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I'utilisation de tels conjugués sont également fournis.

FIG. 1
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CONJUGUES IMMUNOGENES ET LEUR UTILISATION

Cette 1invention se situe dans le domaine de la
conjugaison de vésicules de membrane externe « natives »
(nOMV) , non extraites par un détergent, a des antigeénes,
pour former des conjugués nOMV-antigéene,

particulierement utiles pour une immunisation.

Contexte de 1l'art

La conjugaison d'antigenes a des supports est une
procédure établie pour améliorer 1'immunogénicité,
spécialement pour des saccharides. Par exemple, les
saccharides capsulaires bactériens sont des antigenes
naturellement indépendants des lymphocytes T qui donnent
naissance a une réponse immunitaire a laquelle il mangque
plusieurs propriétés importantes. La conjugaison a une
fraction de support <convertit ces saccharides en
antigenes dépendants des lymphocytes T qui peuvent alors
produire un effet de mémoire immunologique, et
déclenchent également des réponses immunitaires
efficaces chez les jeunes enfants.

Une source connue de support protéique dans de tels

conjugués est le complexe des protéines de membrane
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externe (OMPC) de N. meningitidis du sérogroupe B (par
exemple, voir le document EP-0467714, Merck & co.), qui
a été 1inclus en tant que support dans des vaccins
approuvés a base de conjugués de H. influenzae B. L'OMPC
a été également utilisé comme support dans des conjugués
de protéines. Selon l'art antérieur, 1'OMPC est conjugué
a un antigene par l'intermédiaire d'un résidu de protéine,
qui peut étre activé ou modifié chimiquement afin
d'effectuer plus efficacement la conjugaison avec
l'antigene choisi.

Wu et al. (PNAS USA 2006 ; 103(48): 18243-18248)
rapportent que la conjugalison de Pfs25H (une protéine
humaine blogquant la transmission du paludisme) a 1'OMPC
a abouti a un vaccin a base de conjugué Pfs25H-OMPC qui
a été > 1000 fois plus puissant dans la production d'une
réactivité anti-Pfs25H par la technique ELISA chez des
souris par rapport a une dose similaire de Pfs25H seule.
La conjugaison de 1'OMPC & la protéine Pfs25H peut étre
obtenue en faisant réagir la Pfs25H activée par un
maléimide avec des protéines de membrane externe
thiolées au sein de 1'OMPC (pour une référence générale,
voir, par exemple, le document WO 2006/124712), comme il

est représenté sur le schéma 1.
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Schéma 1

Méme si le procédé peut représenter une voie de
synthese valable, les vésicules considérées peuvent étre
difficiles a obtenir sous une forme pure, et elles sont
habituellement recueillies par l'intermédiaire de
procédés laborieux. En outre, la connexion avec
l'antigene choisi nécessite la présence et l'activation
d'une protéine de vésicule appropriée, posant ainsi un
probleme supplémentaire a la lumiere de l'utilisation de
détergents ou d'agents chimiques durant 1'isolement des
vésicules, qui peuvent modifier la composition des
protéines de surface. Par conséquent, 11 existe toujours
le besoin de fournir de nouveaux conjugués utiles en
tant que composés 1mmunogénes qui surmontent les
problemes de l'art antérieur, et qui peuvent étre obtenus
par une procédure simple et pratique.

Le demandeur a découvert a présent que lorsque des

nOMV sont connectées a des antigénes choisis par

BE2017/5855
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l'intermédiaire de fractions saccharidiques, les
conjugués alnsi obtenus sont dotés d'une immunogénicité
remarquable et peuvent étre obtenus par un procédé fiable

et pratique, tel que décrit ci-dessous plus en détail.

Résumé de 1l'invention

Dans un premier aspect, l'invention se rapporte a
un conjugué immunogene nOMV-antigene, comprenant une
vésicule de membrane externe native (nOMV) obtenue par
un procédé dépourvu de détergent, comportant au moins
une fraction de saccharide de surface natif connectée a
au moins un antigene étranger choisi.

Dans un autre aspect, l'invention se rapporte a un
procédé de préparation dudit conjugué, comprenant les
étapes suivantes

i) l'activation d'au moins une fraction de
saccharide de nOMV, généralement liée a la surface des
noOMV, et

i1) la connexion du saccharide activé ainsi obtenu
a au moins un antigene choisi.

Selon un mode de réalisation préféré, les
saccharides liés a la surface des nOMV sont activés par
oxydation, et -ensuite connectés avec les antigenes
choisis, de facon davantage préférée dans des conditions
d'amination réductrice.

Dans un autre aspect, 1l'invention se rapporte
également au conjugué ci-dessus pour une utilisation en
tant que médicament, particuliérement en tant que
composé immunogéne, ou pour la préparation d'une

composition immunogéne ou d'un vaccin.

BE2017/5855
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Dans encore un autre aspect, l'invention se
rapporte a une composition immunogene ou a un vaccin,
comprenant le conjugué indiqué ci-dessus et au moins un
support ou un adjuvant pharmaceutiquement acceptable ;
et a un procédé pour produlire une réponse immunitaire
chez un vertébré, comprenant l'administration de ladite
composition ou dudit vaccin.

Dans un autre aspect, 1l'invention se rapporte
également a l'utilisation de nOMV pour la préparation de

conjugués immunogenes.

Breve description des dessins

La figure 1 représente les structures de -OAg pour
S. sonnei.

La figure 2 représente les titres en IgG anti-Vi
(figure 2A) et anti-OAg (figure 2B) apres immunisation
avec le saccharide Vi fragmenté (fVi) conjugué a des
nOMV de S. typhimurium comparativement au fVi mélangé
physiquement avec lesdites nOMV ou conjugué au support
plus traditionnel, le CRM197 (formulé avec du
Alhydrogel) . Des souris CD1 femelles, agées de
5 semaines (8 par groupe) ont été immunisées par voie
sous-cutanée aux jours 0 et 28 avec 1 pg de Vi/dose. Les
titres ont été mesurés aux jours 0, 14, 28 et 42.

La figure 3 représente les titres en IgG anti-

CTF1232 apreées immunisation avec le polypeptide CTF1232

BE2017/5855

conjugué a divers supports (formulés avec du Alhydrogel).

Des souris CDl1 femelles, agées de 5 semaines (8 par
groupe) ont été vaccinées par voie intranasale avec 30 nl

de vaccin (15 pl par narine) aux jours de 1l'étude 0, 21
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et 38. Les sérums ont été recueillis aux jours 0, 14, 35
et 52. La dose était de 0,5 pg de CTF1232.

La figure 4 représente les titres en IgG anti-Pfs25
apreés 1lmmunisation avec le polypeptide Pfs25 conjugué a
des nOMV de S. typhimurium 1418 AtolR comparativement au
Pfs25 seul ou mélangé physiquement avec lesdites nOMV.
Des souris CDl1 femelles, agées de 5 semaines (8 par
groupe) ont été immunisées par vole sous-cutanée aux
jours 0 et 28 avec 0,1 pg de Pfs25/ dose (figure 4A,
avec Alhydrogel) ou 1 pg de Pfs25/dose (figure 4B, sans
Alhydrogel). Les titres ont été mesurés aux jours 0, 14,
28 et 42. La figure 4C représente les titres en IgG anti-
OAg en utilisant 2 et 0,1 ug de Pfs25/dose, et
correspondant a 10 et 0,5 nug de nOMV/dose,
respectivement (formulé avec du Alhydrogel). A nouveau,
des souris CDl1 femelles, agées de 5 semaines (8 par
groupe) ont été immunisées par vole sous-cutanée aux
jours 0 et 28.

La figure 5 représente les titres en IgG anti-RO6C
(figure 5A) et les titres en IgG anti-OAg (figure b5B)
apreés immunisation avec RO6C seul, ou conjugué a des
vésicules nOMV de S. typhimurium 1418 AtolR (formulées
avec du Alhydrogel). Un conjugué recyclé a été préparé
par recyclage de RO6C non conjugué a partir du premier
lot de conjugaison. Des souris CD1 femelles, agées de
5 semaines (8 par groupe) ont été immunisées par voie
sous—-cutanée aux jours 0 et 28, et des doses de 1, 4 et
20 ng de RO6C ont été utilisées. Pour les conjugués, les
doses correspondantes de nOMV étaient de 13 pg, 52 ug et
258 ng, respectivement (4 ng de RO6C et 32 pg de nOMV

BE2017/5855
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pour le conjugué recyclé). Les titres en IgG ont été
mesurés aux jours 0, 14, 28 et 42.

Figure 6a - Réponse en IgG anti-Pfs25 induite chez
des souris (200 pl par dose injectée en SC aux Jjours O
et 28, prélevements aux Jjours 0, 14, 27 et 42) par des
conjugués de nOMV de 1l'invention produit par conjugaison
de nOMV de S. typhimurium avec l'antigene Pfs25, avec ou
sans réaction de neutralisation, selon 1les modes de
réalisation de l'invention.

Figure 6b - Réponse anti-OAg 1induite chez des
souris (200 pl par dose injectée en SC aux jours 0 et
28, prélévements aux Jjours 0, 14, 27 et 42) par des
conjugués de nOMV  de l'invention produits par
conjugaison de nOMV de S. typhimurium avec l'antigéne
Pfs25, avec ou sans réaction de neutralisation, selon

les modes de réalisation de l'invention.

Description détaillée de 1l'invention

Pour faciliter la compréhension de la présente
invention, un certain nombre de termes et de phrases
sont définis ci-dessous. Les synonymes ou les variantes
reconnues dans 1l'art des termes et des phrases qui

suivent (y compris les temps passé, présent, etc.), méme

BE2017/5855

s'ils ne sont pas décrits spécifiquement, sont envisagés.

Tel qu'utilisé dans la présente divulgation et les
revendications, les formes au singulier « un », « une »,
« le » et « la » comprennent les formes au pluriel sauf
si le contexte indique clairement le contraire ; c'est-
a-dire, « un(e) » signifie « un(e) ou plusieurs » sauf

indication contraire.
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Les termes « environ » oOu « approximativement »
signifient a peu pres, autour de, ou dans les régions
de. Les termes « environ » ou « approximativement »
signifient en outre au sein d'une plage d'erreurs
contextuelles acceptable pour 1la valeur particulieére
déterminée par une personne de compétence moyenne dans
le domaine, qui dépendra en partie de comment la valeur
est mesurée ou déterminée, c'est-a-dire, les limitations
du systeme de mesure ou le degré de précision requis
pour un objectif particulier, par exemple, la quantité
d'un nutriment au sein d'une formulation nutritive.
Lorsque les termes « environ » ou « approximativement »
sont utilisés conjointement avec une plage numérique,
ils modifient cette plage par extension des limites au-
dessus et au-dessous des valeurs numériques présentées.
Par exemple, « entre environ 0,2 et 5,0 mg/ml » signifie
que les limites de la plage numérique s'étendent au-
dessous de 0,2 et au-dessus de 5,0 si bien que la valeur
particuliere en question atteint le méme résultat
fonctionnel qu'au sein de la plage. Par exemple,
« environ » et « approximativement » peuvent signifier
a 1 ou plus de 1 écart-type selon la pratique dans l'art.
En variante, « environ » et « approximativement »
peuvent signifier une plage jusqu'a 20 2%, de préférence
jusqu'a 10 %, de facon davantage préférée jusqu'a 5 %,
et de facon davantage préférée jusqu'a 1 % d'une valeur
donnée.

Le terme « et/ou » tel qu'utilisé dans une phrase
telle que « A et/ou B » est censé inclure « A et B »,
« A ouB » « A » et « B». De la méme facon, le terme

« et/ou » tel gu'utilisé dans une phrase telle que « A,

BE2017/5855
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B, et/ou C » est censé englober chacun des modes de

réalisation suivants : A, B, et C ;

C,; A ou B; B ouC; A et C,; A et B

(seul) ; B (seul) ; et C (seul).

Sauf précision contraire,

« A %B % » «A-B % », «A % a B

€]

A,

3

»,

; B et C

« A a B

B, ou C ; A ou

a toutes les désignations

« A %-B» «A % a B » 11 est donné la signification

habituelle et conventionnelle.

réalisation, ces désignations sont synonymes.

Les termes « sensiblement »

signifient que la condition

fonctionne dans tous les

décrite

ou

« sensib

ou revendi

Dans certains modes de

; A
g »,
le »

quée

aspects 1mportants comme le

standard décrit. Ainsi, « sensiblement dépourvu »

est

censé englober des conditions qui fonctionnent dans tous

les aspects importants comme des conditions dépourvues,

méme si les valeurs numériques indiquent la présence de

certaines impuretés ou substances. « Sensible » signifie

généralement une valeur supérieure a 90 %,

supérieure a 95 %, de facon

Q

préférée

de préfér

ence

entre toutes

supérieure a 99 2. Lorsque des valeurs particuliéres

BE2017/5855

sont utilisées dans le mémoire et dans les revendications,

sauf indication contraire, le terme

« sensiblement »

signifie avec une plage d'erreurs acceptable pour la

valeur particuliere.

Une « quantité efficace »

suffisante pour provoquer 1l'effet

référencé. Une « gquantité

déterminée empiriquement
utilisant des techniques

l'objectif indiqué.

ou

et de facon

connues

en

signifie une quan

le 1résu

efficace » peut

routiniére

relation

tité
ltat
étre

en

avec
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Tel qu'utilisé 1ici, « hétérologue » signifie que
les deux molécules ou structures référencées ou plus
sont dérivées d'un organisme différent. Par exemple, un
antigene hétérologue est 1'un qui est dérivé d'un
organisme différent de la vésicule nOMV a laquelle il
est annexé. « Homologue » tel qu'utilisé 1ici signifie
que les deux molécules ou structures référencées ou plus
sont dérivées du méme organisme.

Tel qu'utilisé ici, « étranger » signifie que les
deux molécules ou structures référencées ou plus ne sont
pas assocliées naturellement les unes aux autres. Par
exemple, un antigene choisi qui est censé 1ici étre
« étranger a » un saccharide de surface de nOMV 1ici
signifie que 1l'antigene n'est pas conjugué de facon
naturelle ou 1innée au saccharide de surface et, par
conséquent, n'est pas conjugué de facon naturelle a la
molécule de nOMV méme si l'antigéne et le saccharide (ou
la molécule de nOMV) peuvent provenir du méme organisme.
De cette facon, un antigéne étranger n'est pas
nécessairement un antigene hétérologue mais un antigene
hétérologue est un antigéne étranger.

« L'identité de séquence » peut étre déterminée par
l'algorithme de recherche d'homologie de Smith-Waterman
tel que mis en cecuvre dans le programme MPSRCH (Oxford
Molecular), en utilisant une recherche affine de breéche
avec les parametres de pénalité d'ouverture de breche =
12 et de pénalité d'extension de breche = 1, mais elle
est déterminée de préférence par l'algorithme
d'alignement global de Needleman-Wunsch (voir, par
exemple, Rubin (2000) Pediatric. Clin. North Am. 47:

269-285), en utilisant les parametres par défaut (par

BE2017/5855
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exemple, avec une pénalité d'ouverture de breche = 10,0,
et avec une pénalité d'extension de breche = 0,5, en
utilisant la matrice de score EBLOSUM62). Cet algorithme
est mis en ccuvre de facon pratique dans 1l'outil Needle
du progiciel EMBOSS. Lorsque la demande se rapporte a
l'identité de séquence avec une SEQ ID particuliere,
l1'identité est censée étre calculée sur la longueur
entiere de cette SEQ ID.

Le terme « p/p en % » indique le pourcentage en
poids d'un composant donné, par rapport a un composant
différent ou par rapport a la teneur totale d'une
composition, selon 1l'indication.

De facon analogue, le terme « % v/v » indique le
pourcentage en volume d'un composant donné, par rapport
a un composant différent ou par rapport a la teneur
totale d'une composition, selon l'indication.

Le terme « -OAg » (antigene Q) est utilisé au sein
de la présente invention pour indiquer une
fonctionnalité d'antigene présente dans les
lipopolysaccharides (LPS) ou les lipooligosaccharides
(LOS) sur la surface de la nOMV considérée, utile pour
la conjugaison avec un antigene correct (généralement

indiqué par Ag) selon l'invention. De facon plus

détaillée, les LPS sont généralement formés de

trolis parties différentes, connues en tant que : le
lipide A (responsable de la toxicité des LPS), le noyau
oligosaccharidique et la chaine -0Ag, un polyméere

répétitif de glycanes et le principal contributeur a la
spécificité sérologique des bactéries.
Le terme « groupe alkyle ou alcényle en C; a Cx

linéaire ou ramifié » comprend dans sa signification un

BE2017/5855
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groupe alkyle ou alcényle linéaire ou ramifié saturé ou
insaturé bivalent comportant 1 a x atomes de carbone.
Par exemple, le terme groupe alkyle ou alcényle en C; a
Cio bivalent comprend dans sa signification un groupe
alkyle ou alcényle saturé ou insaturé Dbivalent
comportant 1 a 10 atomes de carbone tel que les groupes
méthyle, éthyle, vinyle, allyle et analogues.

Tel qu'utilisé ici, le terme « fraction
saccharidique (ou de sucre) » comprend dans sa
signification des monosaccharides, ainsi que des unités
polysaccharidiques. Il faudra comprendre que les
fractions saccharidiques peuvent exister sous forme
ouverte et fermée (cycle) et que, lorsque des formes
fermées sont présentées ici dans les formules
structurales, les formes ouvertes sont également
englobées par 1l'invention. De facon similaire, 1l faudra
comprendre que les fractions saccharidiques peuvent
exister sous des formes de pyranose et de furanose et
que, lorsque des formes de pyranose sont présentées ici
dans les formules structurales, les formes de furanose
sont également englobées. Différentes formes anomeres de
fractions saccharidiques sont également englobées.

Le terme « oligosaccharide » comprend dans sa
signification des polysaccharides comportant de 3 a
10 unités monosaccharidiques.

Sauf disposition contraire, le terme
« polypeptide » se rapporte a des polypeptides d'une
longueur quelconque capables d'agir comme antigéne
choisi. Le polymere d'acides aminés formant le
polypeptide de l'invention peut étre linéaire ou ramifiég,

il peut comprendre des acides aminés modifiés, et il
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peut étre interrompu par des acides non aminés. Le terme
englobe également un polymere d'acides aminés qui a été
modifié naturellement ou par intervention ; par exemple,
la formation de liaisons disulfure, la glycosylation, la
lipidation, l'acétylation, la phosphorylation, ou toute
autre manipulation ou modification, telle que 1la
conjugaison avec un composant de marquage. Sont
également compris au sein de la définition, par exemple,
des polypeptides contenant un ou plusieurs analogues
d'un acide aminé (y compris, par exemple, des acides
aminés non naturels, etc.), ainsi que d'autres
modifications connues dans l'art. Les polypeptides
peuvent apparaitre sous la forme de chalnes simples ou
de chalines associées.

La « masse moléculaire moyenne en poids » est
censée indiquer la masse moléculaire moyenne en poids
obtenue par le moyen arithmétique ordinaire ou la moyenne
des masses moléculaires du composant 1individuel, par
exemple, des acides aminés dans le cas de dérivés
polypeptidiques.

Le terme « polysaccharides/saccharides
capsulaires » (PSC) indique ces saccharides qui peuvent
se trouver dans la couche qui repose a l'extérieur de
l'enveloppe cellulaire des bactéries, faisant ainsi
partie de 1l'enveloppe externe de la cellule bactérienne
elle-méme. Les PSC sont exprimés sur la surface la plus
externe d'un large éventail de bactéries, et dans
certains cas méme dans des champignons.

Sauf disposition contraire, le terme

« conjugailson » indique la connexion ou la liaison des

BE2017/5855
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entités soumises, particuliérement en référence a la
nOMV et aux fractions antigéniques choisies.

Par « quantité immunologiquement efficace », 1l est
signifié que l'administration de cette quantité a un
individu, soit sous la forme d'une dose unique soit
faisant partie d'une série, est efficace pour Ile
traitement ou la prévention. Cette quantité peut varier
selon la santé et la condition physique de 1l'individu a
traiter, 1l'adge, le groupe taxonomique de 1l'individu a
traiter (par exemple, primate non humain, primate, etc.),
la capacité du systeme 1immunitaire de 1'individu a
synthétiser des anticorps, le degré de protection
souhaité, 1la formulation du vaccin, 1l'estimation du
médecin traitant de la situation médicale, et d'autres
facteurs pertinents. On s'attend a ce que la quantité se
situe au sein d'une plage relativement large qui peut
étre déterminée par l'intermédiaire d'essais de routine.

Le terme « nOMV » ici indique une vésicule 1isolée
du milieu ou détachée a partir de cellules, et 11 s'agit
de vésicules membranaires intactes non exposées a des
détergents ou a des agents dénaturants, c'est-a-dire,
non extraites par un détergent. Les nOMV de l'invention
présentent les protéines de membrane externe (OMP) et le
lipopolysaccharide (LPS) dans leur conformation native
et orientation correcte dans l'environnement membranaire
naturel, et auxquelles 1l mangque habituellement les
composants cytoplasmatiques.

Au contraire, le terme « OMV » ou « dOMV » englobe
diverses vésicules protéoliposomiques obtenues par
rupture de la membrane externe d'une Dbactérie Gram

négatif généralement par un procédé d'extraction par un
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détergent pour former des vésicules a partir de celle-
ci. Des complexes de protéines de membrane externe (par
exemple, 1'OMPC de Neisseria meningitidis) peuvent étre
considérés dans une telle définition, parce qu'ils ont
une structure tridimensionnelle et une composition
similaire aux dOMV, et qu'ils sont 1isolés par des
procédures d'extraction par un détergent (voir, par
exemple, les documents EP 0467714, us 4 271 147,
US 4 459 286 et US 4 830 852). Le procédé d'extraction
par un détergent élimine le LPS et les phospholipides,
conjointement avec les lipoprotéines immunoprotectrices.
Une telle élimination change la structure des vésicules
natives et favorise 1l'agrégation. L'agrégation peut
conduire a des problemes conséquents en termes de
développement du procédé (rendement, régularité de
production et de stabilité). A la différence des nOMV,
caractérisées par une distribution homogene définie des
tailles (généralement dans la plage de 20 a 250 nm,
mesurée par la technique de diffusion dynamique de la
lumiere DLS), les dOMV présentent une distribution
hétérogéene indéfinie des tailles (habituellement dans la
plage de 550 a 5500 nm mesurée par la technique de
diffusion dynamique de la lumiere DLS) provogquée par une
agrégation des vésicules induite par le détergent (voir
pour une référence générale, Vaccine 28, 2010, 4810). Le
procédé d'extraction par un détergent provoque également
une contamination de la composition contenant les OMV
(par exemple, des vaccins) avec des protéines
cytoplasmiques comme conséquence de la lyse des cellules

bactériennes.
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Selon des méthodologies de 1l'art antérieur, les
dOMV et les nOMV peuvent étre analysées et décrites en
termes de taille, de forme et d'apparence globale des
impuretés ou des matériaux contaminants non-OMV (comme
les agrégats de vésicules ou les résidus de détergent
dans le cas des dOMV) en utilisant 1la microscopie
électronique en transmission (MET). Pour des références
détaillées concernant les différences entre les dOMV et
les nOMV, voir, par exemple, van de Waterbeemd (2013) J.
Prot. Res. "Quantitative Proteomics Reveals Distinct
Differences in the Protein Content of Outer Membrane
Vesicle Vaccines" ; et J. Klimentova et al.
Microbiological Research 170 (2015) 1-9 "Methods of
isolation and purification of the outer membrane
vesicles from gram-negative bacteria".

Comme 1l a été indiqué ci-dessus, dans un premier
aspect, l'invention se rapporte a un conjugué comprenant
un antigene choisi connecté a une fraction saccharidique
présente sur la surface d'une vésicule de membrane
externe native non extraite par un détergent (nOMV). A
noter, les nOMV conformément a la présente invention
sont recueillies et isolées sensiblement sans
l'utilisation de détergents, a la différence, par
exemple, des dOMV de l'art antérieur obtenues par
l'intermédiaire d'une extraction avec du désoxycholate
ou en utilisant des détergents zwittérioniques comme
Empigen BB (voir, par exemple, le document US 4 707 543)
ou similaires. Au contraire, il faut souligner gqu'une
étape d'extraction par un détergent peut étre non
souhaitable dans la présente invention, pour toute une

série de raisons, parmi lesquelles le fait qu'un
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réduira la quantité de

lipopolysaccha

ride
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(LPS) /lipooligosaccharide (LOS) présente sur la vésicule,

qui peut étre vraiment utile pour la conjugaison avec

l'antigene choisi tel que décrit ci-dessous.

De facon plus détaillée,

les nOMV sont des vésicules

membranaires existant a 1l'état naturel qui se forment

spontanément durant la croissance bactérienne et qui
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utilisant 1les deux étapes consécutives suivantes de
filtration a flux tangentiel (FFT) (1) une
microfiltration dans laquelle le surnageant de 1la
culture contenant les nOMV est séparé des bactéries, et
(i1) une ultrafiltration dans laquelle les nOMV sont
séparées des protéines solubles (pour une référence
générale, voir, par exemple, PLoS One. 2015; 10(8):
e0134478) . Les nOMV ainsi obtenues peuvent étre ensuite
utilisées directement au sein de la présente invention
sans étape supplémentaire de purification/isolement. Les
nOMV présentement considérées présentent une
distribution des tailles préférée comprise entre 20 et
250 nm, mesurée par la technique de diffusion dynamique
de la lumiere DLS.

Selon certains modes de réalisation, les nOMV sont
préparées a partir de bactéries de type sauvage ou a
partir de bactéries qui ont été manipulées génétiquement
en général pour augmenter 1l'immunogénicité (par exemple,
pour hyper-exprimer des immunogenes), pour réduire la
toxicité, pour 1inhiber 1la synthese des saccharides
capsulaires, pour réguler négativement 1'expression des
antigeénes immunodominants, et analogues. Elles peuvent
étre également préparées a partir de souches hyper-
bourgeonnantes. Les nCMV  de l'invention peuvent
également exprimer des protéines exogenes sur leur
surface et elles peuvent étre appauvries en endotoxine.

De préférence, les nOMV a utiliser dans la présente
invention sont produites a partir de souches
bactériennes génétiquement modifiées qui sont mutées
pour amplifier la production des vésicules, et

éventuellement aussi pour éliminer ou modifier des
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antigénes (par exemple, le lipide A) et/ou pour
surexprimer des antigenes homologues ou des antigénes
provenant d'autres organismes. Lesdites nOMV préférées
sont également connues en tant que modules généralisés
d'antigenes membranaires (GMMA) comme 1l est décrit, par
exemple, dans PLoS One. 2015; 10(8): e0134478.

La production spontanée amplifiée des vésicules
peut étre obtenue, par exemple, par une délétion ciblée
de protéines impliquées dans le maintien de l'intégrité
de la membrane. Il a été observé que la surface externe
des nOMV correspond sensiblement a la surface externe de
la bactérie a partir de laquelle elles sont dérivées, en
préservant les antigénes membranaires (y compris, par
exemple, les lipopolysaccharides, les
lipooligosaccharides et les lipoprotéines) dans le
contexte de la membrane. De facon avantageuse, les nOMV
utilisées dans 1'invention (a la différence des dOMV
extraites par un détergent) conservent ces composants de
la membrane externe dans leur conformation native et
orientation correcte, préservant mieux l'immunogénicité
contre la souche bactérienne a partir de laquelle elles
sont dérivées.

Généralement, les nOMV pour une utilisation dans la
présente invention peuvent étre préparées a partir de
toute bactérie appropriée, ou les bactéries préférées
comprennent, mais n'y sont pas limitées : Neisseria (par
exenmple, en particulier N. meningitidis de tout
sérogroupe y compris A, B, C, X, Y ou W135, ou a partir
d'une Neisseria non pathogene), Shigella (comme
S. sonnei, S. flexneri, dysenteriae ou boydii), des

sérovars de Salmonella enterica (tels que paratyphi A,
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B ou C, enteritidis, typhi ou typhimurium), Haemophilus
influenzae (par exemple, H. influenzae non typable),
Vibrio cholerae, Bordetella pertussis, Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium bovis BCG, Escherichia coli,
Bacteroides (y compris Porphyromonas), Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori, Brucella melitensis
Campylobacter jejuni, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Xenorhabdus nematophilus,
Moraxella catarrhalis, ou Borrelia burgdorferi.

Les Dbactéries particulierement préférées sont
choisies parmi au moins 1'"une de : S. sonnei,
S. flexneri, la bactérie Salmonella, et le méningocoque,
particuliérement le méningocoque du sérogroupe B.

Les souches virulentes de Shigella possédent un
plasmide de 220 kb qui médie les propriétés de virulence.
I1 a été montré que ce « plasmide de virulence » code
pour les génes pour plusieurs aspects de la virulence de
Shigella, y compris des adhésines pour les cellules
épithéliales cibles, les antigenes des plasmides
d'invasion, virF, virG, et analogues. Une Shigella
utilisée avec 1'invention peut posséder ou pas un
plasmide de virulence. L'absence du plasmide peut
stabiliser la souche durant la culture industrielle,
atténuer 1la souche par élimination des facteurs de
virulence (augmentant de cette facon la sécurité de la
fabrication), éviter la présence de l'entérotoxine ShET-
2 (codée par le géne ospD3 ou sen sur le plasmide), et
éviter la présence de msbB2 qui est une seconde copie du
gene msbB responsable de 1l'acylation du 1lipide A.
L'absence du plasmide de virulence peut également

perturber le lipopolysaccharide. Toutefoils, les génes de
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biosynthese pour 1'-0OAg devront de préférence étre
conservés, soit par le maintien d'un plasmide de

virulence muté, soit par 1'inclusion dans un autre

BE2017/5855

plasmide soit par le clonage dans le chromosome bactérien.

Tant que la bactérie Salmonella est concernée, une
souche particulierement préférée est choisie parmi
Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis et
Salmonella paratyphi A.

Les nOMV des bactéries Meningococcus sont également
préférées. De telles vésicules peuvent étre préparées a
partir de toute souche méningococcique. Les vésicules
sont préparées de préférence a partir d'une souche du
sérogroupe B, mais 11 est également préféré de les
préparer a partir de sérogroupes autres que B, comme
l'un de : A, C, W135 ou Y, selon des procédures connues

dans l'art. La souche peut étre de tout sérotype (par

exemple, 1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 16, etc.), tout séro-
sous-type (par exemple, P1.4), et tout immunotype (par
exemple, L1 ; L2 ; L3 ; L3,7 ; L3,7,9 ; L10 ; etc.). Les

méningocoques peuvent étre de toute lignée appropriée,
y compris des lignées hyper-invasives et hypervirulentes
de préférence 1'une quelcongque des sept lignées
hypervirulentes sulvantes : sous-groupe 1 ; sous-
groupe III ; sous—-groupe IV-1 ; complexe ET-5 ; complexe
ET-37 ; groupe A4 ; lignée 3. De facon préférée entre
toutes, les OMV sont préparées a partir de la souche
Nz98/254, ou une autre souche avec le séro-sous-type de
PorA P1.4.

Dans un autre mode de réalisation, les bactéries
pour la préparation des nOMV utiles pour 1l'invention

peuvent étre des souches mutantes qui ont été manipulées,
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par exemple, pour amplifier la production des vésicules,
pour exprimer un ou plusieurs antigenes souhaités, et/ou
pour 1inactiver ou modifier un géne non souhaité (par
exemple, un quil code pour une toxine ou qui code pour
une enzyme 1mpliquée dans la production d'un produit
toxique, telle gqu'une endotoxine).

Dans cette direction, d'autres noMV pour
l'invention sont produites par une bactérie Salmonella,
particuliérement une S. typhimurium (également connue
sous le nom de Salmonella enterica sérovar typhimurium)
quli n'exprime pas une protéine TolR fonctionnelle.

Lorsque les vésicules sont préparées a partir
d'E. coli, de Shigella ou de Salmonella, la bactérie ne
peut pas exprimer plus de 4 des protéines TolA, TolB,
TolQ, TolR et Pal. Ainsi, au moins une protéine parmi le
systeme des cing protéines Tol-Pal naturelles peut étre
absente, résultant en une Dbactérie qui, durant la
croissance dans le milieu de culture, 1libere des
quantités supérieures de vésicules de membrane externe
dans le milieu par rapport a la méme bactérie exprimant
les 5 protéines Tol-Pal. De préférence TolR n'est pas
exprimée, mals les quatre autres protéines peuvent étre
exprimées (c'est-a-dire, une souche ATolR).

Dans des modes de réalisation préférés, au moins
1'une des cing protéines Tol-Pal dans E. coli, Shigella
ou Salmonella est éliminée, par exemple, par délétion ou
inactivation du géne codant pour la protéine. Ainsi, la
bactérie peut exprimer O, 1, 2, 3 ou 4 des protéines
TolA, TolB, TolQ, TolR et Pal. L'élimination de 1'une
des cing protéines peut suffire, en quel cas la bactérie

exprime seulement 4 de ces protéines. De préférence, la
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protéine TolR est éliminée, par exemple, par
inactivation du géne tolR d'une souche de départ. Ainsi,
une bactérie préférée peut étre tolA+ tolB+ tolQ+ TolR-
Pal+.

Dans certains modes de réalisation, la bactérie
exprime les cing protéines Tol-Pal, mais au moins 1l'une
est mutée pour provoquer un hyper-bourgeonnement. Par
exemple, la protéine TolA, TolQ, TolR et/ou Pal peut
étre mutée de telle facon que la protéine conserve sa
localisation membranaire mals ses interactions avec les
autres membres du systéme Tol-Pal sont perturbées. La
bactérie conservera ainsi TolA, TolQ et TolR en tant que
protéines transmembranaires dans la membrane interne, et
la protéine Pal en tant que lipoprotéine faisant face au
périplasme dans la membrane externe, malis au moins 1'une
des protéines TolA, TolQ, TolR et/ou Pal est mutée et
pas totalement fonctionnelle.

En outre, d'autres mutations peuvent étre également
présentes, par exemple, pour donner des souches
déficientes en OAg, par exemple dans ces cas ou la
fonctionnalité -0OAg n'est pas prévue pour la réponse
immunitaire souhaitée, ou dans ces cas ou 1'-OAG peut
avolr un 1impact négatif sur 1'immunogénicité contre
l'antigene hétérologue. Dans cette direction, les
mutations possibles peuvent étre AgalU, AgalE ou AwbaP
dans des souches d'E. coli, de Shigella ou de Salmonella.

Dans un autre mode de réalisation préféré, un
méningocoque n'exprime pas une protéine M1tA
fonctionnelle. L'inactivation de M1tA (la
transglycosylase lytique liée a la membrane, également

connue sous le nom de GNA33) dans le méningocoque fournit
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des bactéries qui liberent spontanément des grandes
quantités de nOMV dans le milieu de culture, a partir
duquel elles peuvent étre facilement purifiées. Par
exemple, les vésicules peuvent étre purifiées en
utilisant le procédé de filtration par taille en
deux étapes, comprenant : (1) une premiére étape de
filtration dans laquelle les vésicules sont séparées des
bactéries en se basant sur leurs tailles différentes,
avec les vésicules passant dans le filtrat ; et (ii) une
seconde étape de filtration dans laquelle les vésicules
sont retenues dans le rétentat.

Dans la présente 1invention, 11 est préféré que
1'"-0Ag soit présent sur les nOMV parce gue nous avons
observé (par exemple, des nOMV provenant de Salmonella
et Shigella) que, la présence de 1'-OAg sur la surface
desdites nOMV est avantageuse dans la fourniture d'un
vaccin bivalent, car 1'-0OAg peut agir en tant qu'antigene
protecteur. Certaines souches préférées comportent un
LPS penta- ou tétra-acylé moins toxique, quil comprend
1'-0OAg fixé, apreés la mutation de msbB, htrB, ddg et/ou
PagP (voir, par exemple, Rossi O et al., Clin Vaccine
Immunol. 4 avril 2016; 23(4): 304-14 et Rossi O et al.,
J Biol Chem. 5 septembre 2014; 289(36): 24922-35.

Dans Neisseria, la souche comporte de préférence un
gene fur modifié. Selon ce mode de réalisation, les
Neisseria mutantes sont modifiées pour réduire ou
désactiver l'expression d'au moins un gene impliqué pour
rendre toxique la partie lipide A du LPS, en particulier
du gene 1lpxll. De cette facon, les nOMV résultantes

présentent une toxicité réduite par rapport a la souche
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de type sauvage, depuis la conversion du lipide A acylé
en une forme moins acylée.

De facon similaire, les Neisseria mutantes
préférées pour l'invention sont modifiées pour réduire
ou désactiver 1l'expression d'au moins un géne 1impliqué
dans la synthése ou l'export des saccharides capsulaires,
en particulier des génes synX et/ou ctrA. De cette facon,
les nOMV résultantes peuvent présenter une protection
Crolisée contre divers sérotypes, ce qui est
particulierement apprécié de 1l'homme du métier.

Dans des modes de réalisation préférés, une souche
peut comprendre une ou plusieurs des mutations
d'inactivation et/ou d'hyper-expression divulguées, par
exemple, dans Fukusawa et al. (1999), Vaccine 17: 2951-
2958. Par exemple, en suivant les conseils et 1la
nomenclature qui y sont indiqués, les geénes utiles pour
la régulation négative et/ou l'inactivation comprennent
(a) Cps, CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB, GalE, HtrB/MsbB,
LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PilC, PorB, SiaA, SiaB, SiaC,
SiaD, TbpA, et/ou TbpB ; (b) CtrA, CtrB, CtrC, CtrD,
FrpB, GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PhoP,
PilC, PmrE, PmrF, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA, et/ou
TbpB ; (c) ExbB, ExbD, rmpM, CtrA, CtrB, CtrD, GalEk,
LbpA, LpbB, Opa, Opc, PilC, PorB, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD,
TbpA, et/ou TbpB ; ou (d) CtrA, CtrB, CtrD, FrpB, OpA,
OpC, PilC, PorB, SiaD, SynA, SynB, SynX et/ou SynC.

Tel que susmentionné, les présents conjugués sont
obtenus en connectant au moins une fraction
saccharidique de surface de nOMV (comprise de préférence

dans 1'-OAg apparenté) a un ou plusieurs antigenes
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étrangers choisis, c'est-a-dire qui ne font pas partie
de la vésicule.

Tant que la fraction saccharidique de nOMV est
concernée, 11 faut noter qu'elle peut faire partie de la
fonctionnalité -OAg présente sur la surface de la nOMV
(par exemple, dans le LPS ou le LOS), ou elle peut étre
présente au sein d'une partie différente de la surface
de la nOMV, par exemple un PSC, comme il est décrit ci-
dessous en détail. De facon avantageuse, tout antigéne
correct peut étre conjugué a la nOMV pour obtenir les
conjugués nOMV-antigene de 1l'invention, de préférence
sous la forme d'un (poly)saccharide ou d'un polypeptide.
Dans tous les cas, la connexion d'un ou de plusieurs
antigenes choisis prodult un conjugué i1mmunogene qui
peut produire une réponse Iimmunitaire qui reconnalt
ledit antigéne, et qui reconnalt également un ou
plusieurs composants dans la nOMV, ainsi de facon
pratique et utile pour la préparation d'un vaccin
multivalent. Les antigéenes seront inclus dans les
présents conjugués a une concentration qui est
suffisamment élevée pour déclencher, lorsqu'ils sont
administrés a un hodéte, une réponse 1immunitaire qui
reconnalit cet antigéne. En outre, la réponse immunitaire
est de préférence protectrice contre le pathogene a
partir duquel 1l'antigene a été dérivé, de facon méme
davantage préférée contre l1l'un des pathogenes énumérés
ci-dessous.

Dans un mode de réalisation de 1'invention, la nOMV
est conjuguée a au moins un antigene homologue, c'est-
a-dire dérivé du méme organisme a partir duquel les nOMV

sont dérivées. Dans un mode de réalisation encore préféré,
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l'antigene choisi est un antigene hétérologue, c'est-a-
dire dérivé d'un organisme différent de 1l'organisme a
partir duquel les nOMV sont dérivées.

Dans tous 1les <cas, les antigenes sont choisis
généralement parmi des polypeptides immunogenes
quelconques, c'est-a-dire des polypeptides capables de
déclencher une réponse 1immunitaire lorsqu'ils sont
administrés a un sujet. Les polypeptides utilisés avec
l'invention comprendront un acide aminé ayant un résidu,
ou une chalne latérale, avec un groupe fonctionnel
approprié pour la conjugailson, de préférence un groupe
amino ou thiol, de facon méme davantage préférée de
formule générale : -NH», ou -SH. Ces résidus peuvent étre
naturellement présents dans un antigene, ou 1ls peuvent
étre introduits artificiellement pour les objectifs de
la conjugaison. Les résidus d'acides aminés préférés
comprennent, mais n'y sont pas limités : l'arginine, la
lysine, 1l'asparagine, la glutamine, la cystéine et
l1'histidine. Le résidu d'acide aminé préféré entre tous
pour la conjugaison est la lysine. En fait, sa chailne
latérale -NH: peut réagir avec un groupe -OH oxydé activé
a partir d'une fraction saccharidique de nOMV et peut
réagir avec le groupe aldéhyde ainsi obtenu par amination
réductrice, selon le procédé divulgué ici en détail.

Les antigenes polypeptidiques sont préparés de
préférence sous une forme sensiblement pure ou
sensiblement isolée (c'est-a-dire, sensiblement
dépourvue d'autres polypeptides). 1Ils peuvent étre
préparés par divers moyens, par exemple, par synthese
chimique (au moins en partie), par digestion de

polypeptides plus longs en utilisant des protéases, par
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traduction a partir d'ARN, par purification a partir
d'une culture cellulaire (par exemple, a partir d'une
expression recombinante ou a partir de la culture native)
et analogues. L'expression recombinante dans un hoéte
d'E. coli est une voie d'expression utile. Les antigénes
polypeptidiques peuvent prendre diverses formes (par
exemple, native, fusions, glycosylée, non glycosylée,
lipidée, ponts disulfure et analogues).

Les antigénes polypeptidiques utilisés avec
l'invention ont une masse moléculaire moyenne en poids
préférée d'au moins 1 kDa, de facon davantage préférée
d'au moins 3,5 kDa, de facon méme davantage préférée de
10 a 80 kDa. De facon encore davantage préférée, la masse
moléculaire moyenne en poids est comprise de 15 a 75 kDa.

D'autres antigénes polypeptidiques préférés pour la
conjugaison aux nOMV selon la présente 1invention
comprennent un épitope provenant d'un polypeptide
fungique, bactérien, de protozoaire ou viral. Les
polypeptides de protozoaires préférés proviennent d'un
Plasmodium (tel que P. falciparum, P. vivax, P. ovale).
Les polypeptides bactériens particuliéerement préférés
sont choisis parmi : E. coli, N. meningitidis, et les
streptocoques (tels que S. agalactiae, S. pneumoniae,
S. pyogenes) .

Les antigeénes polypeptidiques d'E. coli préférés
comprennent CTF1232, 405 et 3526. En tant qu'exemples
préférés non limitatifs, les nOMV provenant de Shigella
ou Salmonella peuvent étre conjuguées a CTF1232, selon
la présente invention, pour produire un vaccin bivalent
couvrant a 1la fois E. coli entérotoxigéne (ETEC) et

Shigella/Salmonella.
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Dans un mode de réalisation, les polypeptides de
N. meningitidis considérés sont capables, 1lorsqu'ils
sont administrés a un mammifere, de déclencher une
réponse en anticorps qui est bactéricide contre le
méningocoque. Les polypeptides de N. meningitidis
préférés pour une utilisation avec 1'invention sont
choisis parmi au moins l'un de : NHBA, NadA, NsPA, NhhA,
App et fHbp, comme 11 est détaillé ci-dessous.

Antigene NHBA

L'antigene NHBA a été 1inclus dans la séquence
génomique publiée pour la souche de méningocoque de
sérogroupe B MC58 en tant que gene NMB2132 (numéro
d'accession GenBank GI:7227388 ; SEQ ID NO : 2 ici). Les
séquences de l'antigene NHBA de nombreuses souches ont
été publiées depuis lors. Divers fragments immunogenes
de l'antigéne NHBA ont été également rapportés. Les
antigenes NHBA préférés pour une utilisation avec
l'invention comprennent une séquence d'acides aminés
(a) présentant 50 % ou plus d'identité (par exemple,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
6 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % ou plus)

o°
o©

a
60 %, 65 %, 70 %,
93 %, 94 &, 95 %, 9
avec SEQ ID NO 2 ; et/ou (b) comprenant un fragment
d'au moins «no» acides aminés consécutifs de
SEQ ID NO : 2, dans lequel « n » wvaut 7 ou plus (par
exemple, 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 issu de
SEQ ID NO : 2. Les antigenes NHBA les plus utiles de
l'invention peuvent déclencher des anticorps qui, apreées
administration a un sujet, peuvent se lier a un

polypeptide méningococcique constitué de 1la séquence
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d'acides aminés SEQ ID NO : 2. Les antigenes NHBA
avantageux pour une utilisation avec 1l'invention peuvent
déclencher des anticorps antiméningococciques
bactéricides apres administration a un sujet.

Antigene NadA

L'antigene NadA a été 1inclus dans la séquence
génomique publiée pour la souche de méningocoque de
sérogroupe B MC58 (voir, par exemple, Tettelin et al.
(2000) Science 287: 1809-1815) en tant gue gene NMB1994
(numéro d'accession GenBank GI:7227256 ; SEQ ID NO : 3
ici). Les séquences du gene NadA de nombreuses souches
ont été publiées depuis 1lors, et 1l'activité de 1la
protéine en tant qu'adhésine neissérienne a été bien
documentée. Divers fragments immunogeénes de NadA ont été
également rapportés. Les antigénes NadA préférés pour
une utilisation avec 1l'invention comprennent une
séquence d'acides aminés : (a) présentant 50 % ou plus
d'identité (par exemple, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96
98 %, 99 %, 99,5 % ou plus) avec SEQ ID NO : 3 ; et/ou
(b) comprenant un fragment d'au moins « n » acides
aminés consécutifs de SEQ ID NO : 3, dans lequel « n »
vaut 7 ou plus (par exemple, 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 1ssu de SEQ ID NO : 3. Les antigénes NadA
préférés entre tous de l'invention peuvent déclencher
des anticorps qui, aprés administration a un sujet,
peuvent se lier a un polypeptide méningococcique
constitué de la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 3.

Les antigenes NadA avantageux pour une utilisation avec
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l'invention peuvent déclencher des anticorps
antiméningococciques bactéricides aprés administration
a un sujet. SEQ ID NO : 7 est un tel fragment.
Antigene NspA
L'antigene NspA a été 1inclus dans la séquence
génomique publiée pour la souche de méningocoque de
sérogroupe B MC58 (voir, par exemple, Tettelin et al.
(2000) Science 287: 1809-1815) en tant que gene NMB0663
(numéro d'accession GenBank GI:7225888 ; SEQ ID NO : 4
ici). Les séquences de l'antigene NspA de nombreuses
souches ont été publiées depuis lors. Divers fragments
immunogenes de NspA ont été également rapportés. Les
antigenes NspA préférés pour une utilisation avec
l'invention comprennent une séquence d'acides aminés
(a) présentant 50 % ou plus d'identité (par exemple,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 &, 92
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 &, 99 &, 99,5 % ou plus)
4

o©°
o©°

’

a
60 %, 65 %, 70 %,
93

avec SEQ ID NO ; et/ou (b) comprenant un fragment
d'au moins «no» acides aminés consécutifs de
SEQ ID NO : 4, dans lequel « n » vaut 7 ou plus (par
exemple, 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 issu de
SEQ ID NO : 4. Les antigenes NspA préférés entre tous de
l'invention peuvent déclencher des anticorps qui, apreés
administration a un sujet, peuvent se lier a un
polypeptide méningococcique constitué de 1la séquence
d'acides aminés SEQ ID NO : 4. Les antigenes NspA
avantageux pour une utilisation avec 1l'invention peuvent
déclencher des anticorps antiméningococciques

bactéricides apres administration a un sujet.
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Antigene NhhA

L'antigene NhhA a été 1inclus dans la séquence
génomique publiée pour la souche de méningocoque de
sérogroupe B MC58 (voir, par exemple, Tettelin et al.
(2000) Science 287: 1809-1815) en tant qu'antigéne
NMB0992 (numéro d'accession GenBank GIl:7226232 ;
SEQ ID NO : 5 ici). Les séquences de l'antigéne NhhA de
nombreuses souches ont été publiées depuils lors, par
exemple, WO 00/66741 et WO 01/55182, et divers fragments
immunogenes de NhhA ont été rapportés. Il est également
connu en tant que Hsf. Les antigénes NhhA préférés pour
une utilisation avec 1l'invention comprennent une
séquence d'acides aminés : (a) présentant 50 % ou plus
d'identité (par exemple, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96
98 %, 99 %, 99,5 % ou plus) avec SEQ ID NO : 5 ; et/ou
(b) comprenant un fragment d'au moins « n » acides
aminés consécutifs de SEQ ID NO : 5, dans lequel « n »
vaut 7 ou plus (par exemple, 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 1ssu de SEQ ID NO : 5. Les antigénes NhhA
préférés entre tous de l'invention peuvent déclencher
des anticorps qui, aprés administration a un sujet,
peuvent se lier a un polypeptide méningococcique
constitué de la séquence d'acides aminés SEQ ID NO : 5.
Les antigenes NhhA avantageux pour une utilisation avec
l'invention peuvent déclencher des anticorps anti
méningococciques bactéricides aprés administration a un

sujet.

BE2017/5855



10

15

20

25

30

33

Antigene App

L'antigene App a été inclus dans la séquence
génomique publiée pour la souche de méningocoque de
sérogroupe B MC58 (voir, par exemple, Tettelin et al.
(2000) Science 287: 1809-1815) en tant qu'antigéne
NMB1985 (numéro d'accession GenBank GI:7227246 ;
SEQ ID NO : 6 1ici). Les séquences de l'antigeéne App de

nombreuses souches ont été publiées depuis lors. Divers
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fragments immunogenes de App ont été également rapportés.

Les antigenes App préférés pour une utilisation avec
l'invention comprennent une séquence d'acides aminés
(

) présentant 50 % ou plus d'identité (par exemple,

5%, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92

o©°

/

a
60 &, 65 %, 70 %, 7

93 %, 94 &, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 & ou plus)
avec SEQ ID NO 6 ; et/ou (b) comprenant un fragment
d'au moins «no» acides aminés consécutifs de
SEQ ID NO : 6, dans lequel « n » vaut 7 ou plus (par
exemple, 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 issu de
SEQ ID NO : 6. Les antigenes NhhA préférés entre tous de
l'invention peuvent déclencher des anticorps qui, apreés
administration a un sujet, peuvent se lier a un
polypeptide méningococcique constitué de 1la séquence
d'acides aminés SEQ ID NO : 6. Les antigenes App
avantageux pour une utilisation avec 1l'invention peuvent
déclencher des anticorps antiméningococciques
bactéricides apres administration a un sujet.

Antigene fHbp

La protéine de liaison du facteur H existe sous la

forme de trois variants (vl, v2 et v3), et 1l'invention
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peut utiliser 1l'un quelconque de ceux-ci en tant que
mode de réalisation préféré.

Un vl de fHbp comprend de préférence (a) une
séquence d'acides aminés qui présente au moins k' %
d'identité avec SEQ ID NO : 8, et/ou (b) un fragment de
SEQ ID NO : 8. k! se rapporte a un  pourcentage
d'identité et pourra étre défini comme tout nombre de 1
a 100. En référence aux séquences d'acides aminés ou
d'acide nucléique, généralement 1'identité utilisée dans
la demande démarre aussi bas que 40 2 avec des références
spécifiques a des pourcentages supérieurs, c'est-a-dire,
70 %, 75 %, 80 %, etc.

Le fragment comprendra de préférence au moins un
épitope issu de SEQ ID NO : 8. De préférence, le vl de
fHbp peut déclencher des anticorps qui sont bactéricides
contre les souches vl, par exemple contre la souche MC58
(disponible auprés de 1'ATCC en tant que « BAA-335 »).

Un v2 de fHbp comprend de préférence (a) une
séquence d'acides aminés qui présente au moins k' %
d'identité avec SEQ ID NO : 1, et/ou (b) un fragment de
SEQ ID NO : 1. Des 1informations concernant k' et les
fragments sont données ci-dessus. Le fragment comprendra
de préférence au moins un épitope issu de SEQ ID NO : 1.
De préférence, 1le v2 de fHbp peut déclencher des
anticorps qui sont bactéricides contre des souches v2,
par exemple, contre la souche M2091 (ATCC 13091).

Un v3 de fHbp comprend de préférence (a) une
séquence d'acides aminés qui présente au moins k' %
d'identité avec SEQ ID NO : 9, et/ou (b) un fragment de

SEQ ID NO : 9. Des informations concernant k' et les

fragments sont données ci-dessus. Le fragment comprendra
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de préférence au moins un épitope issu de SEQ ID NO : 9.
De préférence, 1le v3 de fHbp peut déclencher des
anticorps qui sont bactéricides contre des souches v3,
par exemple, contre la souche M01-240355.

Les antigénes de Streptococcus du groupe A (GAS),
de Streptococcus du groupe B (GBS) et de Pneumococcus
sont aussi préférés de facon égale. En tant qu'exemples
non limitatifs, les antigenes GAS25 (Slo), GAS40 (SpyAD)
et GASS57 (SpyCEP) peuvent étre incorporés dans des
conjugués conformément a certains modes de réalisation
de l'invention.

Les antigénes de Plasmodium sont en outre préférés.
Ceux—-cl peuvent provenir de toute espéce appropriée, ou
les especes préférées sont choisies parmi
P. falciparum, P. vivax et P. ovale.

FEncore un autre antigene préféré est Pfs25
(SEQ ID NO : 10), quil est un antigéne du stade sexuel de
P. falciparum exprimé sur la surface des formes zygotes
et ookinétes du parasite. Un autre antigene préféré est
Pfs48/45, qui est un vaccin candidat Dbloquant la
transmission. Récemment, 1le fragment C-terminal de
10 cystéines (10C) de Pfs48/45, contenant trois épitopes
connus pour les anticorps bloquant la transmission, a
été produit sous la forme d'une chimere avec la partie
N-terminale de GLURP (RO), la protéine riche en glutamate
antigene du stade sanguin asexué. La protéine de fusion
résultante (RO10C) a déclenché des taux élevés
d'anticorps bloquant la transmission chez des rongeurs
(voir, Theisen et al. (2014) Vaccine 32: 2623-2630).
Shing et al. (2015) Vaccine 33: 1981-1986 décrivent une

chimere contenant des fragments tronqués de 6C, qui
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augmente le rendement du conforméere correctement replié.

La construction RO6C a été capable de déclencher un titre

BE2017/5855

élevé d'anticorps blogquant la transmission chez des rats.

RO6C (SEQ ID NO : 11) est un antigéne préféré qui peut
étre conjugué selon la présente invention.

Un autre antigene préféré est la protéine
circumsporozoite (CSP ; SEQ ID NO : 12).

Des peptides plus courts issus de la CSP peuvent
étre également conjugués selon la présente invention.
Par exemple, le peptide de 12 acides aminés (NANP)s
(SEQ ID NO : 13) dérivé de la CSP peut étre utilisé selon
des modes de réalisation préférés.

Dans encore un autre mode de réalisation préféré,
les antigénes sont une espéce de saccharide. L'invention
est en falt également appropriée pour conjuguer un ou
plusieurs antigénes saccharidiques aux nOMV, dJgrace a
quol les saccharides peuvent étre utilisés sous leur
forme naturelle pleine longueur. Comme variante, une
fraction d'une taille particuliere peut étre également
choisie de facon avantageuse. Ainsi, les saccharides
peuvent étre fragmentés a partir de leur longueur
naturelle, et éventuellement une fraction de taille de
ces fragments peut étre utilisée. Méme en outre, les
saccharides ne sont pas 1limités a des saccharides
purifiés a partir de sources naturelles et des
saccharides synthétiques ou semi-synthétiques peuvent
étre utilisés a la place.

Les antigénes saccharidiques préférés sont des
saccharides capsulaires (PSC) bactériens. Ceux-ci
comprennent, mais n'y sont pas limités, les saccharides

capsulaires choisis parmi au moins 1l'un de : Haemophilus
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influenzae de type B ; Neisseria meningitidis des
sérogroupes A, C, W135, X et Y ; Streptococcus
pneumoniae des sérotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8,
9N, 9v, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20,
22F, 23F, et 33F ; Salmonella y compris Salmonella
enterica sérovar typhi Vi, soit pleine longueur soit
fragmenté (indiqué par fVi) ; Streptococcus agalactiae
des sérotypes Ia, Ib, et III ; Streptococcus pyogenes,
Shigella sp., Streptococcus du groupe A et B (GAS et GBS
respectivement). Les antigenes saccharidiques davantage
préférés proviennent de Neisseria meningitidis des
sérogroupes A et C. Ainsi, selon un mode de réalisation
de l'invention, la nOMV est un GMMA dérivé de MenB, et
l'antigene choisi est un saccharide capsulaire provenant
de MenA ou MenC. Dans un mode de réalisation encore
supplémentaire, l'invention se rapporte a un GMMA 1issu
de MenB conjugué a un saccharide capsulaire provenant de
l'antigene de MenA par 1l'intermédiaire d'un résidu
polysaccharidique, dans lequel ledit GMMA est également
conjugué a un antigéne de MenC par l'intermédiaire d'un
résidu polysaccharidique différent, obtenant ainsi une
vésicule GMMA fonctionnalisée double, comme 1l est
décrit ci-dessous plus en détail.

Dans tous les cas, et comme 1l a été susmentionné,
les antigénes choisis pourront étre conjugués a des nOMV
dérivées de la méme souche bactérienne et méme d'une
souche Dbactérienne différente, fournissant ainsi un
conjugué multivalent. A cet égard, dans un mode de
réalisation davantage préféré de 1l'invention, la nOMV et
l'antigene saccharidique sont dérivés de  souches

bactériennes différentes.
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D'autres antigénes saccharidiques préférés sont des

B-glucanes, particuliérement utiles pour la protection
contre C. albicans (pour une référence générale, voOir
Sandlin et al. (1995) Infect. Immun., 63: 229-37).

D'autres antigénes saccharidiques préférés sont des
oligosaccharides de poly-rhamnose pour la protection
contre Streptococcus du groupe A (GAS). Le saccharide de
GAS natif a un squelette de poly-rhamnose substitué par
NAcGlcN. Des oligosaccharides synthétiques de poly-
rhamnose, ou des oligomeres avec la structure du
saccharide de GAS natif, peuvent étre conjugués a des
nOMV selon l'invention.

Selon un mode de réalisation préféré, les conjugués
de nOMV de 1l'invention comprennent une fraction
saccharidique de surface de nOMV connectée directement
a un antigéne choisi, ou la connexion directe peut étre
obtenue par activation de la fraction saccharidique
suivie d'une —réaction directe (par exemple, par
l'intermédiaire d'une amination réductrice) avec
l'antigene choisi, comme i1l est illustré dans le présent
exemple 4. Dans un mode de réalisation préféré de facon
égale, la nOMV est connectée a l'antigene choisi
indirectement, c'est-a-dire, par l'intermédiaire d'une
fraction de lieur, comme il est décrit ici plus en détail
et tel gqu'illustré dans l'exemple 3.

Les conjugués de 1l'invention sont immunogenes,
comme 11 est démontré par les études chez des souris et
supporté par la partie expérimentale incluse 1ci. De
facon avantageuse, en dehors d'étre capables d'induire
une réponse immunitaire contre l'antigéne conjugué, les

conjugués de 1l'invention sont également capables
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d'induire une réponse 1immunitaire contre le composant
nOMV, étant ainsi des bons candidats pour la préparation
d'une composition immunogene multivalente de ceux-ci. En
fait, 11 a été observé de facon surprenante que la
conjugaison des antigenes choisis par 1l'intermédiaire de
la fraction saccharidique présente sur la surface des
nOMV n'a pas d'impact négatif sur la capacité des nOMV
a 1induire leur propre réponse Iimmunitaire, a la
différence des dOMV. Par conséquent, les conjugués de
l'invention peuvent étre utiles, par exemple, en tant
qu'agent immunogene bivalent, appropriés pour la
préparation de vaccins, avec la nOMV et 1l'antigene
hétérologue conjugué présentant tous les deux une bonne
immunogénicité. En outre, 1l a été découvert de facon
avantageuse que les conjugués de l'invention induisent
une réponse élevée en I1gG spécifiques anti-antigene chez
les souris, sans aucun impact sur la réponse des IgG
anti-OAg, comme 11 est supporté par exemple dans les
présents exemples 5 et 6. Les conjugués de l'invention
offrent plusieurs autres avantages comparativement aux
antigénes non conjugués, comme 11 est présenté par
exemple dans les exemples 3 a 6.

Comme 11 a été présenté auparavant, dans un autre
aspect, l'invention se rapporte a un procédé de
préparation des conjugués décrits ci-dessus, comprenant
une premiére étape d'activation d'une fraction
saccharidique de surface des nOMV, et une seconde étape
de connexion de la vésicule activée ainsi obtenue a au
moins un antigene choisi, éventuellement par

l'intermédiaire d'un lieur bivalent.
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Selon 1le présent procédé, au moins une fraction
saccharidique sur une nOMV est conjuguée a un antigéene
choisi (comme 11 a été décrit ci-dessus) pour former un
conjugué de 1l'invention. Selon un mode de réalisation
différent, deux fractions saccharidiques ou plus sont
conjuguées a deux antigenes choisis différents ou plus,
fournissant ainsi un dérivé de nOMV conjugué avec
deux antigénes différents ou plus, ce qui est
particuliérement approprié pour la préparation de
compositions immunogenes polyvalentes. Comme il a été
indiqué ci-dessus, l'étape de connexion 1mplique
généralement l'activation de la fraction saccharidique
de surface des nOMV et/ou de l'antigene choisi. De facon
similaire, 1'étape de connexion peut impliquer
l'introduction d'un lieur entre la fraction
saccharidique des nOMV et l'antigene choisi, comme il
est détaillé ci-dessous. Ainsi, dans un mode de
réalisation, le procédé de 1l'invention comprend les
étapes suivantes : (i) l'activation d'une fraction
saccharidique sur la surface des nOMV ; et (ii) la

connexion directe de la fraction activée avec un antigéne
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choisi, pour obtenir les conjugués de nOMV de 1'invention.

Comme variante de mode de réalisation, le procédé
de l'invention comprend les étapes suivantes
(i) l'activation d'une fraction saccharidique sur la
surface des nOMV ; (ii) la connexion de la fraction
activée a un groupe lieur bivalent pour former un
conjugué vésicule-lieur ; et (iii) la connexion d'un
antigene choisi au conjugué vésicule-lieur pour former

les conjugués de nOMV de 1l'invention.
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Comme autre variante de mode de réalisation, le
procédé de 1'invention comprend les étapes suilvantes
(i) l'activation d'une fraction saccharidique sur la
surface des nOMV ; (ii) la connexion d'un antigene
choisi a un groupe lieur bivalent pour former un conjugué
antigene-lieur ; et (i1iii) la connexion de la fraction
activée de 1'étape (1) au conjugué antigene-lieur pour
former les conjugués de nOMV de 1l'invention.

Comme autre variante de mode de réalisation, le
procédé de 1'invention comprend les étapes suilvantes
(i) l'activation d'une fraction saccharidique sur la
surface de la nOMV ; (ii) la connexion de la fraction
activée a un groupe lieur bivalent pour former un
conjugué vésicule-lieur ; (iii) 1la connexion d'un
antigene choisi a un groupe lieur bivalent pour former
un conjugué antigene-lieur ; et (iv) la connexion de la
fraction du lieur de 1'étape (ii) au conjugué antigéne-
lieur de 1'étape (i1ii) pour former les conjugués de nOMV
de l'invention.

Tant que la fraction saccharidique de nOMV est
considérée, 11 faut noter qu'elle peut faire partie de
la fonctionnalité -0OAg, ou de 1la région du noyau
naturellement présente sur la surface de la nOMV (par
exemple, dans le LPS ou le LOS), ou elle peut é&tre
présente au sein d'une partie différente de la surface
de la nOMV, par exemple, un PSC. Dans tous ces cas
préférés, le procédé de l1l'invention permet la connexion
de ladite fraction saccharidique avec un antigene choisi
d'une facon simple et efficace, menant ainsi aux
conjugués de nOMV finals de 1l'invention, dotés d'une

activité immunogene remarquable. De facon avantageuse,
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la présence de 1'-OAg n'interfere sensiblement pas avec
la réponse contre 1l'antigéne choisi. Les exemples
comparatifs 9a a ¢ montrent que lorsque le présent
procédé est appliqué a des dOMV, il ne se produilt aucune
conjugaison avec l'antigeéene, prévenant ainsi la
formation du conjugué vésicule-antigéne souhaité.

Selon l'espece a partir de laquelle les nOMV sont
préparées, diverses fractions saccharidiques (y compris
des sucres tétraoses, pentoses et hexoses) peuvent étre
utilisées pour l'activation et la conjugaison
subséquente. De préférence, des lipopolysaccharides, par
l'intermédiaire de 1la partie -OAg ou de la région du

noyau, ou des saccharides capsulaires peuvent étre
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utilisés pour l'activation et la conjugaison subséquente.

Les fractions saccharidiques préférées sont choisies
parmi au moins l'un des : glucose, galactose, fructose,
mannose, ribose, abéquose, galactosamine, glucosamine,
mannosamine, acide sialique, sulfoquinovose, érythrose,
thréose, arabinose, rhamnose, sorbose, ribulose, xylose,
xylulose, lyxose, tagatose ou céto-désoxy-octulosonate.
Une fraction saccharidique sur la nOMV est activée de
préférence par oxydation d'un groupe hydroxyle du
saccharide pour former une fonctionnalité aldéhyde
carbonylé, en présence d'un agent oxydant approprié, tel
que le TEMPO ou un sel periodé. Ce dernier est choisi de
préférence parmi un periodate ou un métaperiodate
d'alcali, de facon davantage préférée le NaIOs. L'agent
oxydant est utilisé de préférence sous la forme d'une
solution aqueuse dans une concentration située dans la
plage de 0,5 mM a 20 mM, de préférence de 3 mM a 20 mM,

ou les concentrations de 10 a 20 mM et de 0,5 a 5 mM ou
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de 3 a 5 mM sont encore davantage préférées. D'autres
réactions d'activation selon certains modes de
réalisation surviennent en présence de : réactifs de
cyanylation tels que le CDAP (par exemple, le
tétrafluoroborate de l-cyano-4-diméthylamino-
pyridinium), des carbodiimides, des hydrazides, des
esters actifs, le norborane, l'acide p-nitrobenzoique,
le N-hydroxysuccinimide, le S-NHS, 1'EDC et le TSTU.

En général, lorsque les polysaccharides sont oxydés
il n'est pas nécessaire d'oxyder tous les sucres
disponibles. En effet, 11 peut étre souhaitable de
conserver au moins une partie des structures de sucres
naturels, particulierement lorsque ceux-ci constituent
un antigene utile. Il faut également noter le fait que,
a cause de la composition et de la conformation
particulieres des nOMV telles que détaillées ci-dessus,
la fraction polysaccharidique peut étre activée de facon
pratique par le présent procédé menant a la formation
d'une espeéce intermédiaire de nOMV oxydée hautement
réactive. Dans un mode de réalisation préféré, pour une

fraction saccharidique donnée d'intérét, la proportion

o©

des résidus oxydés peut se situer dans la plage de 1
a 100 %, de préférence de 10 a 50 %, ou de 20 a 40 %, ou
de 20 a 35 %, tandis que l'oxydation de 20 a 35 % au
sein d'une structure d'-OAg est ©particuliérement
préférée. Dans cette direction, 11l a été découvert que
lesdites plages permettent une conjugaison efficace avec
un impact mineur ou sensiblement absent sur 1l'intégrité
structurale de 1'-OAg. En outre, 11 a été noté qu'un
degré d'oxydation supérieur de la nOMV correspond a une

taille inférieure de 1'-0OAg, ce qui signifie qu'il vy a
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un impact majeur sur la structure native de 1'-0OAg et sa
capacité a induire une réponse immunitaire spécifique.
La proportion des résidus oxydés peut étre déterminée
par une chromatographie avec échange d'anions haute
performance avec une détection par ampérométrie pulsée
(HPAEC-PAD), en comparant les résidus de sucre intacts
de la nOMV, de méme que le pH peut influencer la conduite
globale de 1'étape d'oxydation, comme par exemple il est
indiqué dans le présent exemple 2, tableau 2c. Ainsi,
dans un mode de réalisation préféré, l'agent oxydant est
utilisé en excés par rapport a la nOMV de départ, ou un
exceés molaire de 3/1 ou de 2/1 par rapport au nombre de
monosaccharides qui peuvent étre soumis a l'oxydation
est particulierement préféré. L'agent oxydant est
utilisé de préférence sous la forme d'une solution
aqueuse dans une concentration située dans la plage de
0,5 mM a 20 mM, de préférence de 3 mM a 20 mM, ou des
concentrations de 10 a 20 mM et de 0,5 a 5 ou de 3 a
5 mM sont encore davantage préférées.

La concentration des nOMV  est comprise de
préférence entre 0,2 et 5 mg/ml.

De préférence, le pH est compris entre 4 et 8,
tandis que des valeurs de 5 et 7 sont particulierement
préférées. De cette facon, le pH peut étre ajusté en
utilisant un agent tampon, tel que l'acétate/phosphate
et analogues.

Lesdits parametres peuvent étre fixés de facon
pratique afin d'obtenir un degré d'oxydation préféré
compris entre 20 % et 35 % sur la fraction saccharidique

soumise. Ceci permet une autre conjugaison efficace avec
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l'antigéne <choisi, sans impact sensible sur la
structure de la fraction saccharidique.

Par exemple, les résidus Rha dans une
fonctionnalité -0OAg peuvent é&tre oxydés, par exemple,
comme il est 1indiqué sur le schéma 2 ci-dessous en

utilisant du NaIOjg.

Répétition 4'0Ag

NalO,

Yo
H_ H o
H/ - Unité de rhamnose de 1'0Ag
H 2 H
l (@)
CH,
0] o"L\

schéma 2

I,'étape d'oxydation est généralement effectuée a
température ambiante (par exemple, d'environ 15 °C a
environ 40 °C), pendant un temps approprié, par exemple
compris entre 30 min et 3 h, selon, par exemple, la
quantité et le type des nOMV considérées. Dans tous les
cas, 1l a été découvert qu'il ne se produisait aucune
réticulation et/ou agrégation sensible des nOMV. Ceci

est de la plus haute importance également pour
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l'efficacité de 1l'étape de conjugaison subséquente avec
l'antigéne choisi tel que décrit ici en détail.

Apreés 1'oxydation, les noMV peuvent étre
éventuellement soumises a une étape de réduction, par
exemple, avec du NaBHs, pour stabiliser les nOMV oxydées
par élimination des groupes CHO formés. Les nOMV oxydées
stabilisées peuvent étre ensuite stockées et/ou en outre
caractérisées.

Généralement, aprés 1'étape d'activation du présent
procédé, les nOMV oxydées obtenues sont 1isolées et
purifiées, par exemple, par ultracentrifugation a 4 °C
a 110 000 tr/min pendant 30 min, et ensuite mises a
réagir avec l'antigéne choisi.

Ainsi, dans un mode de réalisation préféré, le
procédé comprend les étapes suivantes

(1) l'activation de la fraction saccharidique sur

la surface des nOMV, de préférence par oxydation ;

(i-bis) l'isolement des noOMV oxydées ainsi
obtenues ; et

(ii) 1la connexion des nOMV oxydées de
1'étape (i-bis) avec au moins un antigeéne choisi,

éventuellement par l'intermédiaire d'un lieur bivalent.

Dans un mode de réalisation encore préféré, le
procédé est effectué en présence d'un sulfite alcalin,
de préférence le NazS03. Ceci est particulierement
avantageux parce qu'en neutralisant la réaction
d'oxydation avec du Na»S03, il est possible d’effectuer
le procédé en une étape, c'est-a-dire d'éviter
l1'isolement des nOMV oxydées intermédiaires
(étape (i-bis) ci-dessus), comme il est illustré dans

1'exemple 5. Ceci permet de gagner du temps, en obtenant
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ainsi le conjugué final d’une fagon simple et efficace.
En pratique, et selon le mode de réalisation illustré,
apres 1'étape d'activation (i) la réaction est
neutralisée avec une quantité correcte du sulfite
alcalin, et laissée réagir pendant une durée correcte
(généralement comprise entre 5 et 20 minutes) afin de de
neutraliser 1l'excés de 1'agent oxydant. Apres cela,
1'antigéne choisi est ajouté directement au mélange
(c'est-a-dire, sans isolement des nOMV oxydées), selon
1'étape (i1i), obtenant ainsi les conjugués de nOMV de
1'invention.

Comme variante, le groupe aldéhyde carbonylé de la
fraction saccharidique obtenu par 1'étape d'oxydation
peut étre en outre modifié pour former une fonctionnalité
correcte qui peut ensuite étre mise a réagir avec
1'antigéne choisi ou avec un lieur comme cela peut étre
le cas (dans ce cas pour donner un conjugué vésicule-
lieur qui peut étre ensuite couplé a l'antigéne choisi).

L'antigéne choisi est généralement ajouté dans un
rapport de 1/1 p/p par rapport aux nOMV utilisées, a
température ambiante, pendant une durée correcte, par
exemple, comprise entre 2 heures et 24 heures. Lorsque
l'antigéne est dérivatisé avec un lieur, la réaction est
réalisée de facon pratique en utilisant un exces de
l'antigéne par rapport aux nOMV, de préférence dans un
rapport de 2/1 ou de fagon davantage préférée de 3/1 p/p,
comme il est indiqué par exemple dans le présent
exemple 3.

Dans un mode de réalisation particulierement
préféré, le procédé de l'invention comprend les étapes

suivantes : (i) l'oxydation d'une fraction
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saccharidique ; et (ii) la réaction de 1la fraction
oxydée avec un groupe amino sur un résidu de l'antigene
choisi. De facon méme davantage préférée, ledit résidu
de 1'antigéne choisi est un groupe amino -NHz sur un
résidu de lysine au sein d'un antigene polypeptidique
choisi.

De préférence, le couplage de la fraction
saccharidique oxydée de la nOMV avec le groupe amino, de
préférence un groupe —-NH> libre, de 1l'antigene est obtenu
par amination réductrice, de fagon davantage préférée en
utilisant du NaBH3CN, par exemple, selon une procédure
connue dans 1'art. Le NaBH3CN est utilisé dans des
guantités en poids (p/p) comprises entre 3 et 1/3, de
préférence de 1 sur 1, par rapport aux nOMV oxydées., De
facon pratique, le NaBH3CN peut étre ajouté conjointement
avec 1'antigene choisi, directement au produit
intermédiaire des nOMV oxydées, comme il est illustré de
fagon générale sur les schémas 3 et 4 ci-dessous, en
utilisant, a titre d'exemple, une nOMV qui est conjuguée
par l'intermédiaire d'une unité de rhamnose oxydée aux

protéines membranaires paludéennes Pfs25 ou R0O6C,

respectivement.

o) - MM nOMV " -~
noOMv o  pfs25 s ]
"ono " N !
H : _—’ ' T
nOMY~Nanv "\:;‘~'u Nall4,CN :y %r\ '

o Oy NI L ¢}

Pfs25

Schéma 3
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POMY === e ™ MOMY n
l—— 1] ! o —_— " M ) oo
nOMV Na!O,, ox “\ 0, H " NaBH |CN ”\ (}cn,\“ /
o O o NH %
' ROBC

Schéma 4

Comme variante de mode de réalisation, l'antigene
choisi peut étre modifié, soit par 1l'introduction d'un
groupe lieur soit par conversion d'un groupe fonctionnel
sur l'antigéne en un autre groupe fonctionnel approprié
pour la réaction avec la fraction saccharidique activée
sur la nOMV, ou avec un lieur du conjugué vésicule-lieuxr
lorsqu'il est wutilisé. En particulier, si 1l'antigéne
choisi est un saccharide, il peut étre modifié par
réaction avec un lieur soit de facon aléatoire (r), ce
qui signifie que le lieur est introduit a des points
multiples tout le long de la chaine de sucre, soit
sélectivement (s), ce qui signifie que le lieur est
introduit a 1l'extrémité réductrice de la chaine de sucre
(c'est-a-dire, au niveau d'une seule position). Dans un
mode de réalisation préféré, le lieur est introduit de
fagon sélective au niveau de la position terminale de
l'antigéne choisi, comme il est indiqué par exemple dans
l'exemple 3.

La modification sélective de l'antigene est obtenue
de préférence par réaction avec du dihydrazide de 1'acide
adipique (ADH) en présence de NaBH3CN, comme il est
représenté de facon générale sur le schéma 5 en utilisant
le fVi comme antigéne. Ta modification aléatoire de
l'antigéne est obtenue de préférence par activation d'un

ou de ©plusieurs groupes acide carboxylique sur
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l'antigéne, par exemple en utilisant du NHS/EDAC, et une
réaction subséquente avec de 1'ADH, comme 1l est
représenté sur le schéma 6 en utilisant le fVi comme
antigene. Ce type de réaction de conjugaison est illustré
sur le schéma 7 ci-dessous, en utilisant, & titre
d'exemple, une nOMV qui est conjuguée par
l'intermédiaire d'une unité de rhamnose oxydée au fVi

modifié pour inclure un -NH; par réaction avec de 1'ADH.

fV' Ay fVI .
T ""Ol' R~ ’0\ MaBH,CN Mol' (,\v_ —~al
OH ——mM—— . ) -
11;C0C0 H1,COCO SMHMHCOICH ) COMHNH
NHCOCH, NHCOCH

Schéma 5

NHS - - 0
fVi | coon —E-[M—C> ‘ @‘“ 0\\”> \J l —, VfVi .|c|_

= MHNHEO(CH),CH NN,

Schéma 6

nOMV - -
nomyv fVi-ADH °

N Hoa )
lﬁﬂﬂ'*————» e ) —_ w \ ;
- NalU, ox "\ o = ") NabH P T

o, o

NIt

a e

AN
NHCO(CH,),CONHNH-fVi

Schéma 7

Une variante de mode de réalisation de 1'invention
se rapporte a un procédé comprenant les étapes suivantes
a) la modification d'un antigene choisi pour inclure un
groupe amino, de préférence -NHz ; b) l'activation d'une
nOMV par oxydation d'un groupe hydroxyle d'une fraction

saccharidique comme il a été discuté ci-dessus, et c} la
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connexion de la fraction saccharidique oxydée a
l'antigéne modifié de 1'étape a), de préférence, par
amination réductrice, comme il a été discuté ci-dessus.

Une variante de mode de réalisation se rapporte a
un procédé de fabrication d'un conjugué nOMV-antigeéne
comprenant la connexion d'une fraction saccharidique
oxydée d'une nOMV activée a un antigene modifié,
fabriquant de cette fagon les conjugués de nOMV de
l'invention, ou l'antigéne a été modifié pour inclure un
groupe amino, de préférence -NHz, et ou la nOMV a éteé
activée par oxydation d'un groupe hydroxyle d'une
fraction saccharidique. Dans un autre mode de
réalisation de 1l'invention, 1'étape de réaction est une
amination réductrice.

Comme il a été présenté ci-dessus en détail, les
conjugués de nOMV de 1l'invention comprennent une
fraction saccharidique de surface de la nOMV activée
connectée directement a un antigéne choisi.

Dans un mode de réalisation préféré de facon égale,
la fraction saccharidique de surface de nOMV activée est
connectée a l'antigéne choisi indirectement, par exemple,
par 1'intermédiaire d'une unité de lieur. Ce dernier
sera généralement un lieur bifonctionnel, utilisant un
groupe fonctionnel pour réagir avec la nOMV (par
1'intermédiaire de la fraction saccharidique activée) et
un autre groupe fonctionnel pour réagir avec l'antigéne
choisi. Le lieur peut étre un lieur hétérobifonctionnel

ou un lieur homobifonctionnel de formule générale (I)

X-L-X' (I)
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dans lequel

les groupes X et X' sont indépendamment identiques
ou différents 1l'un de l'autre, et réagissent avec la
fraction saccharidique de surface de la nOMV activée et
l'antigéene choisi respectivement ; et

L. représente un espaceur de liaison, de préférence

de formule générale (II)

-L'-L2-L"'- (IT)

dans lequel

les deux groupes L' sont indépendamment identiques
ou différents 1l'un de 1l'autre et sont choisis parmi : un
groupe carbonyle (C=0), ester ({-C(0)0O-) ou amido (-
C(O)NR1-), ou Rl représente H ou un groupe linéaire, ou,
lorsqu'il comprend au moins 3 atomes de carbone, un
groupe alkyle cyclique ramifié en C1 a Cl0 comportant 1
a 10 atomes de carbone (par exemple, Cl, C2, C3, C4, C5,
ce, C7, C8, C9, Cl1l0) ; et

L2 représente un groupe alkyle en Cl a C10 linéaire
ou ramifié comportant 1 a 10 atomes de carbone, de
préférence comportant 4 atomes de carbone, de fagon méme
davantage préférée sous la forme d'une chaine linéaire.

Le groupe X est choisi de préférence parmi : -NHy,
~-NH-NHz, -O-NHz, un résidu sulfo-N-hydroxysuccinimide et
N-oxysuccinimide éventuellement substitué.

Lorsque les réactions avec a la fois la nOMV et
l'antigéne choisi impliquent les mémes groupes
fonctionnels, il est préféré d’utiliser un lieur
bifonctionnel de formule générale (I), ou les

deux groupes X sont identiques.
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Lorsque les groupes fonctionnels sur la fraction
saccharidique de la nOMV et sur l'antigene choisi sont
tous les deux des aldéhydes, il est préféré d’utiliser
un lieur homofonctionnel ayant X choisi parmi : un groupe
réactif -NHz, -NH-NH, ou -0-NH,. Dans un mode de
réalisation encore préféré, le lieur est le dihydrazide

de l'acide adipigue (ADH) de formule générale

HoN.

IEZ
ZT
pd

xI

o

ADH

Le lieur peut étre ensuite mis a réagir avec la
nOMV et/ou l'antigéne par amination réductrice comme il
a été présenté ci-dessus.

Les lieurs bifonctionnels préférés particuliérement
utiles pour la réaction avec des groupes amines de
l'antigene choisi, sont choisis parmi : des halogénures
d'acryloyle, de préférence le chlorure, le glutarate de
disuccinimidyle, le subérate de disuccinimidyle et
1'éthylene glycol bis[succinate de succinimidyle].

D'autres lieurs encore préférés sont choisis parmi
le groupe PB-propionamido, la nitrophényl-éthylamine, des
halogénures d'halogénoacyle, des liaisons de dérivés
glycosidiques, 1'acide 6-aminocaprolque.

Dans un mode de réalisation encore préféré, le lieur
est choisi parmi : le N-hydroxysuccinimide, 1le N-
oxysuccinimide, de facgon méme davantage préférée a
partir du diester de N-hydroxysuccinimide de l'acide

adipique (SIDEA).
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Lorsque la réaction avec la nOMV et 1l'antigéne
implique des groupes fonctionnels différents (tels
qu'une amine sur la nOMV et un thiol sur l'antigene), il
faudra comprendre qu'il sera utilisé un lieur
hétérobifonctionnel capable de réagir sélectivement avec
les deux groupes fonctionnels différents. Dans ce cas,
les lieurs hétérobifonctionnels préférés sont choisis
parmi au moins 1'un de : le 3-(2-pyridyl-
dithio)propionate de succinimidyle (SPDP), le 6-(3-[2-
pyridyldithio]-propionamido)hexanoate de succinimidyle
(LC-5PDP), le 6-(3'-(2-pyridyldithio)propionamido) -
hexanocate de sulfosuccinimidyle (sulfo-LC-SPDP), le 4-
succinimidyloxycarbonyl-o-méthyl-o- (2-pyridyldithio) -
toluéne (SMPT) , le 6-{oo-méthyl-a- (2-pyridyldithio) -
toluénamido] hexanoate de sulfosuccinimidyle (sulfo-LC-
SMPT) , le 4- (N-maléimidométhyl)cyclohexane-1-
carboxylate de succinimidyle (SMCC), le 4-(N-maléimido-
méthyl)cyclohexane-1l-carboxylate de sulfosuccinimidyle
(sulfo-3SMCC), l'ester de m-maléimidobenzoyl-N-
hydroxysuccinimide (MBS), l'ester de m-maléimido-
benzoyl-N-hydroxysulfosuccinimide (sulfo-MBS), le (4-
iodoacétyl)aminobenzoate de N-succinimidyle (SIAB), le
(4-iodoacétyl)aminobenzoate de sulfosuccinimidyle
(sulfo-SIAB), le 4- (N-maléimidophényl)butyrate de
succinimidyle (SMPB), le 4-(N-maléimidophényl)butyrate

de sulfosuccinimidyle {(sulfo-SMPB), l'ester de N-y-
maléimidobutyryl-oxysuccinimide (GMBS), l'ester de N-y-
maléimidobutyryl-oxysulfosuccinimide (sulfo-GMBS), le
6-((((4-(iodoacétyl)amino)méthyl)cyclohexane-1-

carbonyl)amino)hexanoate de succinimidyle (SIACX), le 6-

[6-(((iodoacétyl)amino)hexanoyl)amino]hexanoate de
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succinimidyle (SIAXX), le 4-(({iodoacétyl)amino) -
méthyl)cyclohexane-l-carboxylate de succinimidyle
(SIAC), et le 6-[ (iodoacétyl)amino]hexanoate de

succinimidyle (SIAX) et l'iodoacétate de p-nitrophényle
(NPIA) .

Dans un autre mode de réalisation, le procédé
englobe la possibilité de recycler l'antigene choisi qui
n'a pas réagl particulierement lorsqu'il est sous la
forme de polypeptide. De cette fagon, il a été découvert
que l'antigéne qui n'a pas réagi a partir du mélange de
conjugaison peut étre recyclé de facon pratique dans
l'étape de conjugaison, améliorant ainsi 1l'efficacité
globale de la production des conjugués de 1l'invention,
et obtenant des conjugués finals toujours dotés d'une
remarquable immunogénicité (voir le présent exemple 6).

Comme il a été expliqué ci-dessus en détail, le
présent procédé permet la préparation des conjugués de
nOMV de 1l'invention d'une facgon simple et pratique,
nécessitant également moins d'étapes comparativement aux
procédés antérieurs pour la préparation de dérivés
conjugués similaires (par exemple, en démarrant a partir
de dOMV). Ainsi, l'invention se rapporte également & un
conjugué de nOMV obtenu (ou pouvant étre obtenu) par le
procédé de 1'invention, selon les modes de réalisation
décrits ci-dessus. En particulier, le présent procédé ne
nécessite pas nécessairement 1'étape coliteuse de
dérivatisation d'un antigene polypeptidique, ainsi que
1l'absence de réalisation d'une extraction (par exemple,
en utilisant un détergent) ou d'une dénaturation des
vésicules de départ. La production et la purification

des nOMV de l'invention sont en fait moins coQteuses que
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pour les protéines de support classiques et plus robustes
et homogenes que la production des dOMV. Les nOMV
utilisées dans l'invention peuvent étre produites a des
rendements élevés en utilisant, par exemple, deux étapes
simples de filtration a flux tangentiel, et en évitant
des procédures d'extraction par un détergent. En outre,
1'antigéne choisi qui n'a pas réagi peut étre recyclé a
partir du mélange de conjugaison pour une utilisation
dans le procédé, améliorant l'efficacité de 1la
préparation des conjugués, comme il est illustré dans
1'exemple 6. En outre, la présente invention offre une
fagon aisée de préparer un vaccin polyvalent, c'est-a-
dire, un vaccin qui comprend des immunogenes multiples
(provenant généralement de différents pathogénes) en
choisissant correctement les nOMV et l'antigeéne choisi
comme il est décrit ici plus en détail. En fait, gréace
a sa versatilité, le présent procédé peut étre appliqué
de fagon pratique et efficace aux nOMV de différentes
sources (par exemple, Salmonella, Shigella et
méningococciques), en étant appliqué avec succes aux
antigenes a la fois protéiniques et saccharidiques.
Finalement, il faut noter que le présent procédé ne
permet pas seulement la préparation de conjugués
hautement immunogeénes, mais ils changent également de
facon sensible 1'intégrité et la distribution des
tailles des nOMV. Ceci est particuliérement apprécié de
1'homme du métier, parce que 1'absence d'agrégats de
nOMV permet un meilleur rendement et une homogénéité
globale et une robustesse du présent procédé.

La présente invention est également utile pour la

préparation de conjugués de nOMV fonctionnalisés de
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diverses facons, permettant une présentation
multivalente de différents antigénes sur la surface de
la vésicule choisie.

Ainsi, selon un mode de réalisation préféré,
l'invention se rapporte a un conjugué comprenant une
vésicule de membrane externe native telle que présentée
ci-dessus, comportant au moins une fraction
saccharidique de surface connectée a au moins un premier
antigéne, ol ledit premier antigene est connecté a un

second antigeéne différent selon la formule générale (I)

nOMV--—-Agl-Ag?2 (1)

Dans cette direction, les deux antigénes choisis
(indiqués ici par Agl et BAg2) peuvent étre couplés
ensemble pour donner un dérivé antigéne-antigéne (Agl-
Ag?2), qul peut étre ensuite connecté a la fraction
saccharidique de surface de 1la nOMV choisie par
l'intermédiaire d'une procédure d'amination réductrice
comme il a été décrit ci-dessus.

En variante, le saccharide de surface de la nOMV
peut étre d'abord connecté & 1'Agl choisi par
l'intermédiaire d'une procédure d'amination réductrice
telle que décrite ci-dessus, pour donner un conjugué
nOMV-Agl, et ensuite un second Ag2 est connecté au dit
conjugué nOMV-Agl, pour donner le conjugué de la formule
générale (I) ci-dessus.

Dans tous les cas, les vésicules de membrane externe
natives préférées sont les vésicules GMMA, de fagon
davantage préférée issues de Neisseria MenB. Les Agl et

Ag2 peuvent étre choisis parmi les antigeénes préférés
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tels que décrits ci-dessus, étant des fractions
protéiniques ou polysaccharidiques. De préférence, les
antigénes utilisés pour la multi-fonctionnalisation
telle qu'envisagée ici sont tous les deux des protéines
ou tous les deux des polysaccharides, voire méme une
protéine ou un saccharide.

Dans tous les cas, la connexion entre les antigénes
et la fraction saccharidigque de 1la nOMV peut é&tre
réalisée directement, ou en utilisant des agents
d'activation, ou des lieurs appropriés selon le mode de
réalisation préféré décrit ici.

Ainsi, selon un mode de réalisation davantage
préféré, 1l'invention se rapporte a un conjugué de la
formule générale (I) ci-dessus, dans lequel Agl comprend
l'antigéne protéinique (NANP)3, Ag2 comprend l'antigeéne
protéinique Pfs25, de facgon davantage préférée en ayant
la particule de nOMV dbtenue a partir de S. typhimurium.

De facon plus détaillée, ledit conjugué est préparé
de préférence par un procédé comprenant les étapes
suivantes

a) ltactivation de l'antigéne Pfs25 en utilisant de
1'EMCS, pour donner 1l'intermédiaire de Pfs25 activé

indiqué ci-dessous

N -
O S

—_— I
> @

S TN Dérivatisation de P£s25
AT e avee de 1'EHCS

b) la connexion dudit intermédiaire de Pfs25 activé

avec (NANP)3 pour donner le dérivé Pfs25-EMCS- (NANP) 3
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conjugaison

c) la réaction de la partie Pfs25 d'un tel dérivé
avec l'intermédiaire de la vésicule de membrane externe
native, par l'intermédiaire d'une réaction d'amination
réductrice selon les modes de réalisation décrits ci-
dessus pour donner le conjugué GMMA-Pfs25- (NANP)3

L'analyse Western blot a confirmé la formation du
conjugué ol le Pfs25 est connecté a la fraction
saccharidique de surface de GMMA, et aucune agrégation
n'est détectée.

Selon un autre mode de réalisation, la présente
invention se rapporte & un conjugué immunogéne
comprenant une vésicule de membrane externe native,
comportant au moins une fraction saccharidique de
surface connectée & un premier antigéne (Agl) par
1'intermédiaire d'une procédure d'amination réductrice
telle que décrite ci-dessus, et au moins une fraction
saccharidique de surface connectée a un second antigéne
différent (Ag2) par 1'intermédiaire d'une procédure
d'amination réductrice telle que décrite ci-dessus pour

donner un conjugué indiqué par la formule générale (II)

Agl---nOMV---Ag2 (II)
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Selon un mode de réalisation préféré, dans la
formule générale (II) ci-dessus, la nOMV est un GMMA
provenant de MenB, Agl est un polysaccharide capsulaire
méningococcique du sérogroupe C, et Ag2 est un
polysaccharide capsulaire méningococcique du
sérogroupe C.

Les conjugués de formule (II) peuvent fournir de
facon avantageuse une multi-fonctionnalisation sélective
des nOMV, en utilisant un profil de foncticonnalisation
spécifique, en utilisant la procédure d'amination
réductrice selon 1l'invention. L'homme du métier
comprendra, a la lumiere de la versatilité de 1la
technologie proposée, que la présente invention peut
étre utilisée de fagon appropriée pour la multi-
fonctionnalisation des nOMV, de préférence des GMMA,
méme avec plus de 2 antigénes différents. En dehors de
la possibilité de choisir des antigenes différents, la
présente invention permet également 1'introduction de
différentes quantités d'antigenes, modulant ainsi le
rapport antigeéne/nOMV selon, par exemple, 1l'antigene
choisi ou la nOMV.

Selon un autre aspect, l'invention se rapporte au
conjugué nOMV-antigéne décrit ci-dessus pour une
utilisation en tant que médicament, particuliérement en
tant qu'agent immunogene, de fag¢on méme davantage
préférée pour un ou plusieurs des pathogenes tels
qu'indiqués ici. En d'autres termes, l'invention se
rapporte a l'utilisation des présents conjugués de nOMV
pour la fabrication d'une composition immunogeéne.

Selon un autre aspect, l'invention se rapporte

ainsi a une composition immunogéne, de préférence un
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vaccin, comprenant un conjugué de l'invention et au moins
un support, un excipient ou un adjuvant supplémentaire
pharmaceutiquement acceptable. Généralement, le support
ou l'excipient pharmaceutiquement acceptable peut étre
toute substance qui n'induit pas elle-méme la production
d'anticorps nocifs envers le patient recevant la
composition, et qui peut étre administrée sans toxicité
excessive. Les supports et les excipients
pharmaceutiquement acceptables sont ceux utilisés dans
l'art, et ils peuvent comprendre des liquides tels que
l'eau, le sérum physiologique, le glycérol et 1'éthanol.
Des substances auxiliaires, telles que des agents de
mouillage ou émulsifiants, des substances tampons du pH,
et analogues, peuvent étre également présentes dans de
tels véhicules, selon l'art antérieur.

L'invention fournit également un procédé pour
produire une réponse immunitaire chez un vertébré, de
préférence un mammifere, comprenant l'administration
d'un conjugué de 1'invention au mammifeére ou a un autre
vertébré. L'invention fournit également des conjugués de
l1'invention pour une utilisation dans de tels procédés.
La réponse immunitaire est de préférence protectrice et
de préférence impligue des anticorps. Le procédé peut
produire une réponse de rappel. Le mammifére est de
préférence un étre humain. Le sujet chez lequel la
maladie est prévenue peut ne pas étre le méme que le
sujet qui recoit le conjugué de 1'invention. Par exemple,
un conjugué peut étre administré a une femme (avant ou
durant une grossesse) afin de protéger sa descendance
(la dite « immunisation maternelle »). Les conjugués de

1'invention peuvent é&tre également utilisés pour
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immuniser d'autres mammiféres, par exemple, des bovins,
des moutons et des porcs {spécialement contre
Salmonella sp.), et d'autres vertébrés non mammiféres vy
compris des poissons et des volailles.

L'invention fournit des conjugués pour une
utilisation en thérapie (par exemple, en tant que
compositions immunogénes ou en tant que vaccins).
L'invention fournit également un conjugué pour une

utilisation dans un procédé de production d'une réponse

immunitaire chez un vertébré, de préférence un mamnmifere.

L'invention  fournit  également l'utilisation d'un
conjugué dans la fabrication d'un médicament pour
produire une réponse immunitaire chez un vertébré, de
préférence un mammifére. TLes utilisations et les
procédés sont particuliérement utiles pour prévenir/
traiter diverses maladies, selon les antigenes et les
nOMV au sein des conjugués tels que présentés ci-dessus.
Les conjugués préférés de l'invention peuvent conférer
un titre en anticorps chez un patient qui est supérieur
au criteére pour une séroprotection pour chaque composant
antigénique pour un pourcentage acceptable de sujets
humains. Les antigenes avec un titre en anticorps associé
au-dessus duquel un hdéte est considéré comme avoir subi
une séroconversion contre l'antigéne sont bien connus,
et de tels titres sont publiés par des organisations
telles que 1'OMS. De préférence plus de 80 % d'un
échantillon statistiquement significatif de sujets
présente une séroconversion, de fagon davantage préférée
plus de 90 %, de fagon encore davantage préférée plus de

Q

93 % et de facon préférée entre toutes de 96 a 100 %.
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Les compositions immunogeénes de l'invention seront
généralement administrées directement & un patient.
L'administration directe peut étre accomplie par
injection parentérale (par exemple, par voie sous-
cutanée, intrapéritonéale, intraveineuse,
intramusculaire, ou dans l'espace interstitiel d'un

tissu), ou par administration rectale, orale, vaginale,

topique, transdermique, intranasale, oculaire,
auriculaire, pulmonaire ou autre mucosale.
L'administration intramusculaire est préférée, par

exemple, dans la cuisse ou le haut du bras. L'injection
peut étre effectuée a 1'aide d'une aiqguille (par exemple,
une aiguille hypodermique), mais une injection sans
aiguille peut étre utilisée en variante. Une dose
intramusculaire classique est d'environ 0,5 ml.
L'invention peut étre également utilisée pour déclencher
une immunité systémique et/ou mucosale. Le traitement
posologique peut étre un calendrier d'une seule dose ou
un calendrier de doses multiples. Les doses multiples
peuvent étre utilisées dans un calendrier d'immunisation
primaire et/ou dans un calendrier d'immunisation de
rappel. Un calendrier de dose primaire peut étre suivi
d'un calendrier de dose de rappel. Le temps approprié
entre les doses de sensibilisation (par exemple, entre
4 & 16 semaines), et entre la sensibilisation et le
rappel, peut étre déterminé en routine.

Les infections touchent diverses zones du corps et
ainsi 1les compositions de 1'invention peuvent étre
préparées sous diverses formes. Par exemple, les
compositions peuvent étre préparées sous la forme

d'injectables, soit des solutions liquides soit des
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suspensions. Des formes solides appropriées pour une
solution, ou une suspension, dans des véhicules liquides
avant une injection peuvent étre également préparées. La
composition peut étre préparée pour une administration
topique, par exemple, sous la forme d'une pommade, d'une
créme ou d'une poudre. La composition peut étre préparée
pour une administration orale, par exemple, sous la forme
d'un comprimé ou d'une capsule, ou sous la forme d'un
sirop (éventuellement aromatisé). La