ci-dessous).

fHbp v3
Le fHbp pleine longueur provenant de la souche M1239 dans

v3 a la séquence d'acides aminés suivante (SEQ ID NO : 3)
MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGSGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDST
PONGTLTLSAQGAEKTFKAGDKDNSLNTGKLKNDKISRFDFVQRIEVDGQTITLASGEFQIYKQNHS
AVVALQIEKINNPDKTDSLINQRSFLVSGLGGEHTAENQLPGGKAEYHGKAFSSDDPNGRLHYSIDF.
TKKQGYGRIEHLKTLEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQETAGSAT
VKIGEKVHEIGIAGKQ
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La lipoprotéine mature est dépourvue des 19 premiers
acides aminés de .SEQ .ID NO : 3 (soulignés ; donne SEQ 1ID
NO : 6) et la forme AG de SEQ ID NO : 3 est dépouvue des 31
premiers acides aminés (SEQ ID NO : 9).

Un fHbp méningococcique v3 utilisé dans le cadre de
l'invention comprendra une séquence d'acides aminés (i)
présentant une identité de séquence d'au moins k % avec SEQ ID
NO : 9, et/ou (ii) comprenant un fragment de SEQ ID NO : 9.

La valeur de k peut étre choisie parmi 80, 85, 8¢, 87;
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou plus. Elle
est de préférence de 90 (a savoir, la séquence d'acides aminés
présente une identité d'au moins 90 % avec SEQ ID NO : 9) et
plus préférablement de 95.

De maniére générale, le fragment mentionné en (ii)
comportera au moins 7 acides aminés, p. ex. 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80 acides aminés contigus ou plus provenant de
SEQ ID NO : 9. Le fragment contiendra typiquement au moins un
épitope provenant de SEQ ID NO : 9. L'identification et la
cartographie des épitopes de fHbp sont établies (voir ci-
dessus). Le partage d'au moins 30 acides aminés contigus avec
SEQ ID NO : 9 sera typique, et généralement une ségquence
d'acides aminés de fHbp vl contiendra plusieurs (p. ex. 2, 3,
4, 5 ou plus) fragments provenant de SEQ ID NO : 9.

Dans l'ensemble, une séquence d'acides aminés de fHbp v3
peut présenter une identité de séquence d'au moins kX % avec
SEQ ID NO : S et contenir plusieurs fragments provenant de
celle-ci.

Généraiement, une séquence de fHbp v3 contient au moins
une séquence d'acides aminés qui n'est pas présente dans SEQ
ID NO : 1 et/ou au moins une séquence d'acides aminés qui
n'est pas présente dans SEQ ID NO : 2.

Un polypeptide utilisé dans le cadre de l'invention et
contenant une séquence v3 peut, apres administration & un
mammifére hdéte convenable (tel qu'une souris ou 1'homme),
susciter la production d'anticorps capables de reconnaitre un

polypeptide méningococcique de type sauvage constitué par SEQ
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ID NO : 6. Ces anticorps comprendront certains anticorps qui
ne. reconnaissent pas.un polypeptide vl ou v2 (p. ex. qui ne
reconnaitront pas un polypeptide méningococcique de type
sauvage constitué par SEQ ID NO : 4 et un polypeptide
méningococcique de type sauvage constitué par SEQ ID NO : 5),
bien qu'ils puissent également comprendre certains anticorps
ayant des réactions croisées avec des polypeptides vl et/ou
v2. Dans 1l'idéal, les anticorps sont bactéricides envers une
souche méningococcique qui exprime un fHbp v3, p. ex. envers

la souche M01-240355 (voir ci-dessous).

Polypeptide de fusion

L'invention utilise un polypeptide de fusion qui comprend
les trois fHbp méningococciques vl, v2 et v3. Par conséquent,
le polypeptide de fusion peut inclure au moins un épitope
provenant de chacune des SEQ ID NO : 7, 8, et 9 et, apreés
administration a un mammifére héte, peut susciter la
production d'anticorps capables de reconnaitre les trois
polypeptides, a savolr (i) un polypeptide méningococcique de
type sauvage constitué par SEQ ID NO : 4, (ii) un polypeptide
méningococcique de type sauvage constitué par SEQ ID NO : 5,
et (iii) un polypeptide méningococcique de type sauvage
constitué par SEQ ID NO : 6. Dans l'idéal, ces anticorps sont
bactéricides envers une souche méningococcique qui exprime un
fHbp vl1, une souche méningococcique qui exprime un fHbp v2, et
également une souche méningococcique qui exprime un fHbp v3
(p. ex. envers chacune des souches MC58, M2091, et MO0O1-
240355) .

En référence aux définitions données <ci-dessus, si
applicable, pour le polypeptide de fusion, 11 est préférable
que i=j=k.

En général, un polypeptide de fusion fHbp selon
l'invention a une séquence d'acides aminés de formule
NHy—A- [-X-L-]3~-B—COOH
dans laquelle chaque X est un variant différent de la séquence
fHbp, 1L est une séquence d'acides aminés lieur (« linker »)

facultative, A est une séquence d'acides aminés N-terminale
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facultative, et B est une séquence d'acides aminés C-terminale
facultative.

Les trois fragments X sont une séquence vl, v2, et v3
telle que décrite ci-dessus. Elles peuvent étre présentes dans
un ordre quelcecnque dans le sens N- a C-terminal, a savoir vl-
v2-v3, vl1-v3-v2, v2-vl-v3, v2-v3-vl, v3-vl-v2, ou v3-v2-vl.

L'ordre préféré entre tous est v2-v3-vl.

A chagque occurrence de [-X-L-], une séquence d'acides
aminés lieur (« linker ») -L- peut étre présente ou absente.
La ou les séquences d'acides aminés lieurs (« linker ») -L-

seront généralement courtes (p. ex. 20 acides aminés ou moins,
a savoir 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6,
5 4, 3, 2, 1). A fitre d'exemples, il y a. les séguences
peptidiques courtes qui facilitent le clonage, les lieurs
(« linker ») poly-glycine (& savoir Glyn ou n = 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 ou plus (SEQ ID NO : 42)), et les étiquettes

histidine {4 savoir Hisn ou n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou
plus (SEQ ID NO : 43)). D'autres séquences d'acides aminés
lieurs (« linker ») convenables s'imposeront & 1l'homme du

métier. Un lieur (« linker ») utile est GSGGGG (SEQ 1ID
NO : 22), le dipeptide Gly-Ser étant formé & partir d'un site
de restriction BamHI, facilitant ainsi le "clonage et 1la
manipulation. Un autre lieur (« linker ») utile est SEQ 1ID
NO : 23, qui peut éventuellement étre précédé par un dipeptide
Gly—-Ser (SEQ ID NO : 24, provenant de BamiI) ou par un
dipeptide Gly-Lys (SEQ ID NC : 25, provenant de HindIII).

-A- est une séquence d'acides aminés N-terminale
facultative. Elle sera généralement courte (p. ex. 40 acides
aminés ou moins, a savoir 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31,
30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 18, 18, 17, 16,
15, 14, 13, 12, 11, 10, S, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). A titre
d'exemples, 11 y a les séquences de téte (« leader ») qui
dirigent le transport des protéines. Si X; est dépourvu de sa
propre méthionine N-terminale, -A- peut fournir ledit résidu
méthionine dans le polypeptide traduit (p. ex. -A- est un
résidu Met seul). Le résidu Met peut étre a l'extrémité N-

terminale d'une séquence lieur (« linker ») telle que SEQ 1ID
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NO : 23 (a savoir SEQ ID NO : 26), ou a l'extrémité N-
terminale d'une séguence courte (p..ex. SEQ ID NO : 27).

-B- est une séquence d'acides aminés C-terminale
facultative. Elle sera généralement courte (p. ex. 40 acides
aminés ou moins, a savoir 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31,
30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, le,
15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). A titre’
d'exemples, il y a les séquences qui dirigent le transport des
protéines, les séquences peptidiques courtes qui facilitent le
clonage ou la purification (p. ex. comprenant les étiquettes
histidine, & savoir Hisn ou n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou
plus (SEQ ID NO : 43)), ou les séquences qui améliorent la
stabilité du polypeptide. D'autres séquences d'acides aminés
C-terminales convenables s'imposeront & 1l'homme du métier. Un
fragment -B- convenable est SEQ ID NO : 28, dans lequel Leu-
Glu en aval de 1'étiquette histidine provient d'un site de
restriction XhoI. '

Un polypeptide de fusion convenable, wutilisable avec
1'invention comprend SEQ ID NO : 10. D'aprés la formule ci-
dessus, dans SEQ ID NO : 10, -A- est SEQ ID NO : 26, X1 est
une séquence fHbp v2 (SEQ ID NO : 8), -L;- est SEQ IDANO : 24,
X2 est une séquence fHbp v3 (SEQ ID NO : 9), -L,- est SEQ ID
NO : 22, X3 est une séquence fHbp vl (SEQ ID NO : 7),‘et L: et
B sont absents. Les trois ségquences fHbp dans SEQ ID NO : 10
sont soulignées ci-dessous

MGPDSDRLQQRRVAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLQOSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGD
SLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNPDKIDSLINQR
SFLVSGLGGEHTAFNQLPDGKAEYHGKAFSSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELA
AAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQGSGPD
SDRLOQRRVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSTIPONGTLTLSAQGAEKTFKAGDKDNS
LNTGKLKNDKISRFDEVQKIEVDGQTITLASGEFQIYKQONHSAVVALQIEKINNPDKTDSLINQRS
FLVSGLGGEHTAFNQLPGGKAEYHGKAFSSDDPNGRLHYSTIDFTKKQGYGRIEHLKTLEQNVELAA
AELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQETIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQGSGGGG
VAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKV
SREDFIRQIEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHT
SFDKLPEGGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRH
AVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ

Un polypeptide de fusion préféré, utilisable avec
1l'invention comprend SEQ ID NO : 29. D'apres la formule ci-
dessus, dans SEQ ID NO : 29, -A- est SEQ ID NO : 26, X1 est
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une séquence fHbp v2 (SEQ ID NO : 8), -Li—- est SEQ ID NO : 22,
X; est une .séquence fHbp v3 (S8EQ ID NO : 9), -ILz- est SEQ ID
NO : 22, X3 est une séquence fHbp vl (SEQ ID NO : 7), et L3 et
B sont absents. Les trois séquences fHbp dans SEQ ID NO : 29

sont soulignées ci-dessous
MGPDSDRLQQORRVAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLOSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKT
YGNGDSLNTGKLKNDKVSREDFIRQIEVDGQLITLESGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNP
DKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPDGKAEYHGKAFSSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHG
KIEHLKTPEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQETAGSATV
KIGEKVHEIGIAGKQGSGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSIPQONGTLT
LSAQGAEKTFKAGDKDNSLNTGKLKNDKISREDFVQKIEVDGQTITLASGEFQIYKQNHSA
VVALQIEKINNPDKTDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPGGKAEYHGKAFSSDDPNGRLH
YSIDFTKKQGYGRIEHLKTLEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFG
DRAQETIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQGSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLT
LDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSREFDFIRQIEVDGQLITLESGEF
QVYKQSHSATTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPEGGRATYRGTAF
GSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQAE
KGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ

Par conséquent, dans 1'idéal 1l'invention wutilise un
polypeptide ayant la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 10
ou SEQ ID NO : 29, mais l'invention peut également utiliser un
polypeptide comprenant SEQ ID NO : 10 ou SEQ ID NO : 29, mais
modifiée a hauteur de 10 changements d'acides aminés
individuels (a4 savoir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10
substitutions, délétions et/ou insertions d'acides aminés
individuelles), & condition que le polypeptide puisse susciter
la production d'anticorps capables de reconnaitre les trois
polypeptides méningococciques de type sauvage de SEQ ID
NO : 4-6, comme décrit ci-dessus. En outre, SEQ ID NO : 10 ou
SEQ ID NO : 29 peut étre modifiée au niveau du fragment -A-
(p. ex. pour utiliser une alternative & SEQ ID NO : 26), de
facon qu'un polypeptide wutilisé avec l'invention puisse
comprendre SEQ ID NO : 30, éventuellement modifiée & hauteur
de 10 changements d'acides aminés individuels (comme décrit
ci-dessus) .

Par exemple, SEQ ID NO : 30 peut é&tre modifiée pour
introduire des mutations ponctuelles qui alterent la capacité
de chaque fHbp & interagir avec fH. Par exemple, SEQ 1ID
NO : 30 .peut Btre mutée aux résidus E240, E496, et R543, pour
obtenir ainsi SEQ ID NO : 31 (portant les mutations E240X,
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E496X et R543X, ou X est un acide aminé quelconque autre que
l'acide aminé indiqué, &  savoir, E240X désigne tout acide .
aminé autre que E sur le résidu 240). Un mode de réalisation
préféré de SEQ ID NO : 31 est SEQ ID NO : 32 (portant les
mutations E240A, E496A, R543S). L'invention peut utiliser SEQ
ID NO : 31 (p. ex. SEQ ID NO : 32), éventuellement modifiée a
hauteur de '5 changements d'acides 'aminés individuels (comme
décrit ci-dessus), a condition que les résidus E240, E496, et
R543 ne soient pas présents.

De plus, SEQ ID NO : 30 peut étre modifiée pour
introduire des mutations ponctuelles qui accroissent 1la

stabilité d'un fHbp. Par exemple, SEQ ID NO : 30 peut étre

mutée au niveau des résidus 832, L123, 8285, et L379, pour .

obtenir ainsi SEQ ID NO : 33 (portant les mutations 832X,
1L123X, 8285X et L379X). Un mode de réalisation préféré de SEQ
ID NO : 33 est SEQ ID NO : 34 (portant les mutations S32V,
L123R, S$285V, L379R). L'invention peut utiliser SEQ ID NO : 33
(p. ex. SEQ ID NO : 34), éventuellement modifiée a hauteur de
5 changements d'acides aminés individuels (comme décrit ci-
dessus), & condition que les résidus S$S32, L123, 8285, et L379
ne soient pas présents. Un de ces polypeptides est SEQ 1ID
NO : 35, dans lequel la séquence vl a été modifiée pour
inclure une mutation comme rapporté dans réf. 22, p. ex. la
mutation "R41S"™ (SEQ ID NO : 36). SEQ ID NO : 35 porte les
mutations S$32X, L123X, S285X, L379X et R543X, et SEQ ID No:36
les mutations S32V, L123R, 35285V, L379R et RB543S. La
nomenclature "R41S"™ est numérotée par rapport au polypeptide
vl mature (SEQ ID NO : 4), par conséquent, p. ex., elle est
présente dans le polypeptide de fusion SEQ ID NO : 35 sous
forme de R543X et dans SEQ ID NO : 36 sous forme de R543S.

Ces diverses approches peuvent é&étre combinées, de facgon
que l'invention puisse utiliser un polypeptide comprenant SEQ
ID NO : 37 (p. ex. un polypeptide ayant la séquence d'acides
aminés SEQ ID NO : 38). SEQ ID NO : 37 et SEQ ID NO : 38
portent les mutations S$S32V, L123R, E240A, S285V, L379R, E496A
et R543S. SEQ ID NO:38 comprend en outre SEQ ID NO : 26 & son

extrémité N-terminale.
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Dans un autre mode de réalisation, 1l'invention peut
utiliser SEQ ID NO : 39 (portant. les mutations L123X et L379X)
p. ex. SEQ ID NO : 40 (portant les mutations L123R et L379R).
De maniére similaire, l'invention peut utiliser SEQ ID NO : 39
(p. ex. SEQ ID NO : 40), éventuellement modifiée a hauteur de
5 changements d'acides aminés individuels (comme décrit ci-
dessus), a condition que ‘les résidus L123 et L379 ne soient
pas présents (voir p. ex. SEQ ID NO : 34, qui differe de SEQ
ID NO : 40 par incorporation de deux substitutions S/V comme
indiqué ci-dessus). Un de ces polypeptides est SEQ ID NO : 41,
dans lequel la séquence vl a été modifiée pour inclure la
mutation "R41S", et comprend par conséquent L123R, L379R et
R543S. Dans d'autres modes de réalisation, quand ces protéines
de fusion sont présentes dans des compositions selon
1'invention, des oMV peuvent étre présentes a des
concentrations entre 2,5 et 12,5 pg/ml.

Les résidus acides aminés notés a des fins de mutation
ci-dessus sont définis par rapport a des séquences de départ
spécifiques. Les résidus acides aminés dans toute autre
séqguence fHbp peuvent &tre facilement identifiés par
alignement de séquences, étant p. ex. l'acide aminé qui, quand
il est aligné & l'aide d'un algorithme d'alignement par paire
(p. ex. l'algorithme d'alignement global de Needleman-Wunsch,
décrit ci-dessous), s'aligne avec l'acide aminé mentionné dans
la présente. Souvent 1l'acide aminé sera identique, mais
1'alignement 1'identifiera facilement si ce n'est pas le cas.

fHbp est naturellement une lipoprotéine chez N.
meningitidis. Elle s'est également avérée étre lipidée quand
elle est exprimée chez E. coli avec sa séguence de téte
(« leader ») native ou des séquences de téte (« leader »)
hétérologues. Les polypeptides selon l'invention peuvent avoir
un résidu cystéine N-terminal, qui peut étre 1lipidé p.
ex. comprendre un groupe palmitoyle, formant généralement une
tripalmitoyl-S—-glycéryl-cystéine. Dans les modes de
réalisation normaux, toutefois, le polypeptide de fusion selon

l'invention n'est pas lipidé (typiquement . parce que le
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fragment -A- N-terminal ne dirige pas la lipidation) chez

1'héte d'expression.

Antigkne neisserien liant 1'hEparine (NHBA)

Une composition selon 1l'invention peut comprendre un
polypeptide immunogéne NHBA. L'antigene NHBA a été inclus dans
la séquence du génome pﬁbiiée‘de la souche méningococcique de
sérogroupe B MC58 [23] sous forme de géne NMB2132 (Numéro
d'accés GenBank GI :7227388 ; SEQ ID NO : 11 dans 1la
présente). Des séquences de l'antigeéne NHBA provenant de
nombreuses souches ont été publiées depuis. Par exemple, on
peut voir des formes alléliques de NHBA sur les Figures 5 et
15 de la  référence 24, et dans 1l'exemple 13 et sur la
figure 21 de 1la référence 2 (SEQ ID 3179 a 3184 dans la
présente). Divers fragments immunogénes de l'antigene NHBA ont
également été rapportés, y compris le fragment "AG" de SEQ ID
NO : 12. Les antigénes NHBA préférés pour une utilisation dont

fait 1'invention comprennent une séquence d'acides aminés

o

(a) présentant une identité de 60 % ou plus (p. ex. 65
70 &%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
%6 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % ou plus) avec SEQ ID NO : 12 ;

et/ou (b) comprenant un fragment d'au moins "n" acides aminés

14

oe

o

consécutifs de SEQ ID NO : 12, ou "n" vaut 7 ou plus (p. ex.
8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou plus). Les fragments préférés de (b)
comprennent un épitope provenant de SEQ ID NO : 12.

Les antigenes NHBA selon l1'invention les plus utiles
peuvent susciter la production d'anticorps qui, apres
administration a un mammifére hdéte convenable (tel qu'une
souris ou un sujet humain), peuvent se lier & un polypeptide
méningococcique constitué par la séquence d'acides aminés SEQ
ID NO : 13. Les antigénes NHBA avantageux utilisables dans le
cadre de 1'invention peuvent susciter la production
d'anticorps anti-méningococciques bactéricides apres
administration a un sujét mammifére.

Un polypeptide NHBA particuliérement préféré pour une
utilisation dont fait 1'invention comprend SEQ ID NO : 12,
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éventuellement modifiée a hauteur de 3 changements d'acides
aminés .individuels (a .savoir 1, .2, ou 3 substitutions,
délétions et/ou insertions d'acides aminés individuelles), a
condition que le polypeptide puisse susciter la production
d'anticozrps capables de se lier a SEQ ID NO : 13, comme décrit
ci-dessus.

Comme observé dans 'le BEXSERO™, le polypeptide NHBA peut
étre wutilement présent sous la forme d'un polypeptide de
fusion e.g. 1lié par fusion a un polypeptide NMB103C0. Dans ces
polypeptides de fusion, NMB1030 est de préférence en aval de
NHBA. NMB1030 provenant de la souche MC58 a le numéro d'accés
GenBank GI:7226269 (SEQ ID NO : 14 dans 1la présente). Uné
séquence NMB1030 pour. une utilisation dont fait .l1'invention
peut comprendre une séquence d'acides aminés : (a) présentant
0%, 75 %,
6

Q

une identité de 60 % ou plus (p. ex. 65 %, 7
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, %4 %, 95 %, 9 ,
99 %, 99,5 % ou plus) avec SEQ ID NO : 14 ; et/ou (b)
comprenant un fragment d'au moins "n" acides aminés
consécutifs de SEQ ID NO : 14, ou "n" wvaut 30 ou plus. Un
fragment NMB1030 utile est SEQ ID NO : 15.

Un de <ces polypeptides de fusion NHBA-NMB1030 a 1la
séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 16. Par conséquent,
1'invention peut utiliser SEQ ID NO : 16, éventuellement
modifiée a hauteur de 3 changements d'acides aminés
individuels (a savoir 1, 2, ou 3 substitutions, délétions
et/ou insertions d'acides aminés individuelles), & condition
que le polypeptide puisse susciter la production d'anticorps

capables de se lier a SEQ ID NO : 13, comme décrit ci-dessus.

AdhEsine A de Neisseria (NadA)

Une composition selon 1l'invention peut comprendre un
polypeptide immunogéne NadA. L'antigene NadA a été inclus dans
la séquence du génome publiée de la souche méningococcique de
sérogroupe B MC58 [23] sous forme de géne NMB199%4 (Numéro
d'accés GenBank GI :722725¢ ; SEQ ID NO : 17 dans 1la
présente). Les séquences de l'antigene NadA  provenant de

nombreuses souches ont été publiées depuis, et l'activité de
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la protéine a titre d'adhésine de Neisseria est Dbien
documéntée‘wDivers‘fragments‘immunogénes de NadA .ont. également
été rapportés. Les antigénes NadA préférés utilisables dans le
cadre de 1l'invention comprennent une séquence d'acides

aminés :

(a) présentant une identité de 60 % ou plus (p. ex.
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 &, ‘96 %, '97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % ou plus) avec SEQ 1ID

NO : 17 ; et/ou (b) comprenant un fragment d'au moins "n"
acides aminés consécutifs de SEQ ID NO : 17, ou "n" vaut 7 ou
plus (p. ex. 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 ou plus). Les fragments
préférés de (b) comprennent ‘un épitope provenant de SEQ 1ID
NO : 17.

Les antigénes NadA selon 1'invention 1les plus utiles
peuvent susciter la production d'anticorps qui, apreées
administration & un mammifére hodte, peuvent se lier & un
polypeptide méningococcique constitué par la séquence d'acides
aminés SEQ ID NO : 18. Les antigeénes NadA avantageux
utilisables dans le cadre de l'invention peuvent susciter la
production d'anticorps anti-méningococciques bactéricides
aprés administration & un mammifeére hote.

Un polypeptide NadA particuliérement préféré pour une
utilisation dans 1le cadre de 1'invention comprend SEQ 1ID
NO : 19, éventuellement modifiée & hauteur de 3 changements
d'acides aminés individuels (a savoir 1, 2, ou 3
substitutions, délétions et/ou insertions d'acides aminés
individuelles), a condition que le polypeptide puisse susciter
la production d'anticorps capables de se 1lier a SEQ 1ID

NO : 18, comme décrit ci-dessus.

VEsicules de membrane externe de mEningocoques (OMV)

Les compositions selon l'invention comprennent des OMV de
méningocoques, & savoir toute vésicule protéoliposomique
obtenue par rupture ou boursoufflure d'une membrane externe de
méningocoques pour former des vésicules a partir de celle-ci
qui conservent les composants protéiques de la membrane

externe (p. ex. PorA, PorB, RmpM, Opa, Opc, Omp85, FetA/FrpB,
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NspA, etc.), ayant un diamétre dans la plage de 50 & 200 nm.
Par conséquent, le terme . peut .inclure les OMV. (parfois
appelées "blebs") ainsi que les vésicules dites
"microvésicules" (MV [25]1) ou "OMV natives" ("NOMV" [26]).
Voir également les références 27 a 33. Les vésicules de
membrane externe typigques sont préparées artificiellement a
partir de ‘bactéries, et peuvént étre préparées par un
traitement détergent (p. ex. au désoxycholate), ou par des
moyens non détergent (voir p. ex. référence 37). Les
techniques pour former des OMV comprennent le traitement des
bactéries avec un détergent de type sel d'acide biliaire (p.
ex. sels d'acide 1lithocholique, d'acide chenocdésoxycholique,
d'acide .ursodésoxycholique, d'acide désoxycholique, d'acide
cholique, d'acide wursocholique, etc., le désoxycholate de
sodium [34 & 35] étant préféré pour traiter Neisseria) a un pH
suffisamment élevé pour ne pas précipiter le détergent [36].
D'autres techniques peuvent étre utilisées essentiellement en
1'absence de détergent [37,38] telles que des techniques de
sonication, homogénéisation, microfluidisation, cavitation,
choc osmotique, broyage, presse de French, mélange, etc. Les
méthodes n'utilisant pas ou peu de détergent permettent de
conserver des antigénes utiles tels que NspA et fHbp [37]. Par
conséquent, les OMV utilisées avec l'invention peuvent é&tre
préparées a l'aide d'un tampon d'extraction d'OMV contenant
environ 0,5 % de désoxycholate ou moins, p. ex. environ 0,2 %,
environ 0,1 %, <0,05 % voire pas du tout.

Les vésicules connues sous les noms de MV et NOMV sont
des vésicules de membrane naturelles qui se forment
spontanément pendant la croissance bactérienne et sont
libérées dans le milieu de culture. Les MV peuvent é&tre
obtenues par culture de Neisseria dans un milieu de culture de
type bouillon, séparation des cellules entiéres des MV dans le
milieu de culture de type bouillon (p. ex. par filtration ou
centrifugation a basse vitesse pour ne former gque des culots
de cellules et pas de vésicules plus petites), puis collecte
des MV a partir du milieu appauvri en cellules (p. ex. par

filtration, précipitation différentielle ou agrégation des MV,
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par centrifugation a grande vitesse pour former des culots de
MV). De maniere.,générale, les. .souches utilisables dans 1la
production de MV peuvent é&tre choisies en fonction de 1la
quantité de MV produites en culture, 1les «réfs 45 §& 46
décrivant p. ex. Neisseria comme une bactérie & production
élevée de MV.

Les vésicules peuvent ‘étre” préparées & ©partir de’
bactéries qui ont été génétiquement manipulées [39,42] p. ex.
pour accroitre 1'immunogénicité (p. ex. immunogénes hyper-
exprimés), réduire la toxicité, inhiber la synthése du
polysaccharide capsulaire, sous-réguler l'expression de PorA,
etc. Elles peuvent étre préparées a partir de souches
hyperproductrices de vésicules [43,46]. Des vésisules
provenant de bactéries ayant des sous-types de protéines de
membrane externe de classe I différentes peuvent é&tre
utilisées, p. ex. six sous-types différents [47,48] obtenus &
partir de deux ©populations de vésicules génétiquement
modifiées différentes comportant chacune trois sous-—-types, ou
neuf sous-types différents obtenus & partir de trois
populations de vésicules génétiquement modifiées différentes
comportant chacune trois sous-types, etc. Les sous-types
utiles comprennent : P1.7,16 ; P1.5-1,2-2 ; Pl.19,15—l ; P1.5-
2,10 ; Pp1.12-1,13 ; P1.7-2,4 ; P1.22,14 ; P1.7-1,1 ; Pl.18-
1,3,6. En général, toutefois, 1l est préférable pour la
présente invention de préparer les OMV a partir d'une souche
de méningocoque de type sauvage.

Les vésicules utilisables dans le cadre de 1l'invention
peuvent par conséquent étre préparées a partir de toute souche
méningococcique de type sauvage. Les vésicules proviendront
généralement d'une souche de sérogroupe B, mais il est
possible de les préparer a partir de sérogroupes autres que B
(la référence 36 décrit p. ex. un procédé pour le sérogroupe
A), tels que A, C, W135 ou Y. La souche peut étre de tout
sérotype (p. ex. 1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 16, etc.), de tout
séro-sous—-type (p. ex. Pl1l.4), et de tout immunotype (p. ex.
L1 ; .2 ; L3 ; 13,7 ; 13,7,9 ; L10 ; etc.). Les méningocoques.

peuvent provenir de toute 1lignée convenable, y compris de
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lignées hyperinvasives et hypervirulentes, p. ex. de 1l'une
quelconque des .sept .lignées hypervirulentes suivantes : sous-
groupe I ; sous—groupe III ; sous—groupe IV-1 ; complexe ET-
5 ; complexe ET-37 ; cluster A4 ; lignée 3. De maniére
préférée entre toutes, les OMV sont préparées a partir de la
souche NZ98/254, ou autre souche de séro-sous-type Pl.4 PorA.
De maniére avantageuse, l'invention utilise les mémes OMV que
celles utilisées dans le BEXSERO™ et MENZB™, préparées a
partir de la souche Nz98/254.

De maniére générale, les vésicules contiendront un LOS
méningococcique (également connu sous le nom de LPS), mais
l'effet pyrogéne du LOS dans les OMV est bien plus faible, a
quantité égale, a celui du .ILOS purifié, et 1l'adsorption des
OMV  sur 1l'hydroxyde d'aluminium réduit en outre leur
pyrogénicité. Les niveaux de LOS sont exprimés en Unités
Internationales (IU) d'endotoxine et peuvent é&tre déterminés
par le dosage LAL (lysat d'amebocytes de limule). De
préférence,. le LOS est présent a moins de 2000 IU par pg de
protéine OMV.

Quand un LOS est présent dans une vésicule, 11 est
possible de traiter la vésicule de facon a lier ses composants
LOS et protéines (conjugaison "intra-bleb" [49]).

Un procédé utile de purification d'OMV est décrit dans la
référence 50 et implique 1l'ultrafiltration sur OMV Dbrutes,
plutdt qu'une centrifugation a grande vitesse. Le procédé peut
impliquer une étape’ d'ultracentrifugation aprés 1l'ultra-
filtration. Les OMV peuvent également étre purifiées par le
procédé de filtration par exclusion de taille a deux étapes
décrit dans réf. 51.

De maniére utile, les OMV peuvent étre mises en
suspension dans une solution de saccharose une fois qu'elles

ont été préparées.

Combinaisons
Une composition selon l'invention peut comprendre chacun

des composants suivants : (a) un polypeptide de fusion
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comprenant les trois fHbp méningococciques vl, v2 et v3, (b)
un polypeptide NHBA, .(c) un polypeptide NadA et (d) des OMV.

Dans ces combinaisons : (a) dans 1'idéal le polypeptide
de fusion fHbp comprend la séquence d'acides aminés SEQ 1ID
NO : 10, mais éventuellement modifiée & Thauteur de 10
changements d'acides aminés individuels, comme décrit ci-
dessus ; (b) dans 1"idéal, le polypeptide NHBA comprend la
séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 12, mais éventuellement
modifiée a hauteur de 3 changements d'acides aminés
individuels, comme décrit ci-dessus ; et (¢) dans 1'idéal, le
polypeptide NadA comprend la séquence d'acides aminés SEQ ID
NO : 19, mais éventuellement modifiée & hauteur de 3
changements d'acides aminés individuels, comme décrit ci-
dessus.

De préférence : (a) le polypeptide de fusion fHbp a la
séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 10 ; (b) le polypeptide
NHBA a la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 12 et (c) le
polypeptide NadA a la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 19.

Mieux encore : (a) le polypeptide de fusion fHbp a la
séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 10 ; (b) le polypeptide
NHBA a la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 16 et (c) le
polypeptide NadA a la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 19.

Les polypeptides dans les compositions selon 1'invention
peuvent étre présents a toute concentration capable de
susciter une réponse immunologique efficace chez 1'hdte. La
dose peut étre déterminée par des essais de routine, en
s'inspirant en particulier des enseignements fournis par le
BEXSERO™, quil contient les polypeptides fHbp, NHBA et NadAa,
chacun a raison de 100 pg/ml. Par conséquent, les polypeptides
fHbp, NHBA et/ou NadA peuvent chacun étre présents dans une
composition selon l'invention a une concentration entre 20 et
400 pg/ml, p. ex. entre 50 et 150 pg/ml, entre 80 et
120 ug/ml, ou d'environ 100 pg/ml. Les concentrations
d'antigénes sont faciles a quantifier par des dosages
protéiques standards.

De maniére similaire, les OMV dans les compositions selon

l'invention peuvent é&tre présentes & toute concentration
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capable de susciter une réponse immunologique efficace chez
1'héte. La dose peut étre déterminée par des essais de
routine, en s'inspirant en particulier des enseignements
fournis par le BEXSERO™, qui contient des OMV a raison de
50 pg/ml. Par conséquent, selon le premier mode de réalisation
de 1l'invention, les OMV peuvent &tre présentes dans une
composition & une concentration entre 20 et 100 pg/ml, p. ex.
entre 30 et 75 pg/ml, entre 40 et 60 pg/ml, ou dans 1'idéal,
d'environ 50 pg/ml. Dahs le second mode de réalisation de
l'invention, toutefois, 1les OMV sont présentes & une plus
basse concentration, a savoir entre 5 et 30 pg/ml, p. ex.
entre 10 et 15 npg/ml, ou dans 1'idéal d'environ 12,5 pg/ml.
Dans certains modes de réalisation, les OMV sont présentes a
des concentrations plus basses, entre 2,5 et 12,5 ug/ml, par
exemple de 2,5 pg/ml, 3,0 ug/ml, 3,5 pg/ml, 4,0 pg/ml,
4,5 nug/ml, 5,0 pg/ml, 5,5 pg/ml, 6,0 ng/ml, 6,5 png/ml,
7,0 npg/ml, 7,5 ng/ml, 8,0 ng/ml, 8,5 ng/ml, 9,0 npg/ml,
9,5 pg/ml et 10 npg/ml.

Les quantités et les concentrations d'OMV dans les
compositions selon 1'invention se définissent de 1la méme
maniére que dans le BEXSERO™, a savoir en fonction de la
protéine totale. Celle-ci peut étre évaluée a l'aide de divers
dosages, p. ex. réf. 29 décrit 1l'utilisation du dosage de
Folin-Lowry. La protéine totale peut é&tre dosée selon 1la
European Pharmacopoeia, Ph. Eur. Assay 2.5.33, a 1l'aide de
1'une quelcongue des sept méthodes proposées par la
pharmacopée. La méthode 2 propose le test de Lowry, gqui est
préféré. Par conséguent, une composition selon le second mode
de réalisation de 1l'invention contient des OMV représentant

une protéine totale de 5 a 30 ug/ml.

Polypeptides

Les polypeptides selon 1l'invention peuvent étre préparés
par divers moyens, p. ex. par synthése chimique (au moins en
partie), digestion de polypeptides plus longs a l'aide de
protéases, traduction a partir d'ARN, purification a partir

d'une culture cellulaire (p. ex. & partir d'une expression
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recombinée ou d'une culture de N. meningitidis), etc.
L'expression hétérologue chez un hdte E. coli est une voie
d'expression préférée.

Dans 1'idéal, 1les polypeptides selon 1l'invention ont une
longueur d'au moins 100 acides aminés, p. ex. 150aa, 175aa,
200aa, 225aa, ou plus. Par exemple, un polypeptide de fusion
fHbp aura générdlement une ~longueur d'au moins 500aa, un’
polypeptide NHBA aura généralement une longueur d'au moins
400aa, et un polypeptide NadA aura généralement une longueur
d'au moins 250aa.

Les polypeptides sont de préférence préparés sous une
forme sensiblement pure ou sensiblement isolée (& savoir
sensiblement exempte de. tout autre polypeptide neisserien ou
polypeptide issu de 1la cellule hoéte). En général, les
polypeptides sont fournis dans un environnement non naturel,
p. ex. 1ls sont séparés de leur environnement naturel. Dans
certains modes de réalisation, le polypeptide est présent dans
une composition qui est enrichie pour le polypeptide
comparativement au matériau de départ. Par conségquent, un
polypeptide purifié est fourni, "purifié" signifiant que le
polypeptide est présent dans une composition qui @ est
sensiblement exempte d'autres polypeptides exprimés,
"sensiblement exempte" signifiant que plus de 50 % (p. ex.
275 %, 280 %, 290 %, 295 %, ou 299 %) du polypeptide total
dans la composition est un polypeptide selon 1l'invention.

Les polypeptides peuvent prendre diverses formes (p. ex.
natives, fusions, non glycosylées, lipidées, ponts disulfure,
etc.) .

Des séquences telles que SEQ ID NO : 19 ne contiennent
pas de méthionine N-terminale. Si un polypeptide selon
1l'invention est obtenu par traduction chez un hdéte biologique,
alors un codon de départ est requis, qui fournira une
méthionine N-terminale <chez la plupart des hbétes. Par
conséquent, un polypeptide selon 1l'invention comprendra, au
moins a un stade naissant, un résidu méthionine en amont de

ladite séquence SEQ ID No.
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Dans certains modes de réalisation, un polypeptide dans
une. composition selon l'invention peut .comprendre une ségquence
N-terminale en amont (comme approprié) de la séquence du
polypeptide fHbp, NHBA ou NadA. Dans certains modes de
réalisation, le polypeptide comporte une méthionine unique a
l'extrémité N-terminale immédiatement suivie de la séquence
d'acides aminés de "1'immunogene pertinent ; dans d'autres, une
séquence amont plus longue peut étre utilisée. Cette séquence
amont peut étre courte (p. ex. 40 acides aminés ou moins, &
savoir 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26,
25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 1le6, 15, 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). A titre d'exemples, il y a les
séquences de téte (« leader ») qui dirigent le transport des
protéines, ou les séquences peptidiques courtes qui facilitent
le clonage ou la purification (p. ex. une étiquette histidine,
a4 savoir Hisp, ou n = 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou plus (SEQ ID
NO : 44)).

Un polypeptide selon 1'invention peut également
comprendre des acides aminés en aval de l'acide aminé final de
la séquence d'acides aminés du fHbp, NHBA ou NadA (comme
approprié). Ces extensions C-terminales peuvent é&étre courtes
(p. ex. 40 acides aminés ou moins, & savecir 39, 38, 37, 36,
35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21,
20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,
3, 2, 1). A titre d'exemples, 1l y a les séquences qui
dirigent le transport des protéines, les séquences peptidiques
courtes qui facilitent le clonage ou la purification (p. ex.
une étiquette histidine, &4 savoir His, ou n = 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 ou plus (SEQ ID NO : 44)) ou les séquences qui
améliorent la stabilité du polypeptide. D'autres séquences
d'acides aminés C-terminales convenables s'imposeront a
1'homme du métier.

Le terme "polypeptide" désigne des polymeres de type
acides aminés de longueur dquelconque. Le polymére peut é&tre
linéaire ou ramifié, 11 peut comprendre des acides aminés
modifiés, et .il peut .étre interrompu. par .des acides non

aminés. Le terme englobe également un polymére de type acides
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aminés qui a ¢été modifié naturellement ou suite & une
intervention : par exemple, formation de liaisons disulfure,
glycosylation, 1lipidation, acétylation, phosphorylation, ou
toute autre manipulation ou modification, telle que la
conjugaison avec un composant de marquage. Sont également
inclus dans la définition les polypeptides contenant par
exemple un ou plusieurs analogues d'un acide aminé (y compris,
par exemple, les acides aminés non naturels, etc.), ainsi que
d'autres modifications connues dans 1l'état de la technique.
Les polypeptides peuvent se présenter sous forme de chaines
simples ou de chaines associées.

Les polypeptides selon 1'invention sont de préférence
exprimés par des moyens recombinants chez un hdéte hétérologue
(par exemple, chez E. coli), puls purifiés, et combinés et
formulés avec des OMV pour donner une composition selon
1'invention.

Dans  certains modes de réalisation, un polypeptide
comprend une séquence d'acides aminés telle que décrite ci-
dessus, & ceci pres que jusqu'a 10 acides aminés (a savoir, 1,
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10) a l'extrémité N-terminale et/ou
jusqu'a 10 acides aminés (4 savoir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9

ou 10) a l'extrémité C-terminale sont délétés.

REponses bactEricides

Comme mentionné ci-dessus, les polypeptides et les
compositions préférés selon 1'invention peuvent susciter des
réponses en anticorps qui sont bactéricides envers les
méningocoques. Les réponses en anticorps bactéricides sont
commodément mesurées aprés immunisation de souris et sont un
indicateur standard de 1l'efficacité du vaccin (voir p. ex.
note de bas de page 14 de réf. 52 ; également réf. 53). Par
conséquent, les anticorps seront bactéricides envers une
souche d'essai dans un dosage de 1l'activité bactéricide
sérique convenable (SBA).

Un polypeptide de fusion fHbp peut de préférence susciter
une réponse en anticorps qui est bactéricide envers une souche

méningococcique qui exprime un fHbp vl, une souche
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méningococcique qui exprime un fHbp vVv2, et également une
souche .méningococcigque qui. exprime un fHbp v3. Une souche vl
convenable pour un test SBA est MC58, qui est largement
disponible (p. ex. ATCC BAA-335) et était la souche séquencée
dans référence 23. Uné souche v2 convenable pour un test SBA
est M2091 (ATCC 13091). Une souche v3 convenable pour un test
SBA est M01-240355, qui est une souche de référence MLSt de
Neisseria (id 19265 dans réf. 54) qui a été entiérement
séquencée (voir EMBL ID CP002422 [551).

Par conséquent, les polypeptides de fusion fHbp préférés
peuvent susciter la production d'anticorps chez une souris qui
sont bactéricides envers chacune des souches MC58, M2091, et
M01-240355 dans un dosage de l'activité bactéricide sérique.
Par exemple, une composition selon l'invention peut fournir un
titre bactéricide sérique >1:4 par le dosage de Goldschneider
avec comme source de complément du sérum humain [56,58], et/ou
fournir un titre bactéricide sérique >1:128 avec comme source

de complément du sérum de bébé lapin.

Immunisation

Les polypeptides décrits ci-dessus peuvent étre utilisés
a titre de ©principe(s) actif (s) dans des compositions
immunogénes, et par conséquent l'invention concerne une
composition immunogéne (p. ex. un vaccin) comprenant les
polypeptides décrits ci-dessus.

L'invention concerne également une méthode destinée &
susciter une réponse en anticorps chez un mammifére, tel
qu'une souris ou un sujet humain, comprenant l'administration
d'une composition immunogene selon 1'invention audit
mammifere. De préférence, la réponse en anticorps est une
réponse en anticorps protecteurs et/ou bactéricides.
L'invention concerne également des compositions selon
1'invention pouvant étre utilisées dans ces méthodes.

L'invention concerne également une méthode destinée a
protéger un mammifére, tel qu'une souris ou un sujet humain,

contre une infection a Neisseria (p. ex. mnméningococcique)
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comprenant l'administration audit mammifére d'une composition
immunogene selon l'invention.

L'invention concerne des compositions utilisables a titre
de médicaments (p. ex. sous forme de compositions immunogénes
ou de wvaccins). Dans un mode de réalisation, elle concerne
également l'utilisation d'un polypeptide de fusion comprenant
les trois fHbp méningococciques vl1, v2 et v3, et un ou
plusieurs des composants suivants : (i) un polypeptide NHBA,
(1i1) un polypeptide NadA et/ou (iii) des vésicules de membrane
externe de méningocoques, dans la fabrication d'un médicament
destiné a  prévenir 1'infection a Neisseria (p. ex.
méningococcique) chez un mammifeére. Dans un autre mode de
réalisation, .1'invention concerne 1l'utilisation de vésicules
de membrane externe de méningocoques et d'un ou de plusieurs
des composants suivants : (i) un polypeptide NHBA, (ii) un
polypeptide NadA et/ou (1ii) un polypeptide de fusion
comprenant les trois fHbp méningococciques vl, v2 et v3, dans
la fabrication d'un médicament destiné & prévenir l'infection
a Neisseria (p. ex. méningococcique) chez un mammifére, dans
lequel la concentration de vésicules de membrane externe dans
le médicament est entre 5 et 30 pg/ml.

Le mammifére est de préférence un sujet humain. Le sujet
humain peut étre un adulte ou, de préférence, un enfant. Quand
le vaccin est & usage prophylactique, le sujet humain est de
préférence un enfant (p. ex. un tout petit ou un nourrisson) ;
guand le vaccin est a usage thérapeutique, le sujet humain est
de préférence un adulté. Un vaccin destiné a des enfants peut
également étre administré a des adultes, p. ex. pour évaluer
son innocuité, son dosage, son immunogénicité, etc.

Les utilisations et les méthodes sont particuliérement
utiles pour prévenir/traiter des maladies comprenant, entre
autres, la méningite (en particulier la méningite bactérienne,
telle que la méningite a méningocoques) et la bactériémie. Par
exemple, elles se prétent & une immunisation active des
individus contre une maladie & méningocoques invasive

provoquée par N. meningitidis (par exemple de sérogroupe B).
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L'efficacité du traitement thérapeutique peut étre testée
en surveillant l'infection & Neisseria aprés.administration de
la composition selon l'invention. L'efficacité du traitement
propylactique peut étre testée en surveillant les réponses
immunitaires dirigées contre fHbp, NHBA, NadA et PorA (comme
approprié) aprés administration de la composition.
L'immunogénicité des compositions selon 1'invention peut étre
déterminée par administration desdites compositions a des
sujets d'essai (p. ex. enfants de 12 a 16 mois, ou modéles
animaux), puis détermination des paramétres standards
comprenant les anticorps sériques bactéricides (SBA) et les
titres ELISA (GMT). De maniére générale, ces réponses
immunitaires seront déterminées environ 4 semalines apres
l'administration de la composition, et comparées aux valeurs
déterminées avant administration de la composition. Un
accroissement d'au moins 4 a 8 fois des SBA est préféré. Quand
plus d'une dose de la composition est administrée, plus d'une
détermination post-administration peut étre pratiquée.

Les compositions préférées selon l'invention peuvent
conférer un titre d'anticorps & un patient qui est supérieur
au critere de séroprotection de chaque composant antigénique
chez un pourcentage acceptable de sujets humains. Les
antigénes associés & un titre d'anticorps au-dessus duquel un
héte est considéré comme séroconverti contre 1l'antigéne sont
bien connus, et ces titres sont publiés par des organisations
telles que 1'OMS. De préférence, plus de 80 % d'un échantillon
statistiquement significatif de sujets est séroconverti, plus

préférablement plus de 90 %, mieux encore plus de 93 % et de

o°

maniére préférée entre toutes de 96 a 100

L'invention peut étre utilisée pour conférer une immunité
systémique et/ou muqueuse.

De maniere générale, les compositions selon l'invention
seront administrées directement au patient. L'administration
directe peut étre effectuée par injection parentérale (p. ex.
sous—-cutanée, intrapéritonéale, intraveineuse, intra-
musculaire, ou dans .l'espace interstitiel d'un tissu), ou par

vole rectale, orale, vaginale, topique, transdermique,
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intranasale, oculaire, auriculaire, pulmonaire ou autre
administration par voie .. muqueuse. L'administration
intramusculaire dans la cuisse ou le haut du bras est
préférée. L'injection peut se faire par l'intermédiaire d'une
aiguille (p. ex. une aiguille Thypodermique), mais une
injection sans aiguille peut étre pratiquée en variante. Une
dose intramusculaire typique est 'd'environ 0,5 ml (p. ex.
comme cobservé dans le BEXSERO™) .

La posologie peut étre un schéma unidose ou multidose.
Les multidoses peuvent étre utilisées dans un schéma de primo-
vaccination et/ou un schéma de doses de rappel. Un schéma de
primovaccination peut é&étre suivi d'un schéma de doses de
rappel. L'intervalle de .temps convenable entre les doses de
primovaccination (p. ex. entre 4 et 16 semaines), et entre la
primovaccination et le(s) rappel(s) peut é&étre déterminé a
chaque fois. Par exemple, le BEXSERO™ est administré en deux
ou trois doses a des intervalles d'au moins 1 mois ou d'au
moins 2 mois, en fonction du sujet (p. ex. nourrissons ou
autres).

La composition immunocgene selon 1l'invention contiendra
généralement un véhicule pharmaceutiquement acceptable, qui
peut étre toute substance qui n'induit pas elle-méme la
production d'anticorps nocifs pour le patient recevant la
composition, et qui peut étre administrée sans toxicité indue.
Les véhicules pharmaceutiquement acceptables peuvent
comprendre les liquides tels que l'eau, le sérum
physiologique, 1le glycérol et 1'éthancl. Des substances
auxiliaires, telles que des agents de mouillage ou
émulsifiants, des substances de tamponnage de pH, et autres,
peuvent également é&tre présentes dans ces véhicules. Une
discussion approfondie concernant 1les véhicules convenables
figure dans réf. 59. Par exemple, le BEXSERO™ contient du
chlorure de sodium, de 1'histidine, du saccharose, de
l'hydroxyde d'aluminium, et de 1l'eau pour Dpréparations
injectables.

Les infections a Neisseria affectent diverses parties du

corps, de sorte que les compositions selon 1l'invention peuvent
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8tre préparées sous diverses formes. Par exemple, les
compositions peuvent étre préparées .sous forme de préparations
injectables, de type soit solution liquide, soit suspension.
Des formes solides pour une mise en solution ou une mise en
suspension dans des véhicules liquides avant injection peuvent
également é&tre préparées. Les compositions se prétant & une
injection par voie parentérale (p. ex. dans le muscle) sont
préférées entre toutes.

La composition est de préférence stérile. Elle est de
préférence apyrogéne. Elle est de préférence tamponnée, p. ex.
a4 un pH entre pH 6 et pH 8, généralement autour de pH 7. Quand
une composition comprend un sel d'hydroxyde d'aluminium, il
est préférable d'utiliser wun tampon histidine .[60]. Les
compositions selon 1l'invention peuvent étre isotoniques vis-a-
vis des sujets humains.

Les compositions immunogénes comprennent une quantité
immunologiquement efficace de 1'immunogéne, ainsi que de tout
autre composant spécifié, comme nécessaire. Par "quantité
immunologiquement efficace"”, on entend que l'administration de
cette quantité & un individu, soit sous forme d'une unidose,
soit dans le cadre d'une série, est efficace & des fins de
traitement ou de prévention. Cette quantité varie en fonction
de la santé et de la condition physique de 1'individu a
traiter, de son Aage, du groupe taxonomique auquel appartient
1'individu & traiter (p. ex. primate non humain, primate,
etc.), de la capacité du systéme immunitaire de 1'individu a
synthétiser des anticorps, du degré de protection recherché,
de la formulation du wvaccin, de l'avis du médecin traitant sur
le cas médical, et autres facteurs pertinents. Cette quantité
devrait s'inscrire dans une plage relativement large qui peut
étre déterminée par des essais réguliers. Le traitement
posologique peut étre un schéma & une seule dose ou a
multidose (comprenant p. ex. des doses de rappel). La
composition peut é&tre administrée conjointement & d'autres
agents immunorégulateurs.

Les adjuvants qui peuvent é&tre utilisés dans les

compositions selon l'invention comprennent, entre autres, les
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sels métalliques insolubles, les émulsions huile dans 1l'eau
(p. ex. MF59 ou AS03, contenant ftoutes les deux .du squaléne),
les saponines, les dérivés non toxiques du LPS (tels que le
lipide A monophosphorylé ou le MPL 3-0O-désacylé), les
oligonucléotides immunostimulateurs, les toxines bactériennes
détoxifiées ADP-ribosylantes, les microparticules, les
liposomes, 'les imidazoquinoclones, ou leurs mélanges. D'autres
substances capables d'agir comme des agents immunostimulateurs
sont décrites dans le chapitre 7 de réf. 61.

L'utilisation d'un adjuvant de type hydroxyde d'aluminium
et/ou phosphate d'aluminium est particuliérement préférée, et
les polypeptides sont généralement adsorbés sur ces sels. Ces
sels comprennent les oxyhydroxydes et les hydroxyphosphates
(voir p. ex. les chapitres 8 & 9 de réf. 61). Les sels peuvent
prendre toute forme convenable (p. ex. gel, forme cristalline,
amorphe, etc.). Al*** devrait étre présent & <1 mg/dose.

L'adjuvant préféré entre tous est 1'hydroxyde
d'aluminium, tel qu'il est wutilisé dans le BEXSERO™. Les
polypeptides et les OMV dans une composition selon l'invention
peuvent étre adsorbés sur cet adjuvant, comme dans le
BEXSERO™. L'hydroxyde d'aluminium peut étre incorporé a raison

d'environ 1 mg/ml d'Al*** (4 savoir 0,5 mg par dose de 0,5 ml).

Autres composants antigEniques

Une composition selon 1'invention peut comprendre
d'autres immunocgénes polypeptidiques de méningocoques en plus
de fHbp, NHBA, NadA et/ou des OMV. Par exemple, elle peut
comprendre un ou plusieurs des suivants : Nspd, App, Nhha,
HmbR, etc.

Une composition selon l1'invention peut également
comprendre un antigéne "936". L'antigéne 936 a été inclus dans
la séquence du génome publiée de la souche méningococcique de
sérogroupe B MC58 [23] sous forme de géne NMB2091 (SEQ ID
NO : 20 dans la présente). Les antigénes 936 préférés pour une
utilisation dont fait 1l'invention comprennent une séquence
d'acides aminés : (a) .présentant une identité de 50 % ou plus
(p. ex. 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
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93 &%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,'98 %, 99 %, 99,5 % ou plus) avec

'SEQ ID NO : 21 ; .et/ou (b) comprenant un fragment d'au moins .

"n" acides aminés consécutifs de SEQ ID NO : 21, ou "n" wvaut 7
ou plus (p. ex. 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 ou plus). Les fragments
préférés de (b) comprennent un épitope provenant de- SEQ ID
NO : 21. Les antigénes 936 les plus utiles selon l'invention
peuvent susciter la production d'anticorps qui, apres
administration a wun hdte mammifére, peuvent se lier & un
polypeptide méningococcique constitué par la séquence d'acides
aminés SEQ ID NO : 20. L'antigéne 936 est un bon partenaire de
fusion pour fHbp (voir p. ex. références 62 & 63).

En .plus des antigénes polypeptidiques méningococciques,
la composition peut comprendre des antigénes pour immuniser
contre d'autres maladies ou infections. Par exemple, la
composition peut comprendre un ou plusieurs des autres
antigénes suivants
- un antigéne saccharidique de N. meningitidis sérogroupe A,

C, W135 et/ou Y, tel que le saccharide décrit dans réf. 64
de sérogroupe C (voir également réf. 65) ou dans réf. 66.

- un antigéne saccharidique de Streptococcus pneumoniae [p.
ex. 67, 68, 69].

- un antigene du virus de 1l'hépatite A, tel qu'un virus
inactivé [p. ex. 70, 71].

- un antigéne du virus de 1l'hépatite B, tel que des antigenes
de surface et/ou de ceur [p. ex. 71, 72].

- un antigéne diphtérique, tel que l'anatoxine diphtérique [p.
ex. chapitre 3 de réf. 73] p. ex. le mutant CRMis7 [p. ex.
747.

- un antigéne tétanique, tel que l'anatoxine tétanique (p. ex.
chapitre 4 de réf. 73).

- un antigéne de Bordetella pertussis, tel que 1l'holotoxine
pertussique (PT) et 1l'hémagglutinique filamenteuse (FHA) de
B. pertussis, éventuellement également en combinaison avec
la pertactine et/ou les agglutinogénes 2 et 3 (p. ex. réf.
75 & 76).
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- un antigéne saccharidique d'Haemophilus influenzae B [p. ex.
65].

- un ou des antigenes polio [p. ex. 77, 78] tels que 1'IPV.

- des antigenes des virus de la rougeole, des oreillons et/ocu
de la rubéole (p. ex. chapitres 9, 10 & 11 de réf. 73).

- un ou des antigénes du virus influenza (p. ex. chapitre 19
de réf. 73), tels que 1'hémagglutinine et/ou les protéines
de surface de type neuraminidase.

- un antigéne de Moraxella catarrhalis [p. ex. 79].

- un antigéne protéique de Streptococcus agalactiae
(streptocoque de groupe B) [p. ex. 80, 81].

- un antigéne saccharidique de Streptococcus agalactiae
(streptocoque de groupe B).

- un antigene de Streptococcus pyogenes (streptocoque de
groupe A) [p. ex. 81, 82, 83].

- un antigene de Staphylococcus aureus [p. ex. 84].

La composition peut comprendre un ou plusieurs de ces
autres antigénes.

Les antigénes protéiques toxiques peuvent étre détoxifiés
si nécessaire (p. ex. détoxification de la toxine pertussique
par des moyens chimiques et/ou génétiques [76]).

Quand un antigeéne diphtérique est incorporé dans la
composition, il est ©préférable d'inclure également des
antigeéenes tétaniques et pertussiques. De maniére similaire,
quand un antigeéne tétanique est incorporé, il est préférable
d'inclure également des antigenes diphtériques et
pertussiques. De maniére similaire, quand un antigeéne
pertussique est incorporé, il est ©préférable d'inclure
également des antigenes diphtériques et tétaniques. Les
combinaisons DTP sont par conséquent préférées.

Les antigeénes saccharidiques sont de préférence sous la
forme de conjugués. Les protéines porteuses pour les conjugués
sont décrites plus en détails ci-dessous.

Les antigénes dans la composition seront typiquement
présents a une concentration d'au moins 1 ng/ml chacun. En

général, la concentration de tout antigéne donné sera
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suffisante pour susciter une réponse immunitaire contre cet
antigéne.

Les compositions immunogénes selon l1l'invention peuvent
&tre utilisées & des fins thérapeutiques (p. ex. pour traiter
une infection existante) ou prophylactiques (p. ex. pour
prévenir une infection future).

Comme alternative "a 1"utilisation d'antigeénes protéiques
dans les compositions immunogenes selon 1l'invention, un acide
nucléique (qui pourrait é&tre 1'ARN, tel qu'un ARN a auto-
réplication, ou 1'ADN, tel qu'un plasmide) codant pour
1'antigene peut étre utilisé.

Dans certains modes de réalisation, une composition selon
1'invention. comprend des antigénes de saccharides capsulaires
conjugués provenant de 1, 2, 3 ou 4 des sérogroupes A, C, W135
et Y de méningocoques. Dans d'autres modes de réalisation, une
composition selon l'invention comprend au moins un antigéne de

saccharide capsulaire pneumococcique conjugué.

Méningocoques de sérogroupes Y, W135, C et A

Les actuels vaccins contre le méningocoque de sérogroupe
C (MENJUGATE™ [64,85], MENINGITEC™ et NEISVAC-C™) comprennent
des saccharides conjugués. MENJUGATE™ et MENINGITEC™
contiennent des antigénes oligosaccharidiques conjugués a une
protéine porteuse CRMjs7, tandis que NEISVAC-C™ utilise le
polysaccharide complet (dés-O-acétylé) conjugué a une protéine
porteuse de type anatoxine tétanique. Le vaccin MENACTRA™
contient des antigénes de saccharides capsulaires conjugués
provenant de chacun des sérogroupes Y, W135, C et A.

Les compositions selon 1l'invention peuvent contenir des
antigénes saccharidiques capsulaires provenant d'un ou de
plusieurs des sérogroupes Y, W135, C et A du méningocoque,
dans lesquelles les antigénes sont conjugués & une ou
plusieurs protéines porteuses et/ou sont des oligosaccharides.
Par exemple; la composition peut contenir un antigéne
saccharidique capsulaire provenant du : sérogroupe C s

sérogroupes A et C ; sérogroupes A, C et W135 ; sérogroupes A,
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C et Y ; sérogroupes C, W135 et Y ; ou provenant des quatre
sérogroupes A, C, W135 et Y.

Une quantité typique de chaque antigene saccharidique
méningococcique par dose est entre 1 et 20 ng, p. ex. environ
1 pg, environ 2,5 ug, environ 4 nug, environ 5 ug, ou environ
10 ng (exprimés en termes de saccharide).

Quand un mélange comprend des saccharides capsulaires’
provenant des deux sérogroupes A et C, le rapport (p/p)
saccharide MenA:saccharide MenC peut étre supérieur a 1 (p.
ex. 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou plus). Quand un mélange
comprend des saccharides capsulaires provenant du sérogroupe Y
et d'un ou des deux sérogroupes C et W135, le rapport (p/p)
saccharide Men¥Y:saccharide MenW1l35 peut étre supérieur a 1 (p.
ex. 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou plus) et/ou le rapport (p/p)
saccharide MenY:saccharide MenC peut étre inférieur a 1 (p.
ex. 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, ou moins). Les rapport (p/p) préférés
pour les saccharides provenant des sérogroupes A:C:W135:Y
sont : 1:1:1:1 ; 1:1:1:2 ; 2:1:1:1 ; 4:2:1:1 ; 8:4:2:1 ;
4:2:1:2 ; 8:4:1:2 ; 4:2:2:1 ; 2:2:1:1 ; 4:4:2:1 ; 2:2:1:2 ;
4:4:1:2 ; et 2:2:2:1. Les rapport (p/p) préférés pour les

saccharides provenant des sérogroupes C:W135:Y sont : 1:1:1 ;
1:1:2 ; 1:1:1 ; 2:1:1 ; 4:2:1 ; 2:1:2 ; 4:1:2 ; 2:2:1 ; et
2:1:1. L'utilisation d'un poids eessentiellement égal de

chaque saccharide est préférée.

Les saccharides capsulaires peuvent étre utilisés sous 1la
forme d'oligosaccharides. Ceux-ci sont commodément formés par
fragmentation du polysaccharide capsulaire purifié (p. ex. par
hydrolyse), normalement suivie ©par la ©purification des
fragments ayant la taille recherchée. '

La fragmentation des polysaccharides est de préférence
réalisée pour obtenir un degré moyen final de polymérisation
(DP) dans l'oligosaccharide inférieur a 30 (p. ex. entre 10 et
20, de préférence d'environ 10 pour le sérogroupe A ; entre 15
et 25 pour les sérogroupes W135 et Y, de préférence d'environ
15-20 ; entre 12 et 22 pour le sérogroupe C ; etc.). Le DP
peut étre commodément mesuré par une chromatographie d'échange

d'ions ou par des dosages colorimétriques [86].
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Si une hydrolyse est effectuée, 1'hydrolysat sera
généralement dimensionné afin d'éliminer les oligosaccharides
de courte longueur [65]. Ceci peut étre effectué de diverses
facons, comme par une ultrafiltration suivie d'une
chromatographie d'échange d'ions. Les oligosaccharides ayant
un degré de polymérisation inférieur ou égal a environ 6 sont
de préférence é&lininés du sérogroupe A, et ceux ayant un degré
de polymérisation inférieur a environ 4 sont de préférence
éliminés des sérogroupes W135 et Y.

Les antigeénes saccharidiques MenC préférés, utilisés dans
MENJUGATE™, sont décrits dans la référence 85.

Conjugaison covalente

De maniére générale, les saccharides capsulaires dans les
compositions selon 1l'invention sercont conjugués a des
protéines ©porteuses. En général, la conjugaison améliore
1'immunogénicité des saccharides dans la mesure ou elle les
convertit d'antigénes T-indépendants en antigénes T-
dépendants, permettant ainsi l'amorcgage d'une mémoire
immunologique. La conjugaison est particuliérement utile pour
les vaccins pédiatriques et est une technique trés connue.

Les ©protéines porteuses typiques sont des toxines
bactériennes, telles que les toxines diphtériques ou
tétaniques, ou les anatoxines ou mutants de celles-ci. Le
mutant toxine diphtérique CRMig; [87] est utile, and est la
protéine porteuse du PREVNAR™. D'autres protéines porteuses
convenables comprennent le complexe protéique de membrane
externe de N. meningitidis [88], 1les peptides synthétiques
(89,907, les protéines de choc thermique [91,92]/ les
protéines pertussiques [93,94], les cytokines [95], les
lymphokines [95], les hormones [95]7, les facteurs de
croissance [95], les protéines artificielles comprenant de
multiples épitopes T CD4* humains provenant de divers
antigénes dérivés de pathogénes [96] tels que N19 ([97], 1la
protéine D de H. influenzae [98,100], la pneumolysine [101] ou
ses dérivés non toxiques [102], la protéine de surface

pneumococcique PspA [103], les protéines absorbant le fer
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[104], la toxine A ou B de C. difficile [105], 1l'exoprotéine
recombinée A de P. aeruginosa (rEPA) [106], etc.

Toute réaction 'de conjugaison . convenable peut é&tre
utilisée, avec tout lieur (« linker ») convenable, 1la ou c’est
nécessaire.

Le saccharide sera typiquement activé ou fonctionnalisé
avant conjugaison. TL'activation peut impliquer, par exemple,
des réactifs de cyanylation tels que CDAP (p. ex.
tétrafluoroborate de l-cyano-4-diméthylamino-pyridinium [107,
108, etc.]). D'autres techniques convenables utilisent des
carbodiimides, des hydrazides, des esters actifs, du
norborane, de 1'acide p-nitrobenzoique, du N-hydroxy-
succinimide, S-NHS, EDC, TSTU, etc.

Les liaisons par 1l'intermédiaire d'un groupe lieur
(« linker ») peuvent étre formées a l'aide de toute procédure
connue, ©par exemple, les procédures décrites dans les
références 109 et 110. Un type de liaison implique 1'amination
réductrice du polysaccharide, 1le couplage du groupe aminoc
obtenu & une extrémité du groupe lieur (« linker ») acide
adipique, puis le couplage d'une protéine & l'autre extrémité
du groupe lieur (« linker ») acide adipique (111,1127.
D'autres lieurs (« linker ») comprennent le B-propionamido
[113], la nitrophényl-éthylamine (1147, les halogénures
halogénoacyle [115], les liaisons glycosidiques [116], l'acide
b-aminoccaproique [117], 1'ADH [118], 1les fragments Cs a Ci
[119], etc. Comme alternative a 1l'utilisation d'un lieur
(« linker »), 1la liaison directe peut é&tre utilisée. Les
liaisons directes & la protéine peuvent comprendre l'oxydation
du polysaccharide, suivie de 1l'amination réductrice avec la
protéine, comme décrit, par exemple, dans les références 120
et 121.

Un procédé impliquant 1'introduction de groupes amino
dans le saccharide (p. ex. par remplacement des groupes =0
terminaux par -NHz), suivie de la formation de dérivés avec un
diester adipique (p. ex. N-hydroxysuccinimidodiester d'acide

adipique) et réaction avec la protéine porteuse est préféré.
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~

Une autre réaction préférée utilise 1l'activation de CDAP a

l'aide d'une protéine, porteuse D, ,p. .ex. pour MenA ou MenC.

GEnEralitEs
Le terme "comprenant" englobe "contenant”™ ainsi que
"constitué par", p. ex. une composition "comprenant" X peut

étre exclusivement constituée ©par X ou peut contenir
quelquechose d'autre, p. ex. X + Y. Les références a
"comprenant” (ou "comprend", etc.) peuvent éventuellement é&tre
remplacées par des références a "constitué par"™ (ou "constitué
de", etc.).

Le terme "environ" en relation avec une valeur numérique
x est facultatif et désigne, par exemple, x + 10 %.

Le terme "sensiblement" n'exclut pas "completement"”, p.
ex. une composition qui est "sensiblement exempte” de Y peut
étre complétement exempte de Y. La ou c’est nécessaire, le
terme "sensiblement" peut étre omis de la définition de
l'invention.

"L'identité de séquence" est de préférence déterminée par
l'algorithme d'alignement global de Needleman-Wunsch [122], en
utilisant les parametres par défaut (p. ex. avec une pénalité
d'ouverture de gap = 10.0, et une pénalité d'extension de gap
= 0.5, en utilisant la matrice de notation EBLOSUM62). Cet
algorithme est facile & mettre en cuvre avec 1l'outil needle du
logiciel EMBOSS [123]. Quand l'application fait référence a
une identité de séquence avec une SEQ ID particuliere,
1'identité doit étre calculée sur toute la longueur de cette
SEQ ID.

Apreés le sérogroupe, la classification des méningocoques
inclut le sérotype, le séro-sous-type, puis 1'immunotype, et
la nomenclature standard liste le sérogroupe, le sérotype, le
séro-sous—-type, et l'immunotype, chacun séparé par un deux-
points, p. ex. B:4:P1.15:L3,7,9. Au sein du sérogroupe B,
certaines lignées provoquent la maladie souvent
(hyperinvasives), certaines lignées provoquent des formes plus
séveres de la maladie que d'autres (hypervirulentes), et ..

d'autres provoquent rarement la maladie. Sept lignées
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hypervirulentes sont reconnues, a savoir les sous-groupes I,
III et IV-1l, le complexe ET-5, le complexe ET-37, le cluster
A4 et la lignée 3. Elles ont été définies par électrophorese
multilocus des enzymes (MLEE), mais le typage multilocus des
séquences (MLST) a également été utilisé pour classifier les
méningocoques. Les quatre principaux clusters hypervirulents
sont les complexes ST32, 'ST44, ST8 et STI1.

EXEMPLES
Exemple 1 : le vaccin BEXSERO® (% titre de rEfErence)

Le BEXSERO™ est sans danger et efficace et a été autorisé
pour un usage humain en Europe et ailleurs. Il contient les

éléments immunogénes suivants par dose de 0,5 ml

Immunogéne |Quantité Notes

fHbp 50 ug Polypeptide de fusion avec NMB2091 1 I'extrEmitE
Niterminale

NHBA 50 pg Polypeptide de fusion avec NMB1030 1 I'extrEmitE
Cnterminale

NadA 50 pg n _

0] \V\V} 25 ug (protEine |Souche NZ98/254 (B:4:P1.712,4, L1,3)

totale)

Ces immunogénes sont adsorbés sur un adjuvant de type
hydroxyde d'aluminium (0,5 mg Al*** par dose). La composition
contient également du NaCl, un tampon histidine, et du

saccharose.

Exemple 2 : Polypeptides de fusion stabiliskEs et stabilisEs
non liants

Les 1inventeurs ont étudié deux types différents de
mutations dans v2 et wv3 : d'abord, 1ls ont identifié des
résidus dans SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 3 qui peuvent étre
modifiés pour accroitre la stabilité du polypeptide.
Deuxiémement, 1ils ont identifié des résidus qui réduisent la
liaison au facteur H humain (fH). Les mutants polypeptidiques
fibp portant ces deux types de mutations ont des propriétés

améliorées. Plus spécifiquement, les mutants fHbp qui ne lient
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pas le facteur H mais quil conservent 1'immunogénicité sont
avantageux car les .réponses .en anticorps . obtenues sont
dirigées contre des épitopes sur ou a proximité du site de
fixation du fH. Apres vaccination avec des antigénes fHbp de
type sauvage, ces épitopes peuvent étre occultés par la
liaison du facteur H. Les acides aminés présentant le plus
d¥intérét, numérotés selon les séquences pleine longueur (SEQ
ID NO : 1 & 3) et également selon les séquences AG (SEQ 1ID

NO : 8 & 7) sont les suivants

Stabilité** liant fH

v2 SEQ ID NO 1 Ser-58 Leu—-149 Glu-266
.SEQ .ID.NO .: .8 | Ser-32 Leu—-123 Glu-240

v3 SEQ ID NO : 3 Ser-63 Leu-157 Glu-274
SEQ ID NO 7 Ser-32 Leu—-126 Glu-243

** Quand un seul de ces résidus est muté, la préférence va a

la leucine

Les mutations concernant la stabilité et la liaison fHbp
ont été combinées pour donner les formes mutantes v2 et v3 et
fusionnées a une séquence vl mutante portant la mutation R41S.
Les mutants ont été fusionnés dans l'ordre v2-v3-vl et joints
les uns aux autres par des lieurs (« linker »), pour donner
SNB 731 (SEQ ID NO : 38). Comparativement aux trois ségquences
de type sauvage, ce polypeptide de fusion inclut un total de 7
mutations ponctuelles (Figure 2).

Séparément, les mutations concernant la stabilité dans v2
et v3 ont été fusionnées avec la séquence du mutant vl "R4138"
dans 1'ordre v2-v3-vl et joints les uns aux autres par des
lieurs (« linker »), pour donner 731 S (SEQ ID NO : 40). Par
conségquent, comparativement aux trois séquences de type
sauvage, ce polypeptide de fusion inclut wun total de 5
mutations ponctuelles (Figure 2).

La capacité des formes ne liant pas fH du fHbp & susciter

des titres SBA a été testée chez des souris transgéniques

(Tg)

Antigéne Titres rSBA obtenus contre des souches
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prototypes
vVar . .l.l , var 2.16 | Var 3.42
Fusion fHbp 1024~ 4096 8192
SEQ ID NO : 10
Fusion fHbp 16384 32768 >32768
SEQ ID NO : 38 '

Ces données indiquent que les formes non liantes de fHbp

peuvent étre plus immunogénes.

Exemple 3 : Substitution de la fusion NMB2091rfifHbp’

Le BEXSERO™ a été modifié par remplacement du polypeptide
de fusion .NMB20Sl-fHbp .par un polypeptide "triple fusion"
constitué par les variants fHbp, dans 1'ordre v2-v3-vl de
1l'extrémité N- & C-terminale. Ce polypeptide de fusion a la
séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 10. De plus, le composant
OMV' a été omis. Les deux vaccins ont été comparés chez des
souris immunisées leé jours 0, 21 et 35, les sérums étant
évalués les jours 34 et 49 contre un panel de 15 souches de
sérogroupe B dans divers complexes clonaux, MLST, et
classifications ET. Les antigénes ont été administrés a
20 pg/dose, avec l'adjuvant & 3 mg/ml.

Les proportions de souches présentant des titres SBA

supérieurs a divers seuils étaient les suivantes

Seuil Vaccin original |Vaccin modifié
2 128 100 % 100 %

2 1024 93 % 80 %

> 4096 53 % 60 %

L'utilisation du polypeptide de fusion v2-v3-vl peut par
conséquent fournir une couverture contre une propcrtion plus

élevée du panel (60 % contre 53 %), & un titre SBA anti-MenB
élevé (>4096).

Exemple 4 : REduction de 4 fois de la dose OMV
Le BEXSERO™ a été modifié par remplacement du polypeptide
de fusion NMB2091-fHbp par le polypeptide fHbp "triple fusion"




v2-v3-vl

(i) réduction de 4 fois de la .dose OMV,

(ii)

conséquent été préparées

(SEQ ID

élimination du composant OMV.

42

10)

mais

également
a 12,5 pg/ml,

Trols compositions ont par

soit
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par

soit par

5
Groupe | Immunogeénes protéiques OMV
M NMB2031-fHbp NHBA-NMB1030 |NadA |50 pg/ml
C fHbp-v2-v3-vl NHBA-NMB1030 | NadA 12,5 pg/ml
S fHbp-v2-v3-vl NHBA-NMB1030 NadA -

Pour évaluer 1'immunogénicié de

sujets

1 mois

1, 2 et 3, puls 6 mois apres la troisieéme dose

humains

(mois O,

ont
1, 2).

recu trois

10 une évaluation contre un panel de

doses

ces trois wvaccins,

a des

intervalles

(mois 8),

souches pertinentes.

des
de

Les sérums ont été prélevés aux mois O,
pour

Les

titres (GMT) obtenus étaient les suivants
M C S

Souche H44/76
Temps zéro 1,36 2,16 1,55
1 mois 30 52 15
2 mois 97 91 48
3 mois 102 99 59
8 mois 25 33 12
Souche 5/99
Temps zéro 2,47 3,01 2,17
1 mois 70 75 56
2 mois 173 140 157
3 mois 237 236 365
8 mois 77 83 106
Souche NZ98/254
Temps zéro 1,21 2,04 1,73
1 mois 9,45 29 3,19
2 mois 13 12 4,4
3 mois 16 24 6,49
8 mois 3,55 8,02 3,55
Souche M144589
Temps zéro 1,86 2,48 2,16
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2 mois 30 24 16
3 mois | 34 31 .19
Souche UK364

Teﬁps Zéro 1,35 1,97 2,07
2 mois 37 72 70

3 mois 56 113 112

Des sérums de patients regroupés en pool ont été utilisés

pour évaluer 1la couverture d'un panel de

expriment un fHbp vli.

couvert de maniére

adéguate

dans

souches MenB qui
Un nombre similaire de souches a été

groupe, mais les

titres (GMT) les plus élevés étaient dans le groupe C

M C S
Temps zéro | <10 <10 <10
3 mois 70 140 40
8 mois 15 50 10

Des sérums de patients individuels ont été testés contre
10 un panel de 6 souches MenB qgui expriment un fHbp v2 ou v3
(dont wune souche testée deux fois). La encore, les titres

(GMT) les plus élevés étaient dans le groupe C

M Cc S
Souche M14549 (vZ2)
Temps zéro 1,4 1,5 ,
2 mois 3,8 15,0 ,
3 mois 3,6 21,4 ,
Souche M12566 (v2)
Temps zéro 6,0 10,7 14,8
2 mois 40,4 80,0 60,1
3 mois 47,1 94,8 69,7
Souche UK355 (v3)
Temps zéro 2,7 4,0 5,0
2 mois 22,1 43,7 38/4
3 mois 21,3 55,0 41,7
Souche M1239 (v3)
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Temps zéro 2,3 3,0 2,1
2 moils . 5,0 . .15,7 25,9
3 mois 5,7 21,9 5,9
Souche M1239 (v3)

Temps zéro 1,2 1,6 1,1
2 mois 5,9 18,4 2,8
8 mois 1,9 4,1 1,6
Souche UK293 (v2)

Temps zéro 1,6 2,7 2,2
2 mois 9,2 52,0 7,0
8 mois 4,3 11,7 5,9
Souche UK414 (v2)

Temps zé&ro 11,4 2,1 11,6
2 mois 5,1 22,6 8,3
8 mois 3,1 10,9 6,3

De plus, la proportion de sujets immunisés ayaﬁt un titre
SBA supérieur a 1:8 était généralement plus élevée dans le
groupe C comparativement aux groupes M et S, p. ex. 80 % ou
plus pour la souche M1239 apres 3 doses contre 50 % ou moins
dans les deux autres groupes.

Les courbes RCD (distribution cumulative inverse) des
titres SBA ont également montré un meilleur profil, p. ex. la
Figure 1 montre une courbe pour des sérums a 3 mois contre la
souche UK293, ou le groupe C est nettement au-dessus des
autres.

Des sérums de patients regroupés en pool ont été utilisés
pour évaluer la couverture d'un panel de 26 souches MenB qui
expriment un fHbp v2 ou v3. La encore, les titres (GMT) les

plus élevés étaient dans le groupe C

M C S
3 mois 23 91 25
8 mois 7 43 S

Ces données montrent par conséquent que le vaccin "C",

dans lequel 1'immunogéne fHbp a été remplacé et la dose d'OMV
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a été réduite de 4 fois, n'est pas inférieur au BEXSERO™. En
fait, les sérums des sujets individuels et regroupés en pool
montrent tous deux de meilleurs taux de réponses sériques, des
GMT plus élevés, et une couverture accrue contre les souches

pour le vaccin "C", comparé au BEXSERO™.

Exemple 5 : 'AviditE des anticorps

L'avidité des anticorps chez les patients des groupes "C"
et "S" a été comparée & l'aide d'un systéme opérant sous
Gyrolab qui comprend une étape de lavage a l'aide d'un agent
chaotrope pour détacher 1les anticorps de Dbasse affinité de
l'antigeéne, et obtenir "1l'indice d'avidité" sous forme de
pourcentage .d'anticorps  anti-vl.fHbp d'affinité élevée parmi
les anticorps totaux spécifiques de vl1.fHbp. Vingt sérums
séparés ont été évalués 1 mois aprés la premiere dose et
1 mois aprés la troisieme dose. De plus, les titres SBA ont
été évalués contre la souche H44/76, e£ les corrélations entre
indice d'avidité et titre SBA (log2) ont été déterminées.

Les résultats (corrélation R et p de Pearson) étaient les

suivants
1 mois aprés-1 1 mois aprés-3
R p R p
C |0,693 0,001 0,4667 0,0381
S |0,3565 0,1229 0,101 0,6718

Il existait donc une corrélation significative entre le
titre SBA et l1l'indice d'avidité dans le groupe "C" & ces deux
points temporels, mais pas dans le groupe "S". Chez les sujets
ayant regu le Vaccin avec 12,5 png/ml 4d'OMV, 1'indice d'avidité
se corréle aux titres SBA, ce qui suggere que la présence
d'OMV a un effet positif sur la qualité des anticorps induits.
Dans l'ensemble, <chez 1les sujets ayant re¢u des OMV, la
tendance est que les titres bactéricides sont plus élevés et
qu'ils se correlent & l'avidité des anticorps induits par la

formulation vaccinale.
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Un sous-panel de souches var2/3 a été sélectionné pour
1'étude des sérums de sujets individuels selon .les critéres
suivants : (i) Souches non couvertes par Bexsero dans les
essais cliniques précédents, (ii) Souches appartenant a des
complexes clonaux pertinents, (iii) Souches exprimant des
sous-variants fHbp épidémioclogiquement pertinents, (iv) Niveau
d'expression de fHbp moyen, (V) Souches spécifiquement
détruites par 741-231 (principe hSBA compétitif). Les
résultats sont 1illustrés sur les Figures 3(a) a 3(g) et
démontrent que 741-231+ % OMV+ alun suscite des titres GMT
plus élevés contre les 7 souches testées. Par conséquent, la
théorie hSBA indique que les formulations contenant la fusion
741-231  ne .sont  pas ,inférieurés au Bexsero. En effet,
l'analyse a la fois des sérums de sujets individuels et des
sérums regroupés en pool sur les souches var2/3 montre de
meilleurs taux de réponses sériqués, des titres GMT plus
élevés, et une couverture accrue contre ces souches pour la

formulation contenant 741-231 + % OMV + alun.

Exemple 6 : REduction des doses OMV et utilisation de 731 "s"
et 731 "SNB" ‘

Le BEXSERO™ a été modifié par remplacement du. polypeptide
de fusion NMB2091-fHbp par des polypeptides fHbp v2-v3-vl
"triple fusion" stabilisés ou stabilisés et non liants (SEQ ID
NO : 40 et 38, respectivement) mais également par réduction de
la dose OMV & 10 ou 2,5 pg/ml

Groupe | Immonogénes protéiques oMV

1 NMB2091-fHbp NHBA-NMB1030 NadA |10 pg/ml
2 fHbp-v2-v3-vl SNB | NHBA-NMB1030 NadA 2,5 ug[ml
3 fHbp-v2-v3-vl S NHBA-NMB1030 NadA | 2,5 pg/ml

Pour préparer des antisérums murins, 20 pg de NadA, NHBA-
NMB1030 et soit NMB2091-fHbp, soit fHbp 231S ou fHbp 231SNB
avec 10 ou 2,5 png 4d'OMV dérivées de la souche NZ98/254 ont été
utilisés pour immuniser . des .souris femelles .CDl de six

semaines (Charles River). Huit souris par groupe ont é&té
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utilisées. Les antigénes ont été administrés ©par voie
intrapéritonéale avec de l'hydroxyde d'aluminium (3 mg/ml) les
jours 0, 21 et 35. Les sérums ont été recueillis 2 semaines
aprés le prélevement final et thermo-inactivés pendant 30 min

Y

a 56 °C avant analyse.

Dosage bactéricide sérique sur des sérums d'animaux avec

source de complément humain

L'activité bactéricide sérique contre des souches Nm a
été évaluée comme décrit précédemment. Du sérum ou plasma
humain provenant d'un adulte sain (sans activité bactéricide.
intrinséque lors de tests a une concentration finale de 25 ou
50 %) a été utilisé comme. source de complément. Les titres
bactérides sériques ont été définis comme la dilution sérique
provoquant une réduction de 50 % des unités formant colonies
(CFU) par ml aprés une incubation de 60 min des bactéries avec
le mélange réactionnel, par rapport aux CFU témoins par ml au
temps 0.

La dilution la plus basse testée pour chaque sérum était
de 1:16 (limite de détection). Les titres au-dessous de 1la
limite de détection ont été définis a la moitié de cette
limite a des fins d'analyse et le seuil positif a été fixé a
un accroissement de 4 folis cette valeur (& savoir, 32). Les
sérums regroupés en pool dérivés des souris immunisées avec la
formulation Bexsero étaient sous le seuil positif pour
14 souches sur les 34 testées, tandis que les sérums regroupés
en pool dérivés de la formulation de 2nde génération étaient
sous la limite de détection pour 1 seule souche dans le cas de
la formulation vaccinale contenant fHbp 231SNB et pour 1 seule
souche dans le cas de la formulation contenant fHbp 231S.

Les données hSBA rapportées dans le tableau ci-dessous
ont montré un accroissement de la couverture suscité par les
formulations vaccinales contenant fHbp 231S ou fHbp 231SNB
comparativement au Bexsero dans le panel des 34 souches

testées
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Souches MenB

Résuiltats hSBA avec différentes

formulations

741-231 | 741-231
Sous—
ID variant Bexsero SNB +961c | S+ 961c
Pl +287-953 + | +287-953
P % OMV | +Y OMV_
NVD000007 | 223 | »8192 | 8192 .-|.1>8192 -
NVD000005 | 2,16 2048 | 4096
NVDO000023 | 3,31 4096 | 4096
_ Souches de NVD002240 | 2,553 32 512
référence Bexsero —— - e
NVD000025 11 | >8192 | 58192 |
NVD001491 | 1,180 1024 1024
NVD000049 | 114 | 4086 | 4096
NVD001706 | 1,4 | 4096 | 4096
NVD001889 1,4 1024 2048
NVD001402 1,4 512 1024 1024
NVD001908 | 1,13 512 1024 1024
Souches MenB
portant fHbp var | NVD001244 | 114 2048 2048 2048
NVD003213 | 1,15 2048 1024 2048
NVDO001080 | 1,15 512 512 512
NVD000185 | 1,15 512 512 512
NVD000758 | 1,256 <16 64 <16
NVD002368 | 2,16 64 1024 512
NVD002500 | 2,16 <16 512 512
Souches MenB NVD000926 2,16 8192 = >8192 4096
portant fHbp var2 | Nypgo2552. | 2,19 16 512 1024
NVD001277 | 2,19 <16 1024 2048
NVD001057 | 2,19 32 1024 512
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NVD001342 2,19 64 2048 1024
“NVD001391 *| 2119 | <16 512 512
NVD001288 2,21 <16 512 512
NVD002690 2,24 <16 256 256
NVD001287 2,24 16 128 256
NVD000038 3,28 <16 64 64
NVD000084 3,30 <16 1024 2048
Souches Meng | NVD003212 3,31 <16 512 256
portant fHbp var3 | NvD003364 3,42 <16 2048 2048
.NVD002424 3,42 <16 1024, 1024
NVD003727 3,42 <16 <16 <16

On comprendra que l'invention n'est décrite ci-dessus que

par le biais d'exemples et que des modifications peuvent étre

apportées tout

1'invention.
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REVENDICATIONS

1. Composition immunogéne comprenant un polypeptide de
fusion comprenant les trois fHbp méningococciques vl, v2 et

v3, en combinaison avec un ou plusieurs des composants

suivants : (i) un polypeptide NHBA, (ii) un polypeptide NadA
et/ou ' (iii) des vésicules de membrane externe de
méningocoques.

2. Composition immunogéne comprenant des vésicules de
membrane externe de méningocoques en combinaison avec un ou
plusieurs des composants suivants : (i) un polypeptide NHBA,
(ii1) un polypeptide NadA et/ou (iii) un polypeptide de fusion
comprenant les trois fHbp méningococciques vl, v2 et v3 ; les
vésicules de membrane externe (OMV) étant présentes & une

concentration entre 5 et 30 pg/ml.

3. Composition selon la revendication 1 ou la
revendication 2, comprenant (i) un polypeptide de fusion
comprenant les trois fHbp méningococciques vl1, v2 et v3, (ii)
un polypeptide NHBA, (iii) un polypeptide NadA et (iv) des

vésicules de membrane externe de méningocoques.

4. Composition selon 1l'une quelconque des revendications
précédentes, dans laquelle :

0 le polypeptide de fusion inclut au moins un épitope
provenant de chacune des SEQ ID NO : 7, 8, et 9 et,
apres administration a une souris, peut susciter la
production d'anticorps capables de - reconnaitre les
trois polypeptides, a savoir (a) un polypeptide
constitué par SEQ ID NO : 4, (b) un polypeptide
constitué par SEQ ID NO : 5, et (c) un polypeptide
constitué par SEQ ID NO : 6 ;

0 le polypeptide NHBA peut susciter la production
d'anticorps qui, apres administration & wune souris,
peut se lier a un polypeptide constitué par .la séquence.
d'acides aminés SEQ ID NO : 13 ;
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et/ou _

U le .polypeptide NadA., peut susciter .la production
d'anticorps qui, apreés administration a une souris,
peut se lier a un polypeptide constitué par la séquence
d'acides aminés SEQ ID NO : 18.

5. Composition selon 1l'une guelconque des revendications
précédentes, dans laquelle le polypeptide de fusion fHbp a une
a une séquence d'acides aminés de formule NH,—A-[-X-L-]3-B—
COCH, dans laquelle chaque X est un variant différent de 1la
séquence fHbp, L est une séquence d'acides aminés lieur
(« linker ») facultative, A est une séquence d'acides aminés
N-terminale facultative, et B est une séquence d'acides aminés

C—terminale facultative.

6. Composition selon la revendication 5, dans laquelle
les séquences des variants fHbp sont dans 1'ordre v2-v3-vl

dans le sens N-terminal a C-terminal.

7. Composition selon la revendication 6, dans laquelle le
polypeptide de fusion comprend une séquence d'acides aminés
choisie dans le groupe constitué par SEQ ID NO : 10, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, et 38.

8. Composition selon 1l'une quelconque des revendications

précédentes, dans laquelle : (a) le polypeptide de fusion fHbp
a la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 10, SEQ ID NO : 36,
ou SEQ ID NO : 38 ; (b) le polypeptide NHBA comprend la
séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 12 ; et (c) le

polypeptide NadA a la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 19.

9. Composition selon l'une quelconque des revendications
précédentes, dans laquelle les OMV proviennent d'une souche de

sérogroupe B.

10. Composition selon la revendication 9,. .dans laquelle

les OMV sont préparées & partir de la souche NZ98/254.
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11. Composition selon l'une gquelconque des revendications
précédentes, dans laquelle les OMV sont présentes & une

concentration entre 10 et 15 ug/ml.

12. Composition selon l'une quelconque des revendications
précédentes, dans laquelle les polypeptides fHbp, NHBA et NadA

sont présents & une concentration entre 50 et 150 pg/ml.

13. Composition selon 1l'une quelconque des revendications
précédentes, comprenant en outre un adjuvant de type hydroxyde

d'aluminium.

14. Méthode de ©protection d'un mammifére contre une
infection a méningocoques, oomprenant l'administration d'une
composition immunogeéne selon 1'une quelcongue des

revendications précédentes audit mammifére.

15. Méthode selon la revendication 14 dans laquelle ledit

mammifére est un sujet humain.



BE2015/5455

H b
H
: pov.
?
f
H
3
A
H
:
H
i
H
e
1
g o
H
H
i
!
N
\ v
N »
.
o
-
-
- pon
-
Lo




741

-231 SNB
¥ |

Mutations stabilisantes

Mutations pour abolir la liaison a fH

Fig. 2

BE2015/5455



BE2015/5455

5

100% -
8O% 4 - - - - .
60%
40%

20%

0%
MenB+OMV MBF+1\40MYV (alun) MBF (sans OMV)
(sans alun)

Fig. 3a

601 69.7
80%
60% ~
40% 4
20%

O% = . 2
rMenB+OMV MBF+1\4OMV {(alun) MBF (sans OMV)
{sans alun)

Fig. 3b



BE2015/5455

100% -
437 55.0
80% - Sl
60% -
40% -+ -
20% -
0% - :

rMenB+OMV MBF+1\40MV (alun) MBF (sans OMV)
(sans alun)
Fig. 3c

100% - : _—

80% -

15.7 219

60% -

40% -

20% - .

23
0% - = e 52

MBF (sans OMV)
(sans alun)

rMenB+OMV ~ MBF+1\OMV {alun)

Fig. 3d




100% -

0% -

60% - e

40% -

20% +-

0% -

100%

80%

60%

40%

20%

0%

6D

rMenB+OMY  MBFR1\AOMYV (alun} MBF (sans OMV)  MBF+MF (sans alun)
{sans alun)

Fig. 3e

rMenB+OMV MBF+1\MOMY  MBF (sans OMV) MBF + MF
(alun) {sans alun) {sans alun})

Fig. 3f

BE2015/5455



100%

B80%

0% -

40%

20%

0%

rMenB+OMvV

MBF+1\AOMV {alun) MEF (sans OMV)
(sans alun)

Fig. 3g

MBF+MF {sans alun}

BE2015/5455




9

Faropdisthos
(B i Ta

i RAPPORT DE RECHERCHE

Palen] Bfen

o
dea E:I:.r:'ptln

BP0 FORM 1506 87 [Pracar P

oy 23 mars 1934

atabli &n vartu de Farticle 21 §1 at2
de [a loi balge sur les brevels d invention

Mumear os |la demands
naticnsks

BO 11176
BE 201505455

DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Ciabbairie Citabion <y documand aeec indizalian, an cas de besoin,

chan m-ﬂﬂ- Eﬂhmhﬂn

X

Iﬂ:l-u-.n:ll:rui:ln CLASSEMENT OF LA
oncAran DEMANDE  [IPC)

WO 20137186753 Al [NOVARTIS AG [CH]:
PASTEUR INSTITUT EFR]]
19 décembre 2013 (2013-12-19)

* e document en entjer *

* yoir particuliérement pages 3-6, 18-11;
revendications 20-23 *

WO 2007 /860548 A2 (NOVARTIS WACCINES &
DIAGNOSTIC [IT]:; MASIGNANI VEGA [IT]:
SCARSELLI MA) 31 mai 2007 (2007-05-31)

* Te document en entier *

* yvoir particuliérement pages 27-28,
32-34; SEQ ID NOs 30-32, 36-38 =*

WO 20047048404 AZ (CHIROMW SRL [IT];
COMANDUCCI MAURIZIO [IT]:; PIZZA
MARIAGRAZIA [I1T])

10 juin 2004 [(2004-06-10)

* le document en entier *

* yoir particuliérement résumé; pages
7=16, 22, 43-46; SEQ 1D WO. 142 *

WO 2006/024954 A2 iEHIHUH SRL [IT]:
MASIGNAN] VEGA [IT]; SCARSELLI MARIA [IT];
RAPPUOLI R) 9 mars 2006 (2006-03-09)

* le document en entier *

* particuliérement résumé; pages 1-15, 24,
34-35, 42-55: revendications 1=-32 *

W0 20117110634 Al (GLAXOSMITHKLINE EIOLOG
SA [BE]; CASTADOD CINDY [BE]; DEVDS
HATHALIE I3A)

15 septembre 2011 (2011-89-15)

* 1e document en entier *

* particul igrement résuméd; exemples 1-7,9,
11, 13: tableaux & et 7: revendications
1-23, 33, 34 =

-lln'...

1-15

1-15

1-15

1-15

1-15

INV.
AG1E3ID /095
Co7K14,22

DORIAINES TECHNIQLUES
RECHERCMES  {IPC)

ABLK
COvK

DIpde T any s ed e e by cahmhie

12 avril 2016

Emiwminaiesi

5irim, Pinar

X pirbicbeben ma i pesrtinaend & lul ssul

W : parbioulden ment pertinent +n combinasson sveo
distre doaumraent de Ly reded ooiégoria

A ol - b beohnologagu e

0 dlivulgabion o eorie

P dosdrent nesnaking

CATEGORIE DES DOUUMENTS CITES

T - tradiorse ouU ponoipe & s bane de Tnvsenton

E : dosyrment de brewat amdérsur, male puble a Ly
clabe che dapdl ou npnde sethe doke

1D - osbd dane b demands

L : oibl pour o suines ramsons

& membne de 0 mdme famile, document sorespondin

page 1 de 4



9

BP0 FORM 1506 87 [Pracar P

Faropdisthos

by RAPPORT DE RECHERCHE
itz établi en vertu de Farticle 21 § 1 812
S de 14 lai balge sur les brevets dinvention

oy 23 mars 1934

Mumear os |la demands
naticnsks

BO 11176
BE 201505455

DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Gl paris Citabomn cﬂ.:d::cum;r: n'.ui:::;:hnn.ih can ce Begnin, Iﬂ::;u"ﬂmn 'ﬁ'@ﬁﬁﬁ"ﬂﬁfﬁ'*
¥ ESPOSITO SUSANNA ET AL: "A phase 11 1-15

randomized controlled trial of a
multicomponent meningococcal serogroup B
vaccine, 4CMenB, in infants (I1).",
HUMAN VACCINES & IMMUNOTHERAPEUTICS JUL
2014,

vol. 10, no. 7,

11 juillet 2014 (2014-07-11), pages
2005-2014, XPOQO3lE1621,

ISSN: 2164-554X

* Te document en entier *

* voir particuliérement page 2007; table
1, table 3; Figure 2 *

"Assessment report Bexsero; Procedure No. |1-15

¥
EMEA/H/C/OD2333",
15 novembre 2012 (2012-11-15),
XPOS5157250,
Extrait de 1'Internet:
URL:http: //www.ema.europa.eu/docs/en GB/do DOMAINES TECHNIGUES
cument_library/EPAR - Public_assessment re kb s e
port/human/002333/WC500137883, pdf
[extrait 1e 2014-12-08]
* le document en entier *
* yoir particuliérement pages 1/102-2/102,
9/1e2- 10/102, 20/102, 21/102; tableau 1,
page 227102 #
_Iln' e
Clie I 0ity asTRai e [ b3 calnThig Esmmianapeail
12 avril 2016 Sirim, Pinar
CATEGDRIE DET DRCUMENTS CITES T - tredorey oU pOnoips: & 1a base o6 Tnvention
E : dosyrreent dg brevat aménsur, mais publis  ls
X e lees ma i peesrtimeend & Qul saul clabe chy dapdt ou ok satte doks
W : parbioulden ment pertinent +n combinasson sveo D : pibd dane ka domands
st dhodurrant de b medeed oodbgore L oibd pour ofauines ramsons
&0 gl na-p ke baohinobgeg U X 4 .
0 iy ulgabon e b & mirnbne da a rdme Tamile, dosumant sonespoeciant
P doadrrent inernaking

page 2 de 4



9

Faropdisthos
(B i Ta

larogeaa
Palen] Bfen

o
dea E:I:.r:'ptln

atabli &n vartu de Farticle 21 §1 at2

BP0 FORM 1506 87 [Pracar P

oy 23 mars 1934

RAPPORT DE RECHERCHE

e |a loi balge sur les breveds dinvention

Mumear os |la demands
naticnsks

BO 11176
BE 201505455

DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Gl paris Citabomn dd.:dud:cum;r: mu?1:1:h|::1ﬂn.ih can ce Begnin, Iﬂ::;u;':;u.:mn 'ﬂéﬁﬁg”ﬁ%h
¥ Dan M Granoff ET AL: "Chapter 21 SECTION |[1-15&

TW0: Licensed vaccines - Meningococcal
vaccines”

In: "Vaccines (6th Edition)",

1 janvier 2013 (2013-01-01), Elsevier,
XPB55150061,

ISBN: 978-1-45-570090-5

pages 388-418,

* le document en entier *

* yoir particuliérement résumé *

D. M. GRANOFF ET AL: "Does Binding of 1-15

Complement Factor H to the Meningococcal
Vaccine Antigen, Factor H Binding Protein,
Decrease Protective Serum Antibody
Responses?”,

CLINICAL AND VACCIME IMMUNDLOGY,
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WO 2013186753 Al 19-12-2613 AU 2013276083 Al 18-12-2014
CA 2876138 Al 19-12-2013
CH 104602704 A @6-05-2015
EP 2861247 Al 22-64-2015
JP 2015521595 A 30-87-2015
WO 2013186753 Al 19-12-2013

W0 2007060548 A2 31-05-2087 AT 521768 T 15-89-2011
AU 2006318155 Al 31-05-2007
BR FIDGL19G24 AZ 20-09-2011
CA 263092% Al 31-05-2007
CHN 101356274 A 28-01-2009
CH 102816217 A 12-12-2012
Ch 104497145 A 08-04-2015
CY 1112342 T1 09-12-2015
DK 1976990 T3 12-12-2011
EF 1976990 AZ 08-10-2008
EP 2385126 Al 09-11-2011
EF 2385127 Al 09-11-2011
ES 2369937 T3 09-12-2011
JP 2009517377 A i0-04-2009
JP 2013139481 A 18-07-2013
JP O 2014237721 A 18-12-2014
NZ 568577 A 22-12-2011
NZ 594944 A 26-04-2013
PT 1976990 E 24-18-2011
3l 1976980 T1 30-12-2011
US 2011166323 Al 67y-67-2011
Us 20122834131 Al B8-11-2012
S 2013217859 Al 22-08-2013
W0 2007060548 A2 31-85-2007

WD 2004048404 A2 10-06-2004 AU 2003288681 Al 18-86-2004
BR 0316501 A 04-10-2005
CA 2507009 Al 180-06-2004
CN 1732183 A D8-02-2006
DK 1562983 Ta 11-11-2013
DE 2258716 T3 20-10-2014
EP 1562983 A2 17-08-2005
EP 2258716 A2 pg-12-2010
EP 2258717 A2 08-12-2010
EP 2261239 A2 15-12-2010
ES 2436747 T3 B7-01-2014
ES 2509915 T3 20-10-2014
HK 1088342 Al 27-03-2009
JP 4767540 B2 e7-09-2011
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Ad point V

Déclaration motivée quant a la nouveaute, I'activité inventive et la

possibilite d'application industrielle ; citations et explications a l'appui
de cette déclaration

1 Commentaires sur des méthodes de traitement

Les revendications 14 et 15 concernent une méthode de traitement
chirurgicalthérapeutique du corps humain/animal. Par conséquent, son objet
n'est pas brevetable. Cependant, les revendications ayant pour objet un
produit, notamment des substances ou compositions destinées a étre utilisées
dans un premier traitement meadical ou tout traitement médical suivant
peuvent étre acceptées,

La brevetabilité, en particulier la nouveauté et l'activité inventive, de ces
revendications a &1é évaluée sur la base d'une revendication de produit
proposée a une fin spécifigue en prenant en considération les effets allégués
du composé/de la composition.

o Documents
Il est fait référence au document suivant :

D1 WO 2013/186753 A1 (NOVARTIS AG [CH]; PASTEUR INSTITUT
[FR]} 19 December 2013 {(2013-12-19)

D2 WO 2007/060548 A2 (NOVARTIS VACCINES & DIAGNOSTIC
[IT]; MASIGNANI VEGA [IT]; SCARSELLI MA) 31 May 2007
(2007-05-31)

D3 WO 2004/048404 A2 (CHIRON SRL [IT]; COMANDUGCCI
MAURIZIO [IT]: PIZZA MARIAGRAZIA [IT]) 10 June 2004
(2004-06-10)

D4 WO 2006/024954 AZ (CHIRON SAL [IT]; MASIGNANI VEGA [IT];
SCARSELLI MARIA [IT]; RAPPUOLI R) 9 March 2006
(2006-03-09)

Formidars DL23T-3 (leulls sepanss) (arener 2007 [Feoille 1]
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D& ESPOSITO SUSANNA ET AL: "A phase |l randomized controlled
trial of a multicomponant maningococcal serogroup B vaccine,
4CMenB, in infants (I1)." HUMAN VACCINES &
IMMUNOTHERAPEUTICS JUL 2014, vol. 10, no. 7, 11 July 2014
(2014-07-11), pages 2005-2014, XP3181621, ISSN: 2164-554X

D7 “Assessment report Bexsero; Procedure Mo, EMEA/H/C/002333",
15 November 2012 (2012-11-15), XPOS5157250, Retrieved from
the Internet: URL:htip/www.ema.europa.eu/docsien_GB/
document_library/EFAR_- Public_assessment_report/human/
002333/WC500137883.pdf [retrieved on 2014-12-08]

o8 Dan M Granoff ET AL: "Chapter 21 SECTION TWO: Licensed
vaccines - Meningococcal vaccines” In: "Vaccines (6th Edition)”, 1
January 2013 (2013-01-01}), Elsevier, XPO55150061, ISBN:
978-1-45-570090-5, pages 388-418

3 Objet de la demande

La présents demande concarna un vaccin modifié contre la souche de
Meisseria meningitidis de sérogroupe B (MemB) dérivé du vacein
BEXSERO™ (le vaccine est également connu sous le nom 4CMenB ou
ridenB-OMV). Ce produit contient quatre composants immunogénes
principaux: la protéine liant le facteur H, "fHbp" (@également connue sous le
nom NMB1870, prolein 741, GNA1870, P2086, LP2086 ou ORF20886); la
pratéine liant I'héparine, NHBA; l'adhésine A de Neisseria, NadA; et les
vésicules de membrane externe {OMV a 50 microgramme/ml). Pour produire
le vaccin modifie, BEXSERO™ a été modifié par remplacement du
polypeptide de fusion NMB2051-fHbp par un polypeptide “triple fusion”
constitué par les vanantes de fHbp, dans l'ordre v2-v3-v1 de l'extrémité N- &
I'extrémité C-terminale (SEQ |0 NC: 10) mais également soit par (i} une
réduction de 4 fois la dose d’'OMY comparé au BEXSERO™ soit 12,5
microgramme’ml ou {il) I'élimination du composant OMY.

4 Nouveauté

Formidars DLZ3T-3 (leulls sepanss) (areier 2007 [Feoile 2
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.1

La revendication 1 concemne une composition immunogéne comprenant un
polypaptide de fusion compranant les trois fHbp maningococciques v1, v2 at
v3, en combinaison avet un ou plusieurs des composants suivants : (i) un
polypeptide NHBA, (i) un polypeplide NadA el'ou (iil) des vésicules de
membrane externe de méningocoques.

Le document D1 décrit une composition vaccinale BEXSERO™ comprenant
le polypeptide de fusion NMB2091-fHbp. D1 indique pages 3 et 4, que ce
polypeptide de fusion peut également comprendre deux ou trois variants
connus de la protéine fHbp.

Par consaquent, D1 detruit |a nouveauté de I'objet de |a revendication 1. Pour
la méme raison l'objet des revendications 3, 4, 9, et 12-15 mangue également
de nouveaute au vu de D1,

L'activité inventive

De plus, nonobstant le mangue de nouveauté mentionné ci-dessus, I'objet des
revendications 1-15 nimplique pas d'activité inventive, el les condilions de
brevetabilité ne sont donc pas remplies. Les raisons pour lesquelles |'objet
des revendications nimpligue pas d'activité inventive sont les suivantes:

Le document D6 décrit une &tude de 'activité immunitaire de plusieurs
compositions de vaccin gui sont: rMenB qui contient 0, 1/4 (c'est a dire 12,5
microgrammae/ml} ou 1/2 {c'est & dire 25 microgramme/ml) de la dose d'OMY
compareg au 4CMenB gui contient des OMY & 50 microgramme’m| (voir
tableau 1). Selon la figure 2 et le tableau 3. les immunogénicités de 'antigéne
fHbp et des antigénes NadA n'ont pas éteé affectées par la réduction de 1/4 de
la concentration des vésicules.

Le document D2 décrit des polypeptides de fusion contenant plusieurs
séguences polypeptidigues correspondant a 'antigéne NMB1870 de Neisseria
{i.e. Hop) appartenant a des familles differentes correspondant a différents
sérogroupes, et leurs utilisations pour la vaccination. Divers polypeptides
"triple fusion®™ comprenant les trois familles de varants de fHbp avec ou sans
étiguette polyhistidine en C-terminal ont été préparés, dans lesquels les trois
variants sont ordonnés différemment de 'extrémité N-terminale & I'extrémité
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5.2

C-terminale (voir par exemple pages 32-34). Les polypeptides de fusion
définis par la séquence portant l'identifiant SEQ 1D NO. 31/36 est 100%
identique sur toute sa longueur & la séguence portant l'identifiant SEQ 1D NO.
10 de la demande.

En plus des polypeptides de fusion comprenant des polypeptides fHbp
similaires a ceux de D2, sont décrits par les documents D3 ou D4, Aux pages
27-28, il est précisé que les compositions de vaccin de l'invention "can be
used in conjunction with OMVs, as NMB 1870 has been found to enhance
their efficacy” and "in particular by over-exprassing the polypeptides of the
invantion in the strains used for OMV preparation

La compaosition selon la revendication 1 différe de la composition de vaccin
4CMenB (BEXSERO™) de D& en ce gu'elle contient un polypeptide de fusion
comprenant trois vanants v1, v2 et v3 de fHbp tandis que 4CMenB de D6 ne
comprand que le variant vide fHbp fusionné au polypeptide NMB2091.

Au vu de cette différence, le probléme technique a résoudre peut étre
considéré comme élant "l'approvisionnement d'un vaccin anti-MenB qui
fournit une protection croisée plus etendue contre les souches de
méningocogue”.

Four résoudre ce probléeme, la présente demande propose la composition de
la revendication 1 comprenant les trois polypeptides vanants v1, v2 et v3 de
fHDp.

Cependant, au vu de D6 soit pris seul ou en combinaison avec
I'enseignement de D2 {ou de n'importe quel autre document D3 ou D4) dans
lequel il a déja été proposé d'inclure les trois polypeptides variants de fHbp
dans une seule composition vaccinale, celte solution n'implique pas d'activité
inventive.
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5.3

5.4

L'argumentation présentée pour la revendication 1 s'applique aussi a
revendication 2 qui concerne une compaosition comprenant des OMVs & une
concentration située entre 5 et 30 microgramme’m|, mais aussi a la
revendication 11 gqui concerne une composition comprenant des OMVs a une
concentration située entre 10 et 15 microgramme/ml.

Les arguments &tayant 'objection faite contre I'activité inventive concernant
I'objet de la revendication 1 s'appliquent, mutatis mutandis, a l'objet des
revendications 3 - 13 et 14-15 (& condition que ces revendications soient
correctement formulées; voir paint ) parce qu'il ne semble pas contenir de
caractéristiques supplémentaires qui, au vu de I'état de la technigue,
particuli@remeant au vu du document DE et de l'enseignement apporté par
n'importe quel document choisi parmi les documents D2 - DS ou D8,
satisfassent aux exigences de nouveauté et'ou d'activité inventive, ceci bien
gu'etant combinges aux caracteristigues de l'une guelcongue des
revendications auxguelles lesdites revendications dépendantes sont liées.

Ad point VIll

Certaines observations relatives a la demande
Clarte, soutien de la description et suffisance de l'exposeé de l'invention

Dans la partie expenmentale de |a présente demande, une variante du vaccin
BEXSERO™ ayant une concentration réduite d'OMVY a été générée afin
d'évaluer son immunogénicité par rapport au vaccin initial. Le vaccin
BEXSERO™ initial contient des OMVs de la souche de N. meningitidis
MNL98/254 (voir page 20 de |la présente demande). Aussi, I'homme du métier
ne peut-il tirer des conclusions concernant l'immunogénicité du vacein de la
variante BEXSERO™ de la présente demande que pour les compositions
vaccinales comprenant a la fois (i) des OMVs dérivées de la souche NZ58 /
254 et (il) au moins tous les antigénes de Neisseria qui sont inclus dans la
vaccin BEXSERO™ initial. Par conséquent, I'objet des revendications 1 2 9 et
11 a 15, qui ne se limite pas a ces caractéristiques (i) et {ii) précises n'est pas
pris en charge techniquement,

La présente demande ne décrit donc pas de fagon suffisante |'objet de ces
revendications 1 a9 et 11 & 15 sur toutes leurs portées.
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