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A PROTEINA MENINGOCOCICA NMB 1870 FOI DESCRITA NA TECNICA ANTERIOR. OS
INVENTORES DESCOBRIRAM QUE A NMB 1870 E UM ANTIGENIO EFICAZ PARA INDUZIR
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DUAS VARIANTES OU SEJA, E DE PROTEGAO CRUZADA INTRA-VARIANTE, MAS NAO DE
PROTECAO CRUZADA INTER-VARIANTE. PARA UMA EFICACIA MAXIMA CRUZADA DA ESTIRPE,
POR CONSEGUINTE, A INVENCAO UTILIZA MISTURAS QUE COMPREENDEM DIFERENTES
VARIANTES DE NMB 1870.



RESUMO

VARIANTES MULTIPLAS DA PROTEINA MENINGOCOCICA NMB1870

A proteina meningocdcica NMB 1870 foi descrita na técnica
anterior. 0Os inventores descobriram gque a NMB 1870 é um
antigénio eficaz para induzir respostas de anticorpos anti-
meningococo, € que € expressa em todos 0s serogrupos de
meningococos. Quarenta e duas sequéncias diferentes de NMB
1870 foram identificadas, e estes grupos em trés variantes.
O soro produzido contra uma determinada variante é
bactericida dentro do mesmo grupo de variantes, mas nédo é
ativo contra as estirpes que expressam uma das outras duas
variantes ou seja, ¢é de protecdo cruzada intra-variante,
mas ndo de protecdo cruzada inter-variante. Para uma
eficdcia méxima cruzada da estirpe, por conseguinte, a
invencdo utiliza misturas que compreendem diferentes

variantes de NMB 1870.



DESCRICAO
VARIANTES MULTIPLAS DA PROTEINA MENINGOCOCICA NMB1870
CAMPO TECNICO

Esta invencé&do estd no campo da vacinacdo e, em particular,
a vacinacéao contra a doenca causada por Dbactérias
patogénicas no género Neisseria, tais como N. meningitidis

(meningococo) .
ESTADO DA TECNICA

A Neisseria meningitidis ¢é uma bactéria Gram-negativa
encapsulada que coloniza o trato respiratdédrio superior de
aproximadamente 10% da populacdo humana. Aproximadamente
uma vez em cada 10000 pessoas colonizadas (ou uma vez em
100000) a bactéria entra na corrente sanguinea onde se
multiplica e causa septicemia. A partir do fluxo de sangue
a bactéria pode atravessar a barreira sangue-cérebro e
causar meningite. Ambas as doencgas sdo devastadoras e podem
matar b5-15% das criancas afetadas e Jjovens adultos em
poucas horas, apesar da disponibilidade de antibidticos
eficazes. Até 25% dos que sobrevivem ficam com sequelas

permanentes.

A prevencdo da doenca foi parcialmente realizada através da
vacinacdo. A imunizacdo foi possivel, em 1969, quando se
descobriu que a protecdo contra a doenca se correlaciona
com a presenca de anticorpos de soro capazes de induzir a
morte mediada pelo complemento de Dbactérias, e que o
polissacarideo capsular purificado foi capaz de induzir
anticorpos contra estes. Apesar de polissacaridos e de
conjugados de vacinas estarem disponiveis contra o0s
serogrupos A, C, W135 e Y, esta abordagem ndo pode ser

aplicada para o serogrupo B, porque o polissacarideo



capsular ¢ um polimero de &cido polisiédlico, que ¢é um
antigénio préprio no ser humano. Para desenvolver uma
vacina contra o serogrupo B, proteinas de superficie
expostas contidas nas vesiculas de membrana externa (OMVs)
tém sido utilizadas. Estas vacinas provocam respostas de
anticorpos séricos bactericidas e protegem contra a doenca,

mas ndo conseguem induzir protecdo cruzada da estirpe [1].

A  sequéncia completa do genoma de N. meningitidis do
serogrupo B foi publicada [2], e tem sido submetido a
andlise, a fim de identificar os antigénios da vacina [3].
A seguéncia completa do genoma do serogrupo A de N.
meningitidis é também conhecido [4], e a sequéncia completa
do genoma da estirpe da Neisseria gonorrhoeae FA1090 esté
disponivel [5]. As referéncias 6-9 divulgam proteinas de
Neisseria meningitidis e Neisseria gonorrhoeae, e
aproximacdes a expressdo destas proteinas sdo reveladas nas

referéncias 10 a 12.

E um objetivo da invencdo proporcionar novas e melhoradas
composicdes para proporcionar imunidade contra a doenca
e/ou infecdo meningocdcica, em particular para O Serogrupo

B.

DIVULGAGCAO DA INVENCAO

Uma das 2200 proteinas divulgadas na referéncia 2 ¢é a
'NMB1870'. A proteina foi originalmente divulgada como
proteina '741' da estirpe MC5H8 [SEQ IDs 2535 e 2536 na
referéncia 8; SEQ ID 1 aqui], e também tem sido referida
como "CNA1870 '[seguindo a referéncia 3] ou como "ORF2086"

[13].



A referéncia 13 divulga véarias sequéncias NMB1870, e
divide-as em subfamilias 'A' e 'B'. Estes subfamilias podem
ser combinadas. A referéncia 13, ndo divulga combinacdbes
que sdo adjuvantes com um sal de aluminio, e ndo revela a
juncdo de subfamilias A e B, tal como uma proteina de

fusédo.

2

Foi agora encontrado que NMB1870 é um antigénio
extremamente eficaz para induzir respostas de anticorpos
anti-meningococo, e que & expressa em todos 0s serogrupos
de meningococos. A NMB1870 foi encontrada em todas as
estirpes de meningococo testadas até a data. Quarenta e
duas sequéncias NMB1870 meningocdcicas diferentes foram
identificadas, e verificou-se que estas sequéncias se
agrupam em trés variantes. Além disso, verificou-se que o
SOro produzido contra uma determinada variante é
bactericida dentro do mesmo grupo de variantes, mas nédo é
ativo contra as estirpes que expressam uma das outras duas
variantes, isto é, h& protecdo cruzada intra-variante, mas
ndo protecdo cruzada inter-variante. Para a eficdcia méxima
cruzada da estirpe, portanto, mais do gque uma variante deve

ser utilizada para a imunizacdo de um paciente.

Por conseguinte, a invencdo proporciona uma composicdo que

compreende os dois antigénios seguintes:

(a) uma primeira proteina, gue compreende uma sequéncia de
aminoacidos que tem pelo menos uma %a de identidade de

sequéncia com a SEQ ID 24; e

(b) uma segunda proteina que compreende uma sequéncia de
aminoacidos possuindo pelo menos uma %b de identidade de
sequéncia com a SEQ ID 33, e também incluindo um adjuvante

de sal de aluminio.



O valor de a ¢, pelo menos, 85, por exemplo, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, ou mais.
O valor de b é de pelo menos 85, por exemplo, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, ou mais.
Os valores de a e b ndo sdo intrinsecamente relacionados

entre si.

As proteinas (a) e (b) sdo, cada uma, intimamente
relacionadas com as suas sequéncias de 'protdétipo', mas néo

sdo tdo intimamente relacionadas entre si.

A mistura pode, de preferéncia produzir uma resposta de
anticorpo que ¢é bactericida contra pelo menos uma estirpe
de N. meningitidis de cada um de pelo menos dois dos trés

grupos de estirpes que se seguem:

(a) MC58, gblgd (= M01-240185), M4030, m2197, m2937,
issl1001, NZz394/98, 67/00, 93/114, bz198, ml390, nge28,
1lnpl7592, 00-241341, Fo6l24, 205900, ml98/172, bzl133, gbl49
(= M01-240149), nm008, nm09%92, 30/00, de 39/99, 72/00,
95330, bzl1l69, bz83, cu385, H44/76, ml590, m2934, m2969,
m3370, m4215 , m4318, n44/89, 14847.

(b) 961-5945, 2996, 96217, 312294, 11327, a22, gb0l3 (=
M01-240013), e32, ml090, m4287, 860,800, 599, O95N477, 90-
18311, c¢l1, m986, m2671, 1000, ml096, m3279, bz232, dk353,
m3697, ngh38, 1L93/4286.

(c) M1239, 16889, gb3b5 (= M01-240355), M3369, m3813,
ngpl6s.

Por exemplo, a mistura pode induzir uma resposta
bactericida eficaz contra cada uma das estirpes de N.

meningitidis do serogrupo B MC58, 961-5945 e MI1239.



A mistura pode, de preferéncia produzir uma resposta de
anticorpo que ¢é bactericida contra pelo menos 50% das
estirpes de meningococo B c¢linicamente relevantes (por

exemplo, pelo menos, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou mais).

A mistura pode, de preferéncia produzir uma resposta de
anticorpo gque é bactericida contra estirpes do serogrupo B
de N. meningitidis e estirpes de pelo menos um (por

exemplo, 1, 2, 3, 4) dos serogrupos A, C, WI35 e Y.

A mistura pode, de preferéncia produzir uma resposta de
anticorpo que é bactericida contra estirpes de N.gonococcus

e/ou N.cinerea.

A mistura pode, de preferéncia produzir uma resposta de
anticorpo que € bactericida contra estirpes de, pelo menos,
dois dos trés ramos principais do dendrograma mostrados na
Figura 9 (ou seja, o dendrograma obtido através da anédlise

SEQ IDs 1 a 23 pelo algoritmo Kimura & Jukes-Cantor).

A mistura pode, de preferéncia produzir uma resposta de
anticorpo que ¢é Dbactericida contra estirpes de N.
meningitidis, em, pelo menos, dois (por exemplo, 2, 3, 4,
5, 6, 7) das linhagens hipervirulentas ET-37, ET-5,
conjunto A4, linhagem 3, subgrupo I, subgrupo III, subgrupo
IV-e 1 [14, 15].

As composicdes da invencdo podem adicionalmente induzir
respostas de anticorpos bactericidas contra uma ou mais

linhagens hiperinvasivas.

A mistura pode, de preferéncia produzir uma resposta de
anticorpo que é bactericida contra estirpes de N.
meningitidis, em, pelo menos, pelo menos, dois (por
exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7) dos seguintes tipos de

sequéncias multilocos: ST1, ST4, ST5, ST8, STl1l, ST32 e



ST41 [le6]. A mistura pode também provocar uma resposta de

anticorpo gque é bactericida contra estirpes ST44.

As respostas de anticorpos bactericidas sédo
convenientemente medidas em ratinhos e s&o um indicador de
nivel de eficédcia da wvacina [por exemplo, ver o final da
nota 14 da referéncia 3]. A composicdo n&do necessita de
induzir anticorpos bactericidas contra cada estirpe MenB
dentro das linhagens especificados ou MLST; mas sim, para
um determinado grupo de quatro de mais estirpes de
meningococo do serogrupo B dentro de uma linhagem
hipervirulenta particular, ou MLST, os anticorpos induzidos
pela composicdo sdo bactericidas contra pelo menos 50% (por
exemplo, de 60%, 70%, 80%, 90% ou mais) do grupo. Grupos
preferidos de estirpes incluirdo estirpes isoladas em pelo
menos quatro dos seguintes paises: GB, AU, CA, US, NZ, NL,
BR, e CU. O soro de preferéncia tem um titulo bactericida
de, pelo menos, 1024 (por exemplo, 210, 2, 2tz 213 2l
2'2, 2%, 2V, 2% ou superior, de preferéncia, pelo menos,
2%y, ou seja, o soro é capaz de matar pelo menos 50% das
bactérias de teste de uma estirpe particular quando diluido
1/1024, por exemplo, tal como descrito no final da nota 14

da referéncia 3.

Lipoproteinas

NMB1870 é, naturalmente, uma lipoproteina de N.
meningitidis. Também foi encontrada ser lipidada, gquando

expressa em E. coli.

E preferivel que uma ou mais (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10) proteinas NMB1870 incluidas nas composicdes

da invencdo seja uma lipoproteina.



De preferéncia, a lipoproteina tem um residuo de cisteina
N-terminal, ao qual o lipido estd ligado de forma
covalente. Para preparar a lipoproteina via expresséio
bacteriana geralmente requer-se um péptido de sinal
apropriado N-terminal de lipidacdo direta por transferase
de diacilgliceril, seguido por clivagem por lipoproteina
especifica SPASE (tipo 1II). Enguanto a lipoproteina da
invencdo pode ter uma cisteina N-terminal (por exemplo, SEQ
IDs 24 a 45), por conseguinte, serd um produto de
modificacdo pds-traducdo de uma proteina nascente que tem a
metionina N-terminal habitual (por exemplo, SEQ IDs 1 a

22) .

A lipoproteina pode ser associada com uma bicamada lipidica

e pode ser solubilizada com detergente.

Sequéncias

As proteinas NMB1870 Uteis para a presente invencéo
compreendem uma sequéncia de aminoacidos com uma identidade
de sequéncia de uma ou mais das SEQ ID N°s 1 a 23, e/ou
compreendendo um fragmento de uma ou mais das SEQ ID N°s 1

a 23.

Mais, as proteinas NMB 1870 Uteis para a presente invencéo
compreendem uma sequéncia de aminodcidos com uma identidade
de sequéncia de uma ou mais das SEQ ID N°s 1-252 da
referéncia 13, e/ou compreendendo um fragmento de uma ou
mais das SEQ ID N°s 1-252 da referéncia 13. As SEQ ID N°s
300-302 da referéncia 13 fornecem sequéncias de consenso, e

as SEQ ID N°s 254-299 sdo fragmentos.

As sequéncias de aminocacidos preferidos com <100% de

identidade com as SEQ ID N°s 1 a 23 sdo variantes alélicas,



homélogos, ortdlogos, parédlogos, mutantes etc. destes.
Prefere-se que uma ou mais das diferencas em variantes
alélicas, homdélogos, ortdlogos, pardlogos ou mutantes, em
comparacdo com as SEQ ID N°s 1 a 23, envolvam uma
substituicdo de aminoédcidos conservadora, ou seja, a
substituicdo de um aminodcido por outro que tem uma cadeia
lateral relacionada. Aminoacidos geneticamente codificados
sdo geralmente divididos em quatro familias: (1) acidica,
isto ¢é, aspartato, glutamato; (2) bésica, por exemplo,
lisina, arginina, histidina; (3) né&do-polar, ou seja,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano; e (4) polar sem carga,
ou seja, glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina, tirosina. Fenilalanina, triptofano e tirosina sé&o
por vezes classificadas em conjunto como aminoacidos
arométicos. Em geral, a substituicdo de aminoéAcidos
individuailis dentro dessas familias, ndo tem um efeito

importante sobre a atividade bioldgica.

Um subconjunto preferido de proteinas ndo inclui a
sequéncia de aminodcidos TRSKP (SEQ ID N°: 70) ou TRSKPV
(SEQ ID N°: 71) dentro de 10 aminodcidos da proteina N-
terminal. Outro subconjunto preferido de proteinas né&o
inclui a sequéncia PSEPPFG de aminoécidos (SEQ ID N°: 72)

dentro de 10 aminoédcidos da proteina N-terminal.

Outro subconjunto preferido de proteinas para utilizacéo
com a invencdo inclui a sequéncia de aminoacidos (Gli),,

onde n é& 1, 2, 3, 4 ou mais, por exemplo, a SEQ ID N°: 73.

Uma caracteristica de proteinas preferenciais da presente
invencéao é a capacidade para induzir anticorpos
bactericidas anti-meningocdédcicos apds a administracdo a um

animal hospedeiro.



As proteinas podem ser preparadas por vAarios meios, por
exemplo, por sintese gquimica (pelo menos em parte), por
digestdo com proteases de polipéptidos mais 1longos, por
traducdo a partir de ARN, por purificacdo a partir de
cultura de células (por exemplo, a partir da expressio
recombinante ou a partir da cultura de N. meningitidis)
etc. A expressdo heterbdloga num hospedeiro E. coli & um
percurso de expressdo preferencial (por exemplo, estirpes

DH5a, BL21 (DE;), BLR, etc.).

As proteinas da invencdo podem ser ligadas ou imobilizadas

num suporte sdélido.

As proteinas da invencdo podem compreender um marcador
detectéavel, por exemplo, um marcador radioativo, um
marcador fluorescente, ou um marcador de biotina. Isto é

particularmente Gtil em técnicas de imunoensaio.

As proteinas podem revestir varias formas (por exemplo,
nativas, fusdes, glicosiladas, nédo glicosiladas, lipidadas,
pontes dissulfeto etc.). As proteinas s&o, de preferéncia,

proteinas meningocdcicas.

As proteinas sdo de preferéncia preparadas na forma
substancialmente pura ou na forma substancialmente isolada
(ou seja, substancialmente livre de outras proteinas de
Neisseria ou de células hospedeiras). Em geral, as
proteinas sdo fornecidas num ambiente gque ndo ocorre
naturalmente, por exemplo, sdo separadas do seu ambiente de
ocorréncia natural. Em certas formas de realizacdo, a
proteina do sujeito estd presente numa composicdo que é
enriquecida para a proteina, em comparacdo com um controlo.
Como tal, a proteina purificada ¢é fornecida, através do
qual por purificada entende-se gque a proteina estd presente

numa composicdo que ¢é substancialmente isenta de outras



proteinas expressas, onde por substancialmente livre se
entende gque menos de 90%, geralmente menos de 60% e mais
usualmente menos de 50% da composicdo ¢ constituida por

outras proteinas expressas.

O termo "proteina" refere-se a polimeros de aminodcidos de
qualquer comprimento. O polimero pode ser linear ou
ramificado, pode compreender os aminodcidos modificados e
pode ser interrompido por ndo-aminodcidos. 0s termos
englobam também um polimero de aminodcidos que foi
modificado naturalmente ou por intervencdo; por exemplo, a
formacdo da ligacdo dissulfureto, glicosilacdo, lipidacéo,
acetilacdo, fosforilacdo ou qualguer outra manipulacdo ou
modificacdo, tal como conjugacdo com um componente de
marcacdo. Também estdo incluidos dentro da definicdo, por
exemplo, as proteinas gque contenham um ou mais anadlogos de
um aminodcido (incluindo, por exemplo, aminocacidos né&o
naturais, etc.), bem como outras modificacdes conhecidas na
técnica. As proteinas podem ocorrer como cadeias simples ou

cadeias associadas.

A invencdo pode utilizar proteinas que compreende um ou
mais das SEQ ID N°s 77, 79, 82, 83, 85, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93 e 94.

Proteinas hibridas e em tandem

Como mencionado acima, NMB 1870 pode ser utilizada sob a
forma de uma proteina de fusdo, embora as proteinas podem
também ser expressas de outea forma que ndo numa proteina
de fusédo (por exemplo, sem a GST, MBP, his-tag ou

semelhante) .

10



As proteinas de fusdo podem ter uma extremidade C-terminal
e/ou N-terminal do parceiro de fusdo. Sempre gque um
parceiro de fusdo N-terminal é usado com as SEQ IDs 1 a 23,
0 perito na técnica realizard que o coddo de iniciacdo seré
(se incluido) expresso como uma valina, porque GIG ¢&
traduzido como valina, excepto gquando ¢ utilizado como
coddo de partida, no caso em que ¢ traduzido como N-formil-

metionina.

Adequados parceiros de fusdo N-terminal incluem peptideos
lider de outras proteinas (particularmente outras
lipoproteinas), gque podem ser substituidos para os péptidos
lider naturais NMB1870 (ou seja, a sequéncia antes da
cisteina N-terminal poder ser substituida com um outro
péptido lider de interesse). Exemplos sdo as sequéncias que
compreendem a SEQ ID 4o, e a sequéncia lider de

lipoproteina H.influenzae P4 [por exemplo, 17].

Um tipo preferido de proteina de fusdo ¢é revelado nas
referéncias 10, 11 e 12, em que duas ou mais (por exemplo,
3, 4, 5, 6 ou mais) proteinas de Neisseria sdo unidas de
tal modo que sdo traduzidas como uma Unica cadeia de
polipéptido. Em geral, essas proteinas hibridas podem ser

representadas pela fédrmula:

NH,- A- [- X- L-] - B- COOH

em que X é uma sequéncia de aminodcidos gue compreende uma
sequéncia de Neisseria, L é uma sequéncia de aminoacido
ligante opcional, A ¢é uma sequéncia de aminoacidos N-
terminal opcional, B ¢ uma sequéncia de aminoédcidos C-
terminal opcional, e n é& um numero inteiro maior do que 1.
O valor de n é entre 2 e X, e o valor de x é tipicamente 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10. De preferéncia, n é 2, 3 ou 4, que

11



¢ mais preferivelmente 2 ou 3, com maior preferéncia, n =

2.

De acordo com a presente invencdo, pelo menos uma das
porcdes -X- & uma sequéncia NMB1870 como definido acima. Em
algumas proteinas hibridas, as proteinas referidas como "em
tandem", pelo menos um das porcdes -X- tem identidade de
sequéncia a, pelo menos, uma das outras porcdes X, por
exemplo, Xy é a SEQ ID N°: 24 e X, representa a SEQ ID N°:
25. S&do preferidas as proteinas, em que duas ou trés das
trés variantes NMB 1870 s&o unidas como uma proteina em

tandem.

Para porcgdes de X, diferentes de X;, é preferivel qgue o
péptido lider nativo seja omitido, em particular onde X;
ndo é uma sequéncia NMB1870. Numa forma de realizacdo, os
péptidos lider serdo excluidos, excepto para a porgdo -X-
localizada na extremidade N-terminal da proteina hibrida,
ou seja, o péptido lider de X; serd retido, mas os
peptideos lider de X; ... X, vdo ser omitidos. Isto ¢é
equivalente a exclusdo de todos os peptideos lider e a

utilizacdo do péptido lider X; como porgdo -A-.

As sequéncias NMB1870 preferenciais para utilizacdo como
porcdes -X- sdo truncadas até e incluindo a sequéncia de
poli-glicina encontrada perto do N-terminal maduro, por
exemplo, a sequéncia de NMB1870 comecard VAA ... (ou IAA

para a estirpe m3813). Tais sequéncias NMB 1870 incluem

as SEQ ID N°s 80, 81 e 84.

Para cada uma das ocorréncias de n [-X-L-], a sequéncia de
aminodcidos de ligacdo -L- pode estar presente ou ausente.
Por exemplo, quando n = 2, o hibrido pode ser NH;-Xi-Li-X3-
L,-COOH, NH»-X;-X,-COOH, NH,-X;-L;-X,-COOH, NH;-X;-X,-L,-COOH,

etc. Sequéncias de aminoacidos ligantes -L- serédo,

12



tipicamente, de curta duracdo (por exemplo, 20 ou menos
aminodcidos, ou seja, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Exemplos incluem seqgquéncias
peptidicas curtas que facilitam a clonagem, ligantes de
poli-glicina (isto é, Gly, em que n = 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8,
9, 10 ou mais), e as etiquetas de histidina (ou seja, onde
His, = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais). Outras sequéncias
de aminodcido ligante adequadas serdo evidentes para oS
peritos na técnica. Um ligante util é GSGGGG (SEQ ID N°:
144), com o dipeptideo Gly-Ser formado a partir de um local
de restricdo BamHI, auxiliando, assim, a clonagem e
manipulacdo, e o tetrapéptido Gli, (SEQ ID N°: 73) & um
outro ligante poli-glicina tipico. Um outro ligante util é

a SEQ ID N°: 78.

-A- é uma sequéncia de aminoédcidos N-terminal opcional.
Esta serd tipicamente curta (por exemplo, 40 ou menos
aminoacidos, ou seja, 39, 38, 37, 30, 35, 34, 33, 32, 31,
30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16,
15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1).
Exemplos incluem sequéncias lider para dirigir o trafico da
proteina, ou sequéncias peptidicas curtas que facilitam a
clonagem ou a purificacdo (por exemplo, etiquetas de
histidina, isto é, Hid,, onde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
ou mais). Outras sequéncias de aminodcidos N-terminal
adequados serdo evidentes para o0s peritos na técnica. Se X3
carece da sua proépria metionina N-terminal,-A- pode
proporcionar um tal <residuo de metionina na proteina
traduzida (por exemplo,-A- é um uUnico residuo de Met). A
porcdo -A- Util para expressar NMB1870 é& a SEQ ID N°: 8o.
Em lipoproteinas maduras,-A-, de preferéncia proporciona
uma cisteina N-terminal (por exemplo,-A- é um Unico residuo

de Cys).
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-B- ¢ uma sequéncia de aminodcidos C-terminal opcional.
Esta serd tipicamente curta (por exemplo, 40 ou menos
aminoacidos, ou seja, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31,
30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16,
15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 17, 6, 5, 4, 3, 2, 1).
Exemplos incluem sequéncias para dirigir o trafico da
proteina, segquéncias peptidicas curtas que facilitam a
clonagem ou a purificacdo (por exemplo, compreendendo
etiquetas de histidina ou seja, His, em que n = 3, 4, 5, ¢,
7, 8, 9, 10 ou mais), ou sequéncias que aumentam a
estabilidade da proteina. Outras sequéncias de amino&cidos
do C-terminal adequadas serdo evidentes para os peritos na

técnica.

Nas proteinas hibridas preferidas da invencdo, uma das
porcdes de X €& uma sequéncia da "proteina 936". Por
exemplo, onde n = 2, A = Met, X; é& uma sequéncia 936 (por
exemplo, SEQ ID N°: 76, gque & a proteina MC58 processada),
Iy = um ligante de poli-glicina (por exemplo, SEQ ID N°:
144), X, = uma sequéncia NMB1870 em que o N-terminal foi
eliminado até, e incluindo a sua prépria sequéncia de poli-
glicina, e L, e B podem ser omitidos. Um exemplo de uma tal
proteina hibrida, ¢é a SEQ ID N°: 77, em que NMB1870
truncada da estirpe ml239 é& a jusante da 936 processada da
estirpe MC58. Outros exemplos de proteinas hibridas de 936
(estirpe 2996) e NMB1870 truncada (estirpe 2996 ou M1239)
sdo as SEQ ID N°s: 91, 92, 93 e 94.

Proteinas em tandem preferidas onde n = 3 pode ter todas as

trés variantes NMB 1870 em qualquer ordem:

X, 1 1 2 2 3 3
X 2 3 3 3 1 2
X4 3 2 3 1 2 1
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Proteinas em tandem preferidas onde n = 2 pode ter duas

variantes NMB1870 diferentes:

X4 1 1 2 2 3 3
X, 2 3 1 3 1 2
Exemplos de proteinas em tandem, onde n = 2 (duas variantes

NMB1870 diferentes) sdo das SEQ ID N°s: 79, 82, 83, 85, 87,

88, 89 e 90, que utilizam estirpes MC58 (variante 1), 2996

(variante 2) e M1239 (variante 3). Um exemplo de uma
proteina em tandem, em que n = 3 é dada como a SEQ ID N°:
142.

Acidos nucleicos

A invencdo proporciona &acido nucleico gque codifica uma

proteina da invencdo, tal como definido acima.

Os acidos nucleicos da invencdo podem ser usados em reacdes
de hibridacdo (por exemplo, transferéncia de Northern ou
Southern, ou em micromatrizes de &cido nucleico ou "chips
de genes") e as reacdes de amplificacdo de PCR (por
exemplo, SDA, SSSR, LCR, TMA, NASBA, etc.) e outras

técnicas de &acidos nucleicos.

Os 4cidos nucleicos da invencdo podem ser preparados de
varias maneiras, por exemplo, por sintese quimica, em todo
ou em parte, por digestdo de polinucledtidos mais longos
utilizando nucleases (por exemplo, enzimas de restricdo), a
partir de bibliotecas gendmicas ou de cADN, a partir da

prépria bactéria, etc.
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Os &4cidos nucleicos da invencdo podem assumir varias
formas, por exemplo, de cadeia simples, cadeia dupla,

vetores, iniciadores, sondas, marcados, ndo marcados, etc.

Os 4cidos nucleicos da invencdo sdo de preferéncia, na

forma isolada ou substancialmente isolada.

A invencdo inclui o &cido nucleico compreendendo sequéncias
complementares as descritas acima, por exemplo, por
antessentido ou sondagem, ou para utilizacédo como

iniciadores.

O termo "&cido nucleico"™ inclui ADN e ARN, e também o0s seus
andlogos, tais como os que contém estruturas modificadas, e

também &dcidos nucleicos peptidicos (PNA), etc.

O &acido nucleico de acordo com a invencdo pode ser marcado,
por exemplo com um marcador radiocativo ou fluorescente.
Isto é particularmente Util onde o &cido nucleico é para
ser utilizada em técnicas de detecdo de &cido nucleico, por
exemplo, onde o acido nucleico é um iniciador ou uma sonda

para uso em técnicas tais como PCR, LCR, TMA, NASBA, etc.

A invencdo também proporciona vectores compreendendo
sequéncias de nucledtidos da invencédo (por exemplo,
vectores de clonagem ou de expressdo, tais como os que sé&o
adequados para a imunizacdo por um &cido nucleico) e

células hospedeiras transformadas com tais vectores.

Outros componentes antigénicos

As composicdes da invencdo incluem um pequeno numero (por
exemplo, menos de t antigénios, onde t ¢é 15, 14, 13, 12,
11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 ou 3) de antigénios purificados do

serogrupo B . E particularmente preferido que a composicao
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ndo deva conter misturas complexas ou indefinidas de
antigénios, por exemplo, prefere-se n&do incluir vesiculas
de membrana externa na composicdo. 0Os antigénios sé&o
preferivelmente expressos de forma recombinante, num

hospedeiro heterdlogo e, em seguida, purificados.

A composicdo da invencdo inclui pelo menos duas proteinas
NMB1870 diferentes. Pode também incluir um outro antigénio
de Neisseria, como uma vacina que tem como alvo mais do que
um antigénio por bactéria, o gue diminui a possibilidade de
selecdo de mutantes de escape. Antigenos Neisseria para

inclusdo nas composicdes incluem proteinas compreendendo:

(a), a 446 mesmo as SEQ IDs (ou seja, 2, 4, 6, ..., 890,

892) descrita na referéncia 6.

(b) a 45 mesmo as SEQ IDs (ou seja, 2, 4, 6, ..., 88, 90)

descrita na referéncia 7;

(c) a 1674 mesmo as SEQ IDs 2-3020, mesmo as SEQ IDs 3040-
3114, e todas as SEQ IDs 3115-3241, divulgadas na

referéncia 8;

(d) as 2160 sequéncias de aminoadcidos NMB0001l a NMB2160 da

referéncia 2;

(e) uma sequéncia de aminoadcidos revelada na referéncia 10,

11 ou 12;

(f) uma variante, homdélogo, ortdlogo, paralogo, mutante,

etc. de (a) a (e); ou

(g) uma vesicula de membrana externa preparada de N.

meningitidis [por exemplo, ver referéncia 139].

Em adicdo a antigénios de Neisseria, a composicdo pode

incluir antigénios para imunizar contra outras doencas ou
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infecdes. Por exemplo, a composicdo pode incluir um ou mais

dos seguintes antigénios adicionais:

- antigénios de Helicobacter pylori tais como CagA [18 a
211, VacA [22, 23], NAP [24, 25, 26], HopX |[por exemplo,
27], HOPY [por exemplo, 27] e/ou urease.

- um antigénio de sacédrido de N. meningitidis do serogrupo
A, C, W135 e/ou Y, tal como o oligossacéarido revelado na
referéncia 28 do serogrupo C [ver também a referéncia 29]

ou 0s oligossacarideos da referéncia 30.

- um antigénio de sacédrido de Streptococeus pneumoniae [por

exemplo, 31, 32, 33].

- um antigénio do virus da hepatite A, tal como o virus

inativado [por exemplo, 34, 35].

- um antigénio do virus da hepatite B, tais como,
antigénios de superficie e/ou nucleares [por exemplo, 35,

36].

- um antigénio da difteria, tal como o toxdéide da difteria
[por exemplo, capitulo 3 da referéncia 37], por exemplo, o

mutante CRMi9; [por exemplo, 38].

- um antigénio do tétano, tal como um toxbéide do tétano

[por exemplo, capitulo 4 da referéncia 37].

- um antigénio de Bordetella pertussis, tais como pertussis
holotoxina (PT) e hemaglutinina filamentosa (FHA) de B.
pertussis, opcionalmente, também em combinacéo com
pertactina e/ou aglutinogénios 2 e 3 [por exemplo,

referéncias 39 e 40].

- um antigénio de sacarido de Haemophilus influenzae B [por

exemplo, 29].
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- um antigénio do virus da hepatite C [por exemplo, 41].

- um antigénio a partir de N. gonorrhoeae [por exemplo, 6,

7, 8, 42].

- um antigénio de Chlamydia pneumoniae [por exemplo,

referéncias 43-49].

- um antigénio de Chlamydia trachomatis [por exemplo, 50].

- um antigénio de Porphyromonas gingivalis [por exemplo,

517.

- antigénios de poliomielite [por exemplo, 52, 53], tais

como IPV.

- antigénios rébicos [por exemplo, b54], tais como virus

inativado liofilizado [por exemplo, 55, RabAvert™].

- antigénios do sarampo, papeira e/ou rubéola [por exemplo,

capitulos 9, 10 e 11 da referéncia 37].

- antigenos da gripe [por exemplo, capitulo 19 da
referéncia 37], tais como a hemaglutinina e/ou as proteinas

de superficie da neuraminidase.

- um antigénio de catorrhalis Moraxella [por exemplo, 56].

- um antigénio de proteinas de Streptococcus agalactiae

(estreptococo do grupo B) [por exemplo, 57, 58].

- um antigénio de sacdrido de Streptococcus agalactiae

(estreptococo do grupo B).

- um antigénio de Streptococcus pyogenes (Streptococcus do

grupo A) [por exemplo, 58, 59, 60].

- um antigénio de Staphylococcus aureus [por exemplo, 61].
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- um antigeno de Bacillus anthracis [por exemplo, 62,

63, 641].

- um antigeno de um virus da familia Flaviviridae (género
flavivirus), como o virus da febre amarela, o virus da
encefalite Jjaponesa, quatro sorotipos do virus da dengue,

virus da encefalite da carraca, virus do Nilo Ocidental.

- um antigeno pestivirus, como a partir do virus da peste
suina cléssica, o virus da diarreia viral bovina, e/ou

virus da doenca de fronteira.

- um antigénio do parvovirus, por exemplo, a partir de

parvovirus B19.

- uma proteina prido (por exemplo, a proteina prido CJD)

- uma proteina amildide, tal como um péptido beta [65]

- um antigénio do cancro, tais como os listados na Tabela 1

da referéncia 66 ou nas Tabelas 3 & 4 da referéncia 67.

A composicdo pode compreender um ou mais destes outros

antigénios.

Antigénios de proteina téxica pode ser desintoxicados onde
necessario (por exemplo, desintoxicacdo da toxina da tosse

convulsa por meios quimicos e/ou genéticos [401]).

Sempre que um antigénio da difteria ¢é incluido na
composicédo, ¢é preferivel incluir também o antigénio do
tétano e antigénios da tosse convulsa. Similarmente, onde
um antigénio do tétano ¢ incluido, ¢ preferivel incluir
também os antigénios da difteria e da tosse convulsa.
Similarmente, onde um antigénio da tosse convulsa ¢é
incluido, ¢é preferivel incluir também os antigénios da

difteria e do tétano. Combinac&es DTP s&do assim preferidas.
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Antigénios sacarideos sdo preferencialmente na forma de
conjugados. Proteinas de transporte para os conjugados
incluem a membrana externa da proteina N. meningitidis
[68], peptideos sintéticos [69,70], proteinas de chogue
térmico [71,72], proteinas da tosse convulsa [73,74], a
proteina D de H. influenzae [75], citocinas [76],
linfocinas [76], proteinas estreptococos, hormonas [76],
fatores de crescimento [76], toxina A ou B de C. difficile
[77], proteinas de ferro-absorcdo [78], etc. Uma proteina

portadora preferida é o toxdéide da difteria CRM197 [79].

Antigénios da composicédo estardo tipicamente presentes numa
concentracdo de pelo menos 1 npg/ml cada. Em geral, a
concentracdo de um determinado antigénio vai ser suficiente

para induzir uma resposta imune contra esse antigénio.

As composicdes imunogénicas da invencéo podem ser
utilizadas terapeuticamente (ou seja, para tratar uma
infecdo j& existente) ou profilaticamente (ou seja, para

evitar uma infecdo futura).

Como alternativa a utilizacdo de proteinas de antigénios
nas composicdes imunogénicas da invencdo, o acido nucleico
(preferencialmente ADN, por exemplo, sob a forma de um

plasmideo) que codifica o antigénio pode ser utilizado.

As composicdes particularmente preferidas da invencéo,
incluem um, dois ou trés de: (a) antigénios sacarideos dos
meningococos dos serogrupos Y, W135, C e (opcionalmente) A;
(b) um antigénio de sacédrido de Haemophilus influenzae tipo

B; e/ou (c) um antigénio de Streptococcus pneumoniae.
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Meningococos dos serogrupos Y, W135, C e (opcionalmente) A

As vacinas polissacaridicas contra os serogrupos A, C, W135
e Y sdo conhecidas h& muitos anos. Estas vacinas (MENCEVAX
ACWY™ e Menomune™) sdo a base de polissacéridos capsulares
dos organismos e, embora sejam eficazes em adolescentes e
adultos, proporcionam uma resposta imunitédria pobre e curta
duracdo da protecdo, e ndo podem ser utilizadas em recém-

nascidos.

Em contraste com os antigénios de polissacdridos néo
conjugados destas vacinas, as vacinas contra o serogrupo C
recentemente aprovadas (Menjugate™ [80,28], Meningitec™ e
NeisVac-C™) incluem sacarideos conjugados. A Menjugate™ e
Meningitec™ tém antigénios de oligossacarideos conjugados
com um transportador CRMj;¢;, enquanto a NeisVac-C™ utiliza o
polissacdrido completo (des-0O-acetilado) conjugado com um
transportador toxdide tetdnico. A vacina Menactra™ proposta
contém antigenos sacarideos capsulares conjugados de cada

um dos serogrupos Y, W135, C e A.

As composicdes da presente invencdo incluem, de preferéncia
0s antigénios sacarideos capsulares de um ou mais dos
serogrupos meningococos Y, W135, C e (opcionalmente) A, em
que 0s antigénios sédo conjugados com a proteina
transportadora e/ou sdo oligossacarideos. Por exemplo, a
composicdo pode incluir um antigénio capsular de sacarido:
serogrupo C; serogrupos A e (C; serogrupos A, C e W135;
serogrupos A, C e Y; serogrupos C, W135 e Y, ou a partir de

todos os quatro dos serogrupos A, C, W13 e Y.

Uma quantidade tipica de cada antigénio sacéarido
meningocédcico por dose situa-se entre 1 pg e 20 ng, por

exemplo, cerca de 1 ug, cerca de 2,5 ng, cerca de 4 ug,
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cerca de 5 ug, ou cerca de 10 ug (expresso como

sacarideos) .

Quando uma mistura compreende sacdridos capsulares de ambos
0s serogrupos A e C, a proporcdo (p/p) de sacarido MenA:
sacarido MenC pode ser maior do que 1 (por exemplo, 2:1,
3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou superior). Quando uma mistura
compreende sacéridos capsulares do serogrupo Y e um ou
ambos 0s serogrupos C e W135, a proporcdo (p/w) de sacarido
MenY: sacdrido MenWl35 pode ser maior do que 1 (por
exemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:01, 10:1 ou superior) e/ou a
proporcdo (p/p) de sacadrido MenY: sacarido MenC pode ser
menor do que 1 (por exemplo, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, ou
inferior). Relacgdes preferenciais (p/p) de sacarideos dos
serogrupos A:C:W135:Y sé&o: 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2:1:1:1;
4:02:01: 1; 8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1;
4:4:2:1; 2:2:1:2; 4:4:1:2 e 2:2:2:1. Relacdes preferenciais
(p/p) de sacarideos de serogrupos C:W135:Y sdo: 1:1:1;
1:1:2; 1:1:1; 2:1:1; 4:2:1; 2:1:2; 4:1:2; 2:2:1 e 2:1:1. A
utilizacdo de uma massa substancialmente igual de cada

sacarido é preferida.

Sacdridos capsulares serdo geralmente utilizados na forma
de oligossacéaridos. Estes sdo convenientemente formados por
fragmentacdo do polissacarideo capsular purificado (por
exemplo, por hidrdlise), qgue serd normalmente seguida de

purificacdo dos fragmentos do tamanho desejado.

Fragmentacéo de polissacaridos é preferencialmente
realizada para dar um grau médio final de polimerizacéo
(DP) no oligossacédrido de menos do que 30 (por exemplo,
entre 10 e 20, de preferéncia cerca de 10 para o serogrupo
A; entre 15 e 25 para os serogrupos W135 e Y, de
preferéncia cerca de 15-20; entre 12 e 22 para 0 Serogrupo

C; etc.). DP pode ser convenientemente medido por
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cromatografia de troca idénica ou por meio de ensaios

colorimétricos [81].

Se a hidrdélise é realizada, o hidrolisado irad geralmente
ser dimensionado a fim de remover oligossacaridos de
comprimento curto [29]. Isto pode ser conseguido de varias
maneiras, tais como a ultrafiltracéo, seguido por
cromatografia de troca idnica. Oligossacdridos com um grau
de polimerizacdo de menos do que ou igual a cerca de 6 sé&o
preferivelmente removidos para o serogrupo A, e o0s
inferiores a cerca de 4 sdo preferivelmente removidos para

0s serogrupos W13 e Y.

Antigénios sacarideos MenC preferidos s&@o revelados na

referéncia 80, como utilizados na Menjugate™.

O antigénio de sacédrido pode ser quimicamente modificado.
Isto é particularmente Gtil para reduzir a hidrélise para o
serogrupo A [82; ver abaixo]. A -O-acetilacdo de sacarideos
meningocédécicos pode ser realizada. Para oligossacarideos, a
modificacéo pode ocorrer antes ou depois de

despolimerizacéo.

Quando uma composicdo da invencdo inclui um antigénio
sacdrido MenA, o antigénio é preferencialmente um sacarido
modificado, no qual um ou mais dos grupos hidroxilo em que
0 sacédrido nativo foi/foram substituidos por um grupo de
blogqueio [82]. Esta modificacdo aumenta a resisténcia a

hidrdélise.

O numero de unidades de monossacadridos contendo grupos de
bloqueio pode variar. Por exemplo, todas ou
substancialmente todas as unidades de monossacarido podem
ter grupos de bloqueio. Alternativamente, pelo menos, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% ou 90% das unidades de

monossacaridos podem ter grupos de bloqueio. Pelo menos 1,
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2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le¢, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30 unidades

de monossacidridos podem ter grupos de bloqueio.

Da mesma forma, o numero de grupos de bloqueio numa unidade
de monossacaridos pode variar. Por exemplo, o numero de
grupos de blogqueio numa unidade de monossacaridos pode ser
1 ou 2. O grupo de blogqueio ird geralmente estar na posicédo

4 e/ou na posicdo 3 das unidades de monossacéarido.

A unidade terminal de monossacaridos pode ou ndo ter um
grupo de blogqueio em vez do seu hidroxilo nativo. E
preferivel reter um grupo hidroxilo anomérico livre numa
unidade de monossacarido do terminal, a fim de fornecer um
identificador para as reacdes posteriores (por exemplo de
conjugacéo) . Grupos hidroxilo anoméricos podem ser
convertidos a grupos amino (-NH, ou-NH-E, em que E é um
grupo protetor de azoto) por aminacdo redutiva (com, por
exemplo, NaBH3CN/NH4Cl), e pode entdo ser regenerado depois
de outros grupos hidroxilo serem convertidos em grupos de

bloqueio.

Grupos de Dblogueio para substituir os grupos hidroxilo
podem ser diretamente acessiveis através de uma reacdo de
derivatizacdo de um grupo hidroxilo, ou seja, substituindo
o adtomo de hidrogénio do grupo hidroxilo por outro grupo.
Derivados adequados de grupos hidroxilo que atuam como
grupos de bloqueio sao, por exemplo, carbamatos,
sulfonatos, carbonatos, ésteres, éteres (por exemplo,
éteres sililo ou éteres alquilo) e acetais. Alguns exemplos
egpecificos de tais grupos de Dblogueio sdo alil, Aloc
benzilo, BOM, t-butil, tritilo, TBS, TBDPS, TES, TMS,
dicas, PMB, MEM, MOM, MTM, THP, etc. Outros grupos de
bloqueio gque ndo sdo diretamente acessiveis e que

substituem completamente o grupo hidroxilo incluem alquilo
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C1_12, alquilo Cs_12, arilo Cs_12, arilo Cs_1o alquilo Ci_g, NR1R2
(R' e R? sdo definidos no pardgrafo seguinte), H, F, CI1,
Br, CO,H, CO, (alquilo Ci-4), CN, CF3, CCls, etc. 0Os grupos

de bloqueio preferidos sdo grupos removedores de eletrdes.

Os grupos de blogqueio preferidos sdo da férmula:-0-X-Y- ou
-OR; em que: X &€ C (0), S (0) ou SOz, Y é& um alquilo Ci_1y,
alcoxi Ci-1p, cicloalquilo Cs-qp, arilo Cs-ip ou arilo Cs_q1p
alguilo Ci¢, cada um dos quais pode ser opcionalmente
substituido com 1, 2 ou 3 grupos 1independentemente
selecionados a partir de F, Cl, Br, CO, H, CO; (alquilo Ci-
¢), CN, CFs ou CCls, ou Y ¢é NR'R?’? R' e R’ sao
independentemente selecionados de H, alquilo C1i_19,
cicloalgquilo Cs-12, arilo Cs-1z, arilo Cs-iz algquilo Ci-g, oU R!
e R’ podem ser reunidos para formar um grupo heteroclico
saturado Cs.1z; R® é alquilo Ci_iy ou cicloalquilo Cs.1z, cada
um dos que pode ser opcionalmente substituido com 1, 2 ou 3
grupos independentemente selecionados a partir de F, Cl1,
Br, CO; (alquilo Ci—4), CN, CFs3 ou CCls, ou R® representa
arilo Cs-1p ou arilo Cs-qz; alquilo Ci-g, cada um dos guais
pode ser opcionalmente substituido com 1, 2, 3, 4 ou 5
grupos selecionados de F, Cl, Br, CO; H, CO; (algquilo C i-
s), CN, CF; ou CCls. Quando R° ¢é alguilo Ci1, ou
cicloalquilo Cs-12, é tipicamente substituido com 1, 2 ou 3
grupos tal como acima definido. Quando R' e R? estdo
ligados para formar um grupo heteroclico saturado Cs-iy,
pretende-se dizer que R' e R’ em conjunto com o &tomo de
azoto formam um grupo heterociclico saturado, contendo
qualquer numero de atomos de carbono entre 3 e 12 (por
exemplo, Csz, C4, Cs, Cg Cq, Cg Co, Cig, Ci1, Ci2). O grupo

14 r

heterociclico pode conter um ou dois heterodtomos (tais
como N, O ou S) para além do &tomo de azoto. Exemplos de

grupos heterociclicos saturados Cs-12 sédo pirrolidinilo,

26



piperidinilo, morfolinilo, piperazinilo, imidazolidinilo,

azetidinilo e aziridinilo.

Grupos de bloqueio -0-X-Y e -0OR3; podem ser preparados a
partir de grupos -OH por meio de procedimentos de derivacéo
padrdo, tais como reacdo do grupo hidroxilo com um haleto
de acilo, haleto de alquilo, haleto de sulfonilo, etc.
Assim, o Atomo de oxigénio em -0-X-Y é preferencialmente o
dtomo de oxigénio do grupo hidroxilo, engquanto gque o grupo-
X-Y em -0-X-Y substitui de preferéncia o 4tomo de

hidrogénio do grupo hidroxilo.

Alternativamente, 0s grupos de blogueio podem ser
acessiveis através de uma reacdo de substituicdo, tal como
uma substituicdo de tipo Mitsonobu. Estes e outros métodos
de preparacdo de grupos de bloqueio a partir de grupos de

hidroxilo sdo bem conhecidos.

Mais preferencialmente, o grupo de bloqueio é& -0C (0) CFsy
[83], ou um grupo carbamato-0C (O) NR%@, onde R!' e R? sio
independentemente selecionados de alquilo Cig. Mais
preferencialmente, R' e R? s3ao ambos metilo, ou seja, ©
grupo de Dblogqueio & -0C (0) NMe,. Os grupos de bloqgqueio
carbamato possuem um efeito estabilizante sobre a ligacéo

glicosidica e podem ser preparados sob condigdes suaves.

Sacarideos MenA modificados preferidos contém unidades, em
que, pelo menos, %h das unidades de monossacarido nédo tém
grupos -OH em ambas as posicdes 3 e 4. O valor de h é de 24
ou mais (por exemplo, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 , 99 ou 100) e
¢, de preferéncia 50 ou mais. Os grupos -OH ausentes sé&o

preferencialmente grupos de blogqueio como acima definido.

Outros sacarideos MenA modificados preferidos compreendem

unidades de monossacarido, em que pelo menos s das unidades
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de monossacidrido ndo tém -OH na posicdo 3 e ndo tém -0OH na
posicdo 4. O valor de s é pelo menos 1 (por exemplo, 2, 3,
4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50,
60, 70, 80, 90) . Os grupos -0OH ausentes sdo

preferencialmente grupos de bloqueio como acima definido.

Sacarideos adequados modificados MenA para uso com a

invencdo tém a foérmula:

em que n €& um numero inteiro de 1 a 100 (de preferéncia um

numero inteiro de 15 a 25);

T é da férmula (A) ou (B):
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cada grupo Z é selecionado de forma independente a partir
de OH ou um grupo bloqueante tal como acima definido, e
cada grupo Q é independentemente selecionado a partir de OH
ou um  grupo bloqueante tal como acima definido;
Y é seleccionado a partir de OH ou um grupo bloqueante tal

como acima definido;

E & H ou um grupo protetor de azoto;

e

e em que mais do que cerca de 7% (por exemplo, 8%, 9%, 10%

ou maigs) dos grupos Q sdo grupos de bloqueio.

Cada um dos grupos Z n +2 pode ser igual ou diferente uns
dos outros. Da mesma forma, cada um dos grupos Q n+2Z pode
ser o mesmo ou diferente um do outro. Todos oS grupos 72
podem ser OH. Alternativamente, pelo menos, 10%, 20, 30%,
40%, 50% ou 60% dos grupos 7Z podem ser OAc. De preferéncia,
cerca de 70% dos grupos 242 sdo OAc, com o restante dos
grupos Z a ser OH ou grupos de blogueio como acima
definido. Pelo menos cerca de 7% dos grupos Q sdo grupos de
bloqueio. De preferéncia, pelo menos, 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou mesmo 100% dos grupos Q sao

grupos de bloqueio.

Polissacaridos capsulares meningocdcicos sdo tipicamente
preparados por um processo compreendendo o0s passos de
precipitacdo de polissacarideo (por exemplo, usando um

detergente catidnico), fracionamento com etanol, extracdo

de fenol a frio (para remover a proteina) e
ultracentrifugacéo (para remover LPS3) [por exemplo,
referéncia 84]. Um processo mais preferido [30], contudo,

envolve a precipitacdo de polissacarideo seguido por
solubilizacdo do polissacarideo precipitado utilizando um
dlcool inferior. A precipitacdo pode ser conseguida usando

um detergente catidénico, tais como sais de tetrabutilaménio
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e de cetiltrimetilamédnio (por exemplo, os sais de brometo),

ou brometo de hexadimetrina e sais de
miristiltrimetilaménio. Brometo de cetiltrimetilamédnio
('CTABR') ¢é particularmente preferido [85]. A solubilizacé&o

do precipitado pode ser conseguida utilizando um &lcool
inferior tal como metanol, propan-1-o0l, propan-2-ol, butan-
1-0l, butan-2-o0l, 2-metil-propan-1-o0l, 2-metil-propan-2-ol,
didis, etc., mas o etanol ¢é particularmente adequado para
solubilizante de complexos de polissacarideos CTAB. O
etanol ¢é preferencialmente adicionado ao polissacarideo
precipitado para dar uma concentracdo final (com base no

teor total de etanol e &gua) de entre 50% e 95%.

Depois da re-solubilizacdo, o polissacarideo pode ser
adicionalmente tratado para remover o0s contaminantes. Isto
é particularmente importante em situacdes em gque, mesmo a
menor contaminacdo ndo é aceitdvel (por exemplo, para a
producdo de vacina humana). Isto vaili tipicamente envolver
um ou mais passos de filtracdo por exemplo, filtracédo
profunda, filtracdo através de carvdo ativado pode ser
utilizado, filtracdo de tamanho e/ou ultrafiltracdo. Depois
de filtrado para remover o0s contaminantes, o polissacarideo
pode ser precipitado para tratamento posterior e/ou de
processamento. Isto pode ser convenientemente alcancado por
meio da troca catides (por exemplo, através da adicdo de

sals de célcio ou de sdédio).

Como uma alternativa a purificacédo, os sacidridos capsulares
da presente invencdo podem ser obtidos por sintese, por
exemplo, total ou parcial, a sintese Hib é divulgada na

referéncia 86, a sintese MenA, na referéncia 87.

As composicdes da invencdo compreendem 0s sacaridos
capsulares de pelo menos dois Serogrupos de N.

meningitidis. Os sacarideos s&do preferencialmente
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preparados separadamente (incluindo qualguer fragmentacdo,
conjugacdo, modificacdo, etc.) e, em seguida, misturados

para se obter uma composicdo da invencéo.

Quando a composicdo compreende o sacadrido capsular do
serogrupo A, no entanto, ¢é preferivel que o sacéarido do
serogrupo A ndo seja combinado com o outro sacarido um
pouco antes da utilizacdo, a fim de minimizar o potencial
para a hidrdélise. Isto pode convenientemente ser conseguido
tendo o componente do serogrupo A (normalmente em conjunto
com excipientes apropriados) na forma liofilizada e o outro
componente do serogrupo na forma ligquida (também com
excipientes adequados), com os componentes liquidos a serem
utilizados para reconstituir o componente MenA liofilizado,
quando pronto para utilizacdo. Quando um adjuvante de sal
de aluminio é utilizado, ¢é preferivel incluir o adjuvante
no frasco contendo a wvacina com o liquido, e ©para

liofilizar o componente MenA sem adjuvante.

Uma composicdo da invencdo pode, assim, ser preparada a
partir de um kit que compreende: (a) sacédrido capsular de
N. meningitidis do serogrupo A, na forma liofilizada; e (b)
0s restantes antigénios a partir da composicdo, em forma
liquida. A invencdo também fornece um método para a
preparacdo de uma composicdo da invencdo, compreendendo a
mistura de um sacdrido capsular liofilizado a partir de N.
meningitidis do serogrupo A, com 0s restantes antigénios,
em que os referidos outros antigénios estdo numa forma

liquida.

Dentro de cada dose, a quantidade de um antigénio de
sacarideo particular seréa, geralmente, entre 1-50 ug
(medida como massa de sacéarido), com cerca de 2,5 upg, 5 ug
ou 10 npg de cada um sendo preferido. Com A:C:W135:Y
proporcdes de peso de 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2:1:1:1; 4:2:1:1;
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8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1; 4:4:2:1;
2:2:1:2; 4:4:1:2; 2:2:2:1 e, por conseguinte, a quantidade
representada pelo nUmero 1 é de preferéncia cerca de 2,5
ng, 5 pg ou 10 pg. Para uma proporcgdo de 1:1:1:1 A:C:W:Y e
uma composicdo de 10 upg por sacidrido, por conseguinte, de
40 npg de sacarideo sdo administradas por dose. As
composicbes preferidas tém a seguinte pg de sacarideos por

dose:

A 10 0 0 0 10 5 2.5
G 10 10 5 2.5 5 5 25
W13s | 10 10 5 2.5 5 & 2.5
Y 10 10 5 2.5 5 & 2.5

As composicdes preferidas da presente invencdo compreendem
menos de 50 pg por dose de sacédrido meningocdcico. Outras
composicdes preferidas compreendem < 40 npg sacarido
meningocdcico por dose. Outras composicdes preferidas
compreendem < 30 pg sacarido meningocdcico por dose. Outras
composicdes preferidas compreendem < 25 ng de sacarido
meningocdcico por dose. OQutras composicdes preferidas
compreendem < 20 ng de sacarido meningocdcico por dose.
Outras composicdes preferidas compreendem < 10 ng de
sacdrido meningocdcico, por dose, mas, de preferéncia, as
composicdes da invencdo compreendem, pelo menos, 10 pg por

dose de sacidrido meningocdbdcico.

Os conjugados Menjugate™ e NeigVac™ MenC utilizam um
adjuvante de hidréxido, enquanto Meningitec™ utiliza um
fosfato. E possivel, em composicdes da invencdo adsorver
alguns antigénios de um hidrdéxido de aluminio, mas ter

outros antigénios em associacdo com um fosfato de aluminio.

32



Para combinacdes do serogrupo tetravalente, por exemplo, as

seguintes permutacdes estdo disponiveis:

Serogroup Aluminium salt (H = a hydroxide: P = @ phosphate}

A P H p H H H P £ ] H H H P P P H

C P H H P H H P H H P P H P H P P

W135 P H H H P H H F H H P P P P H P

Y P H H H H P H H PP H P H P P P
Para combinacdes trivalentes do Serogrupo de N.

meningitidis, 0s seguintes permutag¢des estédo disponiveis:

Serogroup | Aluminium salt (H = a hydroxide; P = a phosphate)

# P H H H P P
W13s P H H P H P
Y P H P H H H

Haemophilus influenzae tipo B

Quando a composicdo inclui um antigénio de H. influenzae
tipo B, que seréd tipicamente um antigénio sacérido capsular
Hib. Antigénios sacarideos de H. influenzae b sdo bem

conhecidos.

Com vantagem, o sacarido Hib é conjugado de forma covalente
a uma proteina transportadora, a fim de aumentar a sua
imunogenicidade, especialmente em criancas. A preparacdo de
conjugados de polissacaridos, em geral, e de polissacarideo
capsulares Hib em particular, ¢é bem documentada [por
exemplo, referéncia 88-96 etc.]. A invencdo pode utilizar
qualguer conjugado Hib adequado. Proteinas transportadoras
adequadas sdo descritas abaixo, e os veiculos preferidos

para os sacarideos Hib sdo CRMig; ('HbOC'), toxdide teténico
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('"PRP-T") e o complexo de membrana externa de N.

meningitidis ('PRP-OMP').

A porcéao de sacarido do conjugado pode ser um
polissacarideo (por exemplo, de comprimento total do
fosfato de poliribosilribitol (PRP)), mas prefere-se
hidrolisar polissacdridos para formar oligossacarideos (por

exemplo, MW de ~ 1 a -5 kDa).

Um conjugado preferido compreende um oligossacarideo Hib
ligado covalentemente a CRM;g; por meio de um ligante de
dcido adipico [97, 98]. O toxdbdéide do tétano é também um

veiculo preferido.

As composicdes da invencdo podem compreender mais do gue um

antigénio Hib.

Quando uma composicdo inclui um antigénio sacarido Hib, é
preferivel que ndo inclua também um adjuvante de hidrdxido
de aluminio. Se a composicdo inclui um adjuvante de fosfato
de aluminio, em seguida, o antigénio Hib pode ser adsorvido

ao adjuvante [99] ou pode ser ndo-adsorvido [100].

Antigénios Hib podem ser liofilizados, por exemplo em

conjunto com antigénios de meningococos.

Streptococcus pneumoniae

Quando a composicdo inclui um antigénio de S. pneumoniae,
que normalmente serd um antigénio de sacarido capsular, &,
de preferéncia conjugado com uma proteina transportadora
[por exemplo. referéncias 31-33]. E preferivel incluir
sacaridos de mais de um sorotipo de S. pneumoniae. Por
exemplo, misturas de ©polissacaridos de 23 serotipos
diferentes s&o largamente utilizados, como s&o vacinas

conjugadas com polissacarideos de entre 5 e 11 serotipos
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diferentes [1017. Por exemplo, Prevnar™ [102] contém
antigenos de sete sorotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, e
23F) com cada sacarido conjugado individualmente a CRMjgy
por aminacdo redutora, com 2 ug de cada sacarido por dose
de 0,5 ml (4 ug do sorotipo ©6B), e com conjugados
adsorvidos sobre um adjuvante de fosfato de aluminio. As
composicdes da invencdo incluem, de preferéncia, pelo menos
0s sorotipos 6B, 14, 19F e 23F. 0s conjugados podem ser

adsorvidos sobre um fosfato de aluminio.

Como alternativa a utilizacdo de antigénios sacarideos de
pneumococo, a composicdo pode incluir um ou mais antigenes
polipeptidicos. Sequéncias do genoma de varias estirpes de
pneumococos estdo disponiveis [103,104] e podem ser
submetidas para inverter a vacinologia [105-108] para
identificar antigenes polipeptidicos adequados [109,110].
Por exemplo, a composicdo pode incluir um ou mais dos
seqguintes antigénios: PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SPSA, LytB,
LytC, LytA, SP125, SP101, SP128 e SP130, conforme definido

na referéncia 111.

Em algumas formas de realizacdo, a composicdo pode incluir
tanto antigénios sacaridos como polipeptidicos de
pneumococo. Estes podem ser utilizados em mistura simples,
ou o antigénio sacidrido de pneumococos pode ser conjugado
com uma proteina pneumocdcica. Proteinas veiculares
apropriadas para tais formas de realizacdo incluem os

antigénios listados no paradgrafo anterior [111].

Antigenos pneumocd)cicos podem ser liofilizado por exemplo,

juntamente com antigenos meningocdcicos e/ou Hib.

Conjugagdo covalente

Sacadridos capsulares em composicdes da invencdo irdo

geralmente ser conjugados com a proteina transportadora. Em
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geral, a conjugacao aumenta a imunogenicidade dos
sacarideos na medida em que o0s converte a partir de
antigénios T independentes a antigénios dependentes de T,
permitindo assim a iniciacdo da memdéria imunoldbgica. A
conjugacéao é particularmente util para as vacinas
pedidtricas e é uma técnica bem conhecida [por exemplo,

revista nas referéncias 112 e 88-96].

Proteinas de transporte preferidas sdo toxinas ou toxdides
bacterianos, tais como o toxdide da difteria ou o toxdide
tetdnico. O CRMjy; da toxina da difteria mutante [79113114]
é particularmente preferido. Outras proteinas
transportadoras adequadas incluem a proteina da membrana
externa de N. meningitidis [68], ©péptidos sintéticos
[69,70], proteinas de choque térmico [71,72], proteinas de
tosse convulsa [73,74], citocinas [76], linfocinas [76],
hormonas (7617, fatores de <crescimento [76], proteinas
artificiais compreendendo multiplos epitopos de células T
CD4" humanas de diversos antigénios derivados de agentes
patogénicos [115], proteina D de H. influenzae [75, 116],
proteina de superficie pneumocdcica PspA [117], proteinas
de ferro-captacdo [78], toxina A ou B de C. difficile [77],
etc. 0Os veiculos preferidos sdo o toxbide diftérico,

toxbide teténico, proteina D de H. influenzae, e CRMig7.

Dentro de uma composicdo da invencdo, ¢é possivel utilizar
mais do que uma proteina transportadora, por exemplo, para
reduzir o risco de supressdo transportadora. Assim,
diferentes proteinas de transporte podem ser utilizadas
para diferentes serogrupos, por exemplo, sacaridos do
serogrupo A poderiam ser conjugados com CRMjg;, enquanto os
sacaridos do serogrupo C podem ser conjugados com o toxdide
do tétano. Também é possivel usar mais do que uma proteina
transportadora para um sacarido, por exemplo, o antigénio

de sacarideos especificos do serogrupo A pode estar em dois
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grupos, com alguns conjugados com CRMig; € outros conjugados
com o toxdéide do tétano. Em geral, no entanto, prefere-se
usar a mesma proteina transportadora para todos 0s

sacarideos.

A proteina transportadora uUnica pode levar mais de um
antigeno de sacarideo [118]. Por exemplo, uma Unica
proteina transportadora pode ter conjugada a ela sacarideos
dos serogrupos A e C. Para atingir este objetivo, os
sacdridos podem ser misturados antes da reacdo de
conjugacdo. Em geral, no entanto, prefere ter-se conjugados

separados para cada serogrupo.

Os conjugados com um sacarido: proteina (p/p) de entre 1:5
(isto é, o excesso de proteina) e 5:1 (isto &, o excesso de
sacarido) sdo preferidos. S&do preferidos récios 1:2-5:1,
enquanto as razdes entre 1:1,25 e 1:2,5 sdo o0s mais
preferidos. O excesso de ©proteina transportadora é

preferido para MenA e MenC.

Os conjugados podem ser utilizados em conjunto com a
proteina transportadora livre [119]. Quando uma dada
proteina transportadora estd presente tanto na forma livre
e conjugada numa composicdo da invencdo, a forma néo
conjugada é de preferéncia nédo mais do que 5% da quantidade
total de proteina veiculo na composicdo, como um todo, e

mais preferencialmente presente menos do que 2% em peso.

Qualgquer reacdo de conjugacdo adequada pode ser usada, com

qualquer ligante adegquado, quando necessario.

O sacarido serd tipicamente ativado ou funcionalizado antes
da conjugacdo. A ativacdo pode envolver, por exemplo,
reagentes cianilizidores tais como CDAP (por exemplo, 1-
ciano-4-dimetilamino piridina tetrafluorborato [120,121,

etcl]). Outras técnicas adequadas usam carbodiimidas,
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hidrazidas, esteres ativos, norborane, adcido P-
nitrobenzdico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; ver

também a introducdo da referéncia 94).

Ligacdes através de um grupo ligante podem ser feitas
utilizando qualquer procedimento conhecido, por exemplo, oS
procedimentos descritos nas referéncias 122 e 123. Um tipo
de ligacdo envolve a aminacdo redutora do polissacérido,
acoplando o grupo amino resultante com uma extremidade de
um grupo ligante de 4cido adipico, e em seguida o
acoplamento de uma proteina para a outra extremidade do
grupo ligante de 4&cido adipico 1[92, 124, 125]. Outros
ligantes incluem B-propionamido [126], nitrofenil-etilamina
[127], haletos de halocacilo [128], ligacdes glicosidicas,
[129], é&cido 6-aminocaprdéico [130], ADH [131], unidades C4
a Cip» [132] etc. Como uma alternativa a utilizacdo de um
ligante, a ligacédo direta pode ser usada. Ligacdes diretas
a proteina podem compreender a oxidacdo do polissacarido
seguido por aminacdo redutiva com a proteina, tal como

descrito em, por exemplo, as referéncias 133 e 134.

Um processo que envolve a introducdo de grupos de
aminodcidos em que o0 sacarido (por exemplo, substituindo os
grupos terminais = 0O com -NH;) seguida por derivatizagéo
com um diéster de &acido adipico (por exemplo, &cido adipico
diéster N-hidroxisuccinimido) e de reacdo com a proteina
transportadora ¢é preferido. Outra reacdo preferida usa a
ativacdo CDAP com uma transportadora, por exemplo, proteina

D para MenA ou MenC.

Apbs a conjugacdo, sacarideos livres e conjugados podem ser

separados. Existem muitos métodos adequados, incluindo
cromatografia hidrofébica, ultrafiltracéo tangencial,
diafiltracdo, etc. [Ver também as referéncias 135 e 130,
etc.]
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Quando a composicdo da invencdo inclui um conjugado de
oligossacéarido, é preferido que a preparacao de

oligossacérido precede a conjugacéo.

Vesiculas de membrana externa

E preferivel que as composicdes da invencdo ndo devem
incluir misturas complexas ou indefinidas de antigénios,
gque sdo caracteristicas tipicas de OMVs. No entanto, uma
forma na qual a invencdo pode ser aplicada para as OMVs é
onde as OMVs estdo a ser administradas num esquema de dose

miltipla.

Onde mais do gque uma dose OMV é para ser administrada, cada
dose ©pode ser complementada (pela adicdo da proteina
purificada ou por expressdo da proteina dentro das
bactérias a partir da qual as OMVs sdo derivadas) por uma
da primeira proteina, segunda proteina ou terceira
proteina, tal como definido acima. De preferéncia doses
diferentes sdo complementadas com diferentes variantes
NMB1870. Num calenddrio de OMV de trés doses, por exemplo,
cada dose pode conter uma proteina diferente da primeira
proteina, segunda e terceira proteina de tal modo que,
depois de receber trés doses de OMVs, todas as trés
variantes foram recebidas. Num calendadrio de OMV de duas
doses, uma variante pode ser utilizada por dose OMV
(omitindo, assim, uma variante), ou uma ou ambas as doses
de OMV poderia ser complementada com mais de uma variante,
a fim de se obter uma cobertura com todas as trés
variantes. Em formas de realizacdo preferidas, existem trés
doses de OMV, e cada uma das trés doses de OMV contém trés
diferentes populacdes de vesiculas por manipulacéo
genética, cada uma exibindo trés subtipos, dando assim nove

subtipos diferentes no total.
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Esta abordagem pode ser utilizada em geral para melhorar as
preparacdes de microvesiculas de N. meningitidis do
serogrupo B [1371, 'OMVs nativas' [138], bolhas ou
vesiculas de membrana externa [por exemplo, referéncias
139-144, etc]. Estes podem ser preparados a partir de
bactérias que foram geneticamente manipuladas [145-148],
por exemplo, para aumentar a imunogenicidade (imunogénios
por exemplo, hiper-expressos), para reduzir a toxicidade,
para inibir a sintese de polissacarideo capsular, para
infra-regular a expressdo de PorA, etc. Podem ser
preparados a partir de estirpes hiper-bolhosas [149-152].

As vesiculas de uma Neisseria ndo patogénicas podem ser

incluidas [153]. As OMVs podem ser preparadas sem a
utilizacdo de detergentes [154,155]. Podem expressar
proteinas nédo Neisseria na sua superficie [156]. Podem ser

empobrecidas em LPS. Podem ser misturados com antigénios
recombinantes [139,157]. As vesiculas de bactérias com
subtipos de proteina de membrana externa da classe I
diferente podem ser usadas, por exemplo, seis subtipos
diferentes [158159] wusando duas populacdes de vesiculas
geneticamente modificadas diferentes, cada um exibindo trés
subtipos, ou nove subtipos diferentes, wutilizando trés
populacdes de vesiculas geneticamente modificadas
diferentes, cada um exibindo trés subtipos, etc. Subtipos
uteis incluem: P1.7.16; P1.5-1.2-2; P1.19.15-1; P1.5-2.10;
P1.12-1.13; P1.7-2.4; P1.22.14; P1.7-1.1; P1.18-1.3,6.

Também é possivel, é claro, complementar as preparacdes de

vesiculas com dois ou trés variantes diferentes.

Imunizacdo

A composicdo da invencdo é preferivelmente uma composicédo

imunogénica, e a 1invencdo proporciona uma composicdo
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imunogénica da invencéo para utilizacéo como um

medicamento.

A invencdo ¢ Util num método para aumentar uma resposta de
anticorpos num mamifero, compreendendo a administracdo de
uma composicdo imunogénica da invencdo ao mamifero. A
resposta de anticorpos ¢é de preferéncia uma resposta

protetora e/ou bactericida do anticorpo.

A invencdo ¢ Util num método para proteger um mamifero
contra uma infecéo de Neisseria (por exemplo,
meningocdcica), compreendendo a administracdo ao mamifero

de uma composicdo imunogénica da invencéo.

A invencdo também proporciona a utilizacdo de pelo menos
dois antigénios de (a) e (b) como definido acima no fabrico
de um medicamento para a prevencdo da infecdo de Neisseria

(por exemplo, meningocdcica) num mamifero.

O mamifero é preferencialmente um ser humano. O ser humano

pode ser um adulto ou, preferencialmente, uma crianca.

As composicdes imunogénicas da invencéo podem  ser
utilizadas terapeuticamente (ou seja, para tratar uma
infecdo Jj& existente) ou profilaticamente (ou seja, para

evitar uma futura infecdo).

As utilizacdes e métodos sdo particularmente Uteis para a
prevencdo/tratamento de doencas incluindo, mas ndo limitado
a, meningite (meningite Dbacteriana em particular) e

bacteremia.

A eficédcia do tratamento terapéutico pode ser testada pela
monitorizacdo da infecdo Neisseria apds a administracdo da
composicéo da invencéao. A eficécia do tratamento

profilatico ©pode ser testada pela monitorizacdo das
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respostas imunes contra NMB1870 apds a administracdo da
composicdo. A imunogenicidade de composicgdes da invencédo
pode ser determinada administrando-as para testar
individuos (por exemplo, criancas. 12-16 meses de idade ou
modelos animais [160]) e, em seguida, determinar os
pardmetros usuais, incluindo anticorpos Dbactericidas do
soro (SBA) e titulos ELISA (GMT) e de alta avidez de anti-
cépsula de IgG total. Estas respostas imunes seré
geralmente determinadas de cerca de 4 semanas apds a
administracdo da composicdo, e em comparacdo com os valores
determinados antes da administracdo da composicdo. E
preferido um aumento de SBA pelo menos 4 vezes ou 8 vezes,.
Quando mais de uma dose da composicdo é administrada, mais

do gque uma determinacdo pds-administracdo pode ser feita.

As composicdes preferidas da presente invencdo podem
conferir um titulo de anticorpos num paciente, que &
superior ao critério de seroprotecdo para cada componente
antigénico para uma percentagem aceitdvel de sujeitos
humanos. Antigenos com um titulo de anticorpo associado
acima do qual um hospedeiro considerado para ser
seroconvertido contra o antigénio sdo bem conhecidos, e
tais titulos sdo publicados por organizacdes como a OMS. De
preferéncia mais do que 80% de uma amostra estatisticamente
significativa de individuos se seroconverteram, mais
preferencialmente mais do que 90%, ainda mais
preferencialmente mais do que 93% e mais preferencialmente

96-100%.

As composicdes da invencdo serdo geralmente administradas
diretamente a um paciente. A entrega direta pode ser
conseguida por injecdo parentérica (por exemplo, por via
subcutédnea, por via intraperitoneal, por via intravenosa,
por via intramuscular, ou para O espaco intersticial de um

tecido), ou por administracdo rectal, oral, wvaginal,
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tépica, transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar
ou outra mucosa. Administracdo por via intramuscular na
coxa ou do braco ¢é o preferido. A injecdo pode ser feita
através de uma agulha (por exemplo, uma agulha
hipodérmica.), mas injecdo sem agulha pode ser usado em
alternativa. Uma dose tipica ¢é de 0,5 ml por via

intramuscular.

A invencdo pode ser utilizada para induzir a imunidade

sistémica e/ou das mucosas.

O tratamento por dosagem pode ser um programa de dose Unica
ou um programa de multiplas doses. Doses multiplas podem
ser usadas num esquema de 1imunizacdo primdria e/ou num
esquema de imunizacdo de reforco. Um esquema de dose
primdria pode ser seguido por um programa de dose de
reforco. O tempo adequado entre as doses penetrantes (por
exemplo, entre 4-16 semanas), e entre dose inicial e

reforco pode ser rotineiramente determinada.

A composicdo imunogénica da invencédo incluird geralmente um
transportador farmaceuticamente aceitédvel, o qual pode ser
qualquer substéncia que ndo induza ela prdpria a producédo
de anticorpos prejudiciais para o paciente qgue recebe a
composicdo e qgue podem ser administrados sem toxicidade
indevida. Os veiculos apropriados podem ser grandes
macromoléculas, lentamente metabolizadas, tais como
proteinas, polissacarideos, 4&acidos polilacticos, &acidos
poliglicdélicos, aminoédcidos poliméricos, copolimeros de
aminoacidos, e particulas de virus inativos. Tais
transportadores s&o bem conhecidos dos peritos na técnica.
Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis podem incluir
liquidos, tais como &gua, soro fisioldgico, glicerol e
etanol. Substédncias auxiliares, tais como agentes molhantes

ou emulsionantes, substéncias tamponantes de pH e
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semelhantes, podem também estar presentes em tais veiculos.
Os lipossomas sdo veiculos adequados. Uma discusséo
completa de excipientes farmacéuticos estd disponivel na

referéncia 161.

Infecdes de Neisseria afetam varias &reas do corpo, € assim
as composicdes da invencdo podem ser preparados de varias
formas. Por exemplo, as composicdes podem ser preparadas
como injetdveis, quer como solucgdes liquidas ou suspensdes.
Formas sdélidas adequadas para solucdo em, ou suspensdo em,
veiculos liquidos antes da injecdo podem também ser
preparadas. A composicéao pode ser preparada para
administracdo tépica, por exemplo, como uma pomada, creme
ou pbd. A composicdo & preparada para administracdo oral,
por exemplo como um comprimido ou céapsula, ou como um
xarope (opcionalmente aromatizado). A composicdo pode ser
preparada para administracdo pulmonar, por exemplo, cComo um
inalador, utilizando um pd fino ou um spray. A composicédo
pode ser preparada como um supositdé4rio ou pessdrio. A
composicdo pode ser preparada para administracdo nasal,
aural ou ocular, por exemplo, a administracdo na forma de

gotas.

A composicdo é de preferéncia estéril. E preferencialmente
livre de pirogénios. E, de preferéncia tamponada, por
exemplo, entre pH 6 e pH 8, geralmente por volta de pH 7.
Onde uma composicdo compreende um sal de hidrdxido de
aluminio, ¢é preferivel utilizar um tampdo de histidina
[162]. As composicdes da invencdo podem ser isotdnicas no

que diz respeito aos seres humanos.

As composicgdes 1imunogénicas compreendem uma quantidade
imunologicamente eficaz de imunogénio, assim como qualguer
outra de outros componentes especificados, conforme

necessario. Por "quantidade imunologicamente eficaz"
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pretende-se dizer que a administracdo dessa gquantidade a um
individuo, quer numa dose Unica ou como parte de uma série,
¢ eficaz para tratamento ou prevencdo. Esta quantidade
varia dependendo da sautde e condicdo fisica do individuo a
ser tratado, idade, grupo taxondmico do individuo a ser
tratado (por exemplo, primata ndo-humano, primata, etc.), a
capacidade do sistema imunitdrio do individuo para
sintetizar anticorpos, o grau de protecdo desejado, a
formulacdo da wvacina, a avaliacdo do médico assistente da
situacdo médica, e outros fatores relevantes. Espera-se que
a quantidade iréd cair numa gama relativamente ampla gue
pode ser determinada através de ensaios de rotina. O
tratamento por dosagem pode ser um programa de dose Unica
ou um plano de dose multipla (por exemplo, incluindo doses
de reforco). A composicdo pode ser administrada em conjunto

com outros agentes imunorreguladores.

Uma composicdo imunogénica iréd geralmente incluir um
adjuvante. Os adjuvantes preferidos ©para aumentar a
eficdcia da composicdo incluem, mas ndo estdo limitados a:
(A) MF59 (5% de esqualeno, 0.5% de Tween 80, e 0,5% de Span
85, formulado em ©particulas submicrénicas usando um
microfluidificador) [ver Capitulo 10 da referéncia 163, ver
também a referéncia 164]; (B) microparticulas (isto é, uma
particula de ~ 100nm a ~ 150 um de didmetro, mais de
preferéncia, de 200 nm a ~ 30 um de didmetro, e mais
preferencialmente a 500 nm a ~ 10 um de didmetro) formadas
a partir de materiais que sdo biodegradaveis e nado-tdxicos
(por exemplo, um  poli (Acido hidroxi-o), um acido
polihidroxibutirico, um poliortoéster, um polianidrido, uma
policaprolactona, etc.), com poli (lactido-co-glicolido),
sendo preferivel ('"PLG'"), opcionalmente tendo uma
superficie carregada (por exemplo, adicionando um

detergente catidnico, anidbnico, ou ndo-idnico, como SDS
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(negativo) ou CTAB (positivo) [por exemplo, referéncias 165
e 166.1; (C) lipossomas [ver Capitulos 13 e 14 da
referéncia 163]; (D) ISCOMs |[ver capitulo 23 da referéncia
163], e que pode ser desprovido de detergente adicional
[167]; (E) SAF, contendo 10% de esqualeno, 0,4% de Tween
80, 5% de polimero plurdnico em bloco L121 e thr-MDP, guer
microfluidizado numa emulsdo submicrdédnica ou vdrtice para
gerar um maior tamanho das particulas da emulsdo [ver
capitulo 12 da referéncia 163]; (F) sistema adjuvante (RAS)
Ribi™, (Ribi Immunochem) contendo 2% de esqualeno, 0,2% de
Tween 80, e um ou mais componentes da parede celular
bacteriana a partir do grupo que consiste em monofosforil-
lipido A (MPL), dimicolato de trealose (TDM) e estrutura da
parede celular (CWS), preferencialmente MPL + CWS (Detox™);
(G) adjuvantes saponina, como QuilA ou QS21 [ver Capitulo
22 da referéncia 163], também conhecido como Stimulon™; (H)
quitosano [por exemplo, 168]; (I) adjuvante completo de
Freund (CFA) e adjuvante incompleto de Freund (IFA); (J)
citoquinas, tais como interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.), interferdes (por

exemplo, interferdo-vy), fator de estimulacdo de coldnias de

macréfagos, fator de necrose tumoral, etc. [ver capitulos
27 e 28 da referéncia 163], RC529; (K) uma saponina (por
exemplo, QS21.) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + um
esterol) [169]; (L) monofosforil-lipido A (MPL) ou 3-0-

desacilado MPL (3dMPL) [por exemplo, capitulo 21 da
referéncia 163]; (M) combinacdes de 3dMPL com, por exemplo,
0s21 e/ou emulsdes de bleo-em-4gua [1701; (N)
oligonucleidos compreendendo motivos CpG [171], ou seja,
contendo pelo menos um dinucleotideo CG, com 5-
metilcitosina opcionalmente, ser utilizadas em vez de
citosina; (0) um éter de polioxietileno ou um éter de
polioxietileno [172]; (P) um agente tensiocativo de éster de

polioxietileno de sorbitano em combinag¢do com um octoxinol
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[173] ou um alquil éter de polioxietileno ou éster

tensiocativo em combinacdo com pelo menos um tensioativo néo

iénico adicional, tal como um octoxinol [174]; (Q) um
oligonucleido imunoestimulador (por exemplo, um
oligonucledétido CpG) e uma saponina [175]; (R) um

imunoestimulante e uma particula de sal de metal [176]; (S)
uma saponina e uma emulsdo de oOleo-em-a&gua [177]; (T)
enterotoxina de 1labil ao calor de E. coli ("LT"), ou os
seus mutantes destoxificados, tais como os mutantes K63 ou
R72 [por exemplo, Capitulo 5 da referéncia 38]; (U) toxina
da cdlera ("TC"), ou mutantes destoxificados da mesma [por
exemplo, Capitulo 5 da referéncia 38]; (V) ARN de cadeia
dupla; (W) sais de aluminio, tails como hidréxidos de
aluminio (incluindo oxihidréxidos), fosfatos de aluminio
(incluindo hidroxifosfatos), sulfato de aluminio, etc.
[Capitulos 8 e 9 na referéncia 163] ou sais de célcio, tais
como fosfato de célcio; e (X) outras substéncias que agem

como agentes imunoestimulantes para reforcar a eficécia da

composicéado [por exemplo. consulte o Capitulo 7 da
referéncia 163]. Sais de aluminio (fosfatos de aluminio e,
em particular hidroxifosfatos e/ou hidréxidos e

particularmente oxi-hidrdéxido) e MF59 s&do os adjuvantes
preferidos para a imunizacdo parentérica. Os mutantes da
toxina sdo adjuvantes preferidos de mucosa. QS21 é outro
adjuvante Util para NMB1870, o qual pode ser usado
isoladamente ou em combinacdo com qualquer um de (A) a (X),
por exemplo, com um sal de aluminio. As composicdes de
acordo com a reivindicacdo 1 incluem um adjuvante de sal de
aluminio. Péptidos de muramil incluem N-acetil-muramil-L-
treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-
D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicerol-

3-hidroxifosforiloxi)-etilamina MTP-PE), etc.
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Expressdo de proteinas

Técnicas de expressdo bacteriana sdo conhecidas na técnica.
Um promotor bacteriano é qualgquer sequéncia de ADN capaz de
se ligar a polimerase de ARN bacteriana e iniciar a Jjusante
(3'") de uma seguéncia codificante (por exemplo, um gene
estrutural), em mARN. Um promotor terd uma regido de
iniciacdo da transcricdo gque estd normalmente situada
proximo da extremidade 5' da sequéncia de codificacdo. Esta
regido de iniciacdo da transcricdo normalmente inclui um
local de 1ligacdo da polimerase de ARN e um local de
iniciacdo da transcricdo. Um promotor Dbacteriano pode
também ter um segundo dominio designado por operador, que
poderd sobrepor-se um local de ligacdo da polimerase de ARN
adjacente no gqual a sintese de ARN comeca. O operador
permite a regulacdo (indutivel) negativa da transcricdo,
como uma proteina repressora do gene pode ligar-se ao
operador e deste modo inibir a transcricdo de um gene
egspecifico. A expressdo constitutiva pode ocorrer na
auséncia de elementos reguladores negativos, como O
operador. Além disso, a regulacdo positiva pode ser
conseguida por uma sequéncia de ligacdo da ©proteina
ativadora de gene, que, se presente & normalmente proximal
(5') & sequéncia de ligacdo da polimerase de ARN. Um
exemplo de uma proteina ativadora de gene é a proteina
ativadora de catabolitos (CAP), que ajuda a iniciar a

transcricdo do operdo lac em Escherichia coli (E. coli)

[Raibaud et al. (1984) Annu. Rev. Genet. 18: 173]. A
expressédo regulada pode, portanto, ser positiva ou
negativa, desse modo aumentando ou diminuindo a
transcricéo.

As sequéncias que codificam enzimas da via metabdlica
proporcionam sequéncias promotoras particularmente TUteis.

Exemplos incluem sequéncias promotoras derivadas de enzimas
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metabolizadoras de aclcar, tais como galactose, lactose
(lac) [Chang et al. (1977) Nature 198:1056], e maltose.
Exemplos adicionais incluem sequéncias promotoras derivadas
de enzimas biossintéticas, tais como triptofano (trp)
[Goeddel et al. (1980) Nuc. Acids Res. 8:4057; Yelverton et
al. (1981) Nucl. Acids Res. 9:731,; Patente US 4738921; EP
0036776 e EP 0121775]. O sistema p-lactamase (bla), o

promotor [Weissmann (1981) "The cloning of interferon and
other mistakes.” Em interferon 3 (ed. I. Gresser)],
bacteridéfago lambda PL [Shimatake et al. (1981) Nature

292:128] E T5 [Patente US 4689406]. Sistemas promotores
também fornecem sequéncias promotoras uteis. Outro promotor

de interesse & um promotor induzivel de arabinose (pBAD).

Além disso, os promotores sintéticos gque ndo ocorrem na
natureza também funcionam como promotores bacterianos. Por
exemplo, sequéncias de ativacdo de transcricdo de um
promotor bacteriano ou de bacteridédfago podem ser unidas com
as sequéncias de operdo de outro promotor bacteriano ou de
bacteridéfago, criando um promotor hibrido sintético
[Patente US 4551433]. Por exemplo, o promotor lac é um
promotor trp-lac hibrido composto de ambos os promotores
trp e seqgiiéncias operon lac que sdo reguladas pelo
repressor lac [Amann et al. (1983) Gene 25:167; de Boer et
al. (1983) Proc. Natl. Acad. 80:21]. Além disso, um
promotor bacteriano pode incluir promotores que ocorrem
naturalmente de origem ndo bacteriana que tém a capacidade
de se ligar a polimerase de ARN bacteriana e iniciar a
transcricdo. Um promotor que ocorre naturalmente de origem
ndo bacteriana também pode ser acoplado com uma polimerase
de ARN compativel para produzir elevados niveis de
expressdo de alguns genes em procariotas. O sistema
polimerase de ARN/promotor do bacteridéfago T7 €& um exemplo

de um sistema promotor acoplado [Studier et al. (1986) J.
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Mol. Biol. 189:113; Tabor et al. (1985) Proc Natl. Acad.
Sci. 82:1074]. Além disso, um promotor hibrido pode também
ser compreendido por um promotor bacteridfago e uma regido

do operador de E. coli (EP 267 851).

Além de uma sequéncia promotora funcional, um local de
ligacdo ao ribossoma eficiente ¢ também Util para a
expressdo de genes estranhos em procariotas. Em E. coli, ©
local de ligacdo ao ribossoma ¢é chamado de sequéncia de
Shine-Dalgarno (SD) e inclui um coddo de iniciacdo (ATG) e
uma sequéncia de 3-9 nucledétidos de comprimento localizada
3-11 nucledtidos a montante do coddo de iniciacdo [Shine et
al. (1975) Nature 254:34]. A sequéncia SD ¢ pensada para
promover a ligacéo do mARN ribossoma através do
emparelhamento de Dbases entre a sequéncia SD e a
extremidade 3' de E. coli 16S rARN, Steitz et al. (1979)
"Genetic Signals and nucleotide sequences in Messenger RNA"
em Biological Regulation and Development: Gene Expression
(ed. RF Goldberger)]. Para expressar genes eucaridticos e

genes procaridticos com fraca ligacdo do ribossoma local

[Sambrook et al. (1989) "Expression of cloned genes in
Escherichia coli." em Molecular Cloning: A Laboratory
Manual].

Uma sequéncia promotora pode ser diretamente ligada com a
molécula de ADN, caso em gue o primeiro aminodcido no N-
terminal serd sempre uma metionina, que ¢é codificada pelo
coddo de iniciacdo ATG. Se desejado, a metionina no N-
terminal pode ser <clivada a partir da proteina por
incubacdo in vitro com brometo de cianogénio ou por
incubacdo in vivo ou in vitro com uma peptidase de

metionina N-terminal bacteriana (EP 0219237).

Normalmente, as sequéncias de terminacdo da transcricéo

reconhecidas por bactérias s&o regides reguladoras
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localizadas a 3'do coddo de paragem da traducdo, e assim
juntamente com © flanco promotor da sequéncia de
codificacdo. Estas sequéncias dirigem a transcricdo de um
mARN que pode ser traduzido no polipéptido codificado pelo
ADN. As sequéncias de terminacdo da transcricdo incluem
frequentemente sequéncias de ADN de cerca de 50 nucledtidos
capazes de formarem estruturas em laco estaminais que
auxiliam na terminacdo da transcricdo. Exemplos incluem
sequéncias de terminacdo da transcricdo derivadas de genes
com promotores fortes, tais como o gene trp em E. coli, bem

como outros genes biossintéticos.

Normalmente, os componentes acima descritos, compreendendo
um promotor, sequéncia de sinal (se desejado), sequéncia
codificante de interesse, e sequéncia de terminacdo da
transcricdo, s&do colocados em conjunto em construcdes de
expressdo. As construcdes de expressdo sdo muitas vezes
mantidas num replicéo, tal como um elemento
extracromossémico (por exemplo, plasmideos) capazes de
manutencdo estédvel num hospedeiro, tal como as bactérias. O
replicdo terd um sistema de replicacdo, permitindo-lhe
assim ser mantido num hospedeiro procariota, quer para
expressdo ou para clonagem e amplificacdo. Além disso, um
replicdo pode ser um plasmideo de elevado ou baixo nuUmero
de cépias. Um plasmideo de elevado numero de cdpias teréd
geralmente um numero de cédpias que varia desde cerca de 5 a
cerca de 200, e normalmente cerca de 10 a cerca de 150. Um
hospedeiro contendo um plasmideo de elevado numero de
cbébpias conterd de preferéncia pelo menos cerca de 10, e
mais preferivelmente pelo menos cerca de 20 plasmideos. Ou
um vector com um elevado ou baixo numero de cdpias pode ser
selecionado, dependendo do efeito do vector e da proteina

estranha no hospedeiro.
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Alternativamente, as construcdes de expressdo podem ser
integradas no genoma bacteriano com um vector de
integracdo. Vectores de integracdo contém normalmente pelo
menos uma sequéncia homdéloga ao cromossoma bacteriano que
permite que o vector se integre. As integracdes parecem
resultar de recombinacg¢des entre ADN hombéblogo no vector e o
cromossoma bacteriano. Por exemplo, vectores de integracédo
construidos com ADN de véarias estirpes de Bacillus integram
0 cromossoma de Bacillus (EP  0127328). Vectores de
integracdo também podem ser constituidos por sequéncias de

bacteridéfagos ou transposbes.

Normalmente, as construcgdes de expressdo extracromossdmica
e de integracdo podem conter marcadores selecionaveis para
permitir a selecdo de estirpes bacterianas que foram
transformadas. Os marcadores seleciondveis podem ser
expressos no hospedeiro bacteriano e podem incluir genes

que tornam as bactérias resistentes a féarmacos, como a

ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, canamicina
(neomicina), e tetraciclina [Davies et al. (1978) Annu.
Rev. Microbiol. 32:469]. 0Os marcadores selecionédveis podem

também incluir genes biossintéticos, tais como os da
histidina, triptofano, leucina e vias Dbiossintéticas.
Alternativamente, alguns dos componentes acima descritos
podem ser colocados em conjunto em vectores de
transformacdo. Os vectores de transformacdo sdo geralmente
compostos de um marcador selecionavel que, ou é mantido num
replicdo ou desenvolvido num vector de integracdo, como

descrito acima.

Os vectores de expressdo e transformacdo, quer replicdes
extra-cromossédmicos ou vectores de integracdo, tém sido
desenvolvidos para transformacdo em muitas bactérias. Por
exemplo, vectores de expressdo tém sido desenvolvidos para,

inter alia, as seguintes bactérias: Bacillus subtilis
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[Paiva et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5582; EP
0036259 e EP 0063953; WO 84/04541]; Escherichia coli
[Shimatake et al. (1981) Nature 292:128; Amann et al.
(1985) Gene 40:183; Studier et al. (1986) J. Mol. Biol.
189:113; EP 0036776, EP 0136829 e EP 013690717,
Streptococcus cremoris [Powell et al. (1988) Appl. Environ.
Microbiol. 54:655]; Streptococcus lividans [Powell et al.
(1988) Appl. Environ. Microbiol. 54:655]; Streptomyces
lividans [Patente US 4745056].

Métodos de introducdo de ADN exdgeno em hospedeiros
bacterianos sdo bem conhecidos na técnica, e geralmente
incluem tanto a transformacdo de Dbactérias tratadas com
CaCl, ou outros agentes, tais como catides bivalentes e
DMSO. O ADN pode também ser introduzido em células
bacterianas por electroporacéo. Os processos de
transformacdo variam normalmente com a espécie bacteriana a
ser transformada. Ver, por exemplo [Masson et al. (1989)
FEMS Microbiol. Lett. 60:273; Paiva et al. (1982) Proc.
Natl. Acad. USA 79:5582; EP 0036259 e EP 0063953; WO
84/04541, Bacillus], [Miller et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. 85:856; Wang et al. (1990) J. Bacteriol.
172:949, Campylobacter], [Cohen et al. (1973) Proc. Natl.
Acad. Sci. 69:2110; Dower et al. (1988) Nucleic Acids Res.
16:6127; Kushner (1978) "An improved method for
transformation of Escherichia «coli with ColEl-derived
plasmids, em Genetic Engineering: Proceedings og the
International Symposium on Genetic Engineering (eds. H.W.
Boyer e S. Nicosia); Mandel et al. (1970) J. Mol. Biol.
53:159; Taketo (1988) Biochim. Biophvs. Acta 949:318;
Escherichia], [Chassy et al. (1987) FEMS Microbiol. Lett.
44:173 Lactobacillus]; [Fiedler et al. (1988) Anal. Biochem
170:38, Pseudomonas] ; [Augustin et al. (1990), FEMS
Microbiol Lett. 66:203, Staphylococcus], [Barany et al.
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(1980) J. Bacteriol. 144:698; Harlander (1987)
"Transformation of Streptococcus lactis by electroporation,
em: Streptococcal Genetics (ed. J. Ferretti e R. Curtiss
ITI); Perry et al. (1981) Infect. Immun. 32:1295; Powell et
al. (1988) Appl. Environ. Microbiol. 54:655; Somkuti et al.

(1987) Proc. 4th Evr. Cong. Biotechnology 1:412,
Streptococcus].
Geral

O termo "compreendendo" significa "incluindo", bem como
"composto", por exemplo, uma composicdo "compreendendo" X
pode consistir exclusivamente de X ou pode incluir algo por

exemplo adicional X + Y.

O termo "cerca" em relacdo a um valor numérico x significa,

por exemplo, x * 10%.

A palavra "substancialmente" ndo exclui "completamente" por
exemplo, uma composicdo que é "substancialmente livre" de Y
pode ser completamente livre de Y. Sempre que necessario, a
palavra "substancialmente" pode ser omitida da definicdo da

invencéo.

"Identidade de sequéncia" ¢ preferencialmente determinado
pelo algoritmo de pesquisa de homologia Smith-Waterman como
implementado no programa MPSRCH (Oxford Molecular), usando
uma pesquisa de lacuna afim com os parédmetros lacuna pena

aberta = 12 e pena de extensdo de lacuna = 1.

Depois do serogrupo, a classificacdo meningocédcica inclui
serotipo, serosubtipo e imunotipo, e o padréo de
nomenclatura lista serogrupo, serotipo, serosubtipo, e

imunotipo, cada um separado por uma virgula, por exemplo,
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B: 4: Pl.15: L3, 7,9. Dentro do serogrupo B, algumas
linhagens causam a doenca muitas vezes (hiperinvasivas),
algumas linhagens causam formas mais graves da doenca do
que outros (hipervirulentas), e outros raramente causam
apenas doenca. Sete linhagens hipervirulentas s&o
reconhecidas, nomeadamente os subgrupos I, III e 1IV-1,
complexos ET-5, complexos ET-37, fragmentacdo A4 e linhagem
3. Estes foram definidos por multilocus enzimdtico (MLEE),
mas digitacdo sequéncia multilocus (MLST) também foi
utilizada para classificar meningococos [referéncia 16]. Os
quatro principais grupos hipervirulentos sdo complexos

ST32, ST44, ST11 e ST8.

O termo "alquilo" refere-se a grupos alquilo, em ambas as
formas linear e ramificada, o grupo alguilo pode ser
interrompido com 1, 2 ou 3 heterodtomos selecionados a
partir de -0-,-NH- ou -S-. O grupo alquilo pode também ser
interrompido com 1, 2 ou 3 ligacgdes duplas e/ou triplas. No
entanto, o termo "alquilo", geralmente refere-se a grupos
alquilo com sem interrupcdes de heteroatomos ou
interrupcgdes duplas ou triplas de ligacdes. Sempre gue seja
feita referéncia a alquilo Ci-1;, pretende-se significar que
0 grupo alquilo pode conter qualgquer numero de &atomos de
carbono entre 1 e 12 (por exemplo, Ci, Cy, Cs, C4, Cs, Cq Coq,
Cg, Co, Cig, Ci11, Ci2). Do mesmo modo, gquando ¢&é feita
referéncia a alquilo Ci-¢, pretende-se significar que o

grupo algquilo pode conter qualquer numero de Aatomos de

carbono entre 1 e 6 (por exemplo, C;, C,, Cj3, C4, Cs, Cs).

0 termo "cicloalgquilo" inclui cicloalquilo,
policicloalquilo, e grupos cicloalcenilo, bem como
combinacdes destes com grupos algquilo, tais como grupos
cicloalgquilalquilo. 0 grupo cicloalquilo pode ser
interrompido com 1, 2 ou 3 heterodtomos selecionados a

partir de -0-, -NH- ou -S-. No entanto, o} termo
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"cicloalquilo"™ refere-se geralmente a grupos cicloalquilo
sem interrupcdes de heterodtomos. Exemplos de grupos
cicloalgquilo incluem grupos ciclopentilo, ciclohexilo,
ciclohexenilo, ciclohexilmetilo e adamantilo. Sempre que se
fagca referéncia a cicloalquilo Cs_1p, pretende-se significar
que o grupo cicloalquilo pode conter gqualgquer nuUmero de
dtomos de carbono entre 3 e 12 (por exemplo, Cs, C4, Cs, Cg,

Cy, Cs, Co, Cqig, C11, Ci2).

O termo "arilo" refere-se a um grupo aromédtico, tal como
fenilo ou naftilo. Sempre que é feita referéncia a arilo
Cs-12, entende-se que o grupo arilo pode conter qualquer
numero de atomos de carbono entre 5 e 12 (por exemplo, Cs,

Cs, Cy7, Cg, Co, Cqo, Ci1, C12).

I4

O termo " aril Cs_1p; alguilo Ci_¢" refere-se a grupos tais

como benzilo, feniletilo e naftilmetilo.

0Os grupos protetores de azoto incluem grupos sililo (tais
como TMS, TES, TBS, TIPS), derivados de acilo (tais como
ftalimidas, trifluoroacetamidas, metoxicarbonilo,

etoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo (Boc), benziloxicarbonilo

(7 ou Cbz), 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) , 2 -
(trimetilsilil) etoxicarbonilo, 2,2,2-
tricloroetoxicarbonilo (Troc)), derivados de sulfonilo

(tais como B-trimetilsililetanesulfonil (SES)), derivados
de sulfenilo, algquilo Ci_13, benzilo, benzidrilo, tritilo,
9-fenilfluorenilo, etc. Um azoto grupo protetor preferido é

Fmoc.
BREVE DESCRIgiO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a sequéncia de nucledtidos da regido a

montante de NMB1870.
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A Figura 2 é uma representacdo esquemdtica da estrutura de
proteinas TbpR e de antigénios NMB2132 e NMB1870. Os
peptideos lider e regides ricas em glicina proximais sé&o
indicados. Cinco caixas conservadas estdo indicadas por
diferentes motivos e as suas posic¢cdes sdo mapeadas na

sequéncia da proteina.

A Figura 3 mostra o aumento nos niveis de NMB1870 em N.

meningitidis MC58 durante a curva de crescimento.

A Figura 4 mostra o aumento em niveis de NMB 1870 no
sobrenadante ao longo do mesmo periodo. Niveis PorA e
niveis NMB1380 ndo aumentam. Os numeros acima das pistas
referem-se a ODgyy nm da cultura. KO indica um NMB 1870
nocaute mutante de MC58 e WCL estd para o controle inteiro

lisado celular.

A Figura 5 mostra as OMVs sondadas com anti-NMB 1870.

A Figura 6 mostra a andlise FACS de MC58 encapsulado ou um

MC58 mutante n&o encapsulado usando anti-NMB 1870.

A Figura 7 é um Western blot de um gel de gradiente de SDS-
PAGE, carregado com os lisados de células totais de altos
(pistas 1 e 2), intermedidrios (3 e 4) e de baixos (5 & 06)
expressores de NMB1870. Pista 7 contém um nocaute MC58
NMB1870. As pistas sdo as seguintes: (1) MC58, (2) H44/76,
(3) Nz394/98, (4) 961-5945, (5) 67/00, (6) M1239; (7)
MC58Anmb1870.

A Figura 8 mostra FACS e os titulos bactericidas para cada
um de um expressor elevado, médio e baixo, e também para o
nocaute NMB 1870. O expressor intermediadrio e baixo tém
sequéncias de aminoédcidos idénticos NMB 1870, com uma

identidade de 91,6% para MC58.

57



A Figura 9 é um dendograma mostrando o agrupamento estirpe
de acordo com as distédncias da proteina NMB 1870. As
marcacdes '1l', '2' e '3'indicam as trés variantes. Os
nimeros em paréntesis retos indicam o nUmero de estirpes
com sequéncia idéntica presentes em cada ramo do
dendrograma. As linhagens hipervirulentas sdo indicadas,
seguido do numero de estirpes, quando este é diferente do
nimero total. Serogrupos diferentes de B também sé&o
mostrados. As trés estirpes tipo (MC58, 961-5965 e M1239) e
as outras estirpes utilizadas na andlise soroldgica estéo

dentro de circulos.

A Figura 10 é um alinhamento da sequéncia da variante 1
(MC58), wvariante 2 (961-5945), e da variante 3 (M1239). Os
numeros de aminodcidos iniciam-se na cisteina prevista para
ser o primeiro aminodcido da proteina madura. Fundos
cinzentos e pretos indicam residuos conservados e

idénticos, respectivamente.

A Figura 11 mostra a andlise FACS de soros contra a
variante 1 (primeira linha), a variante 2 (segunda linha) e
variante 3 (terceira 1linha), usando o tipo de estirpe da
variante 1 (MCb58), wvariante 2 (961-5945) e variante 3
(M1239). 0Os soros de controlo contra o polissacéarido
capsular sdo mostrados na linha 4 (anticorpo monoclonal
Seam3). Soro de controlo contra uma proteina citoplasmatica
¢ mostrado na linha 5 (anti-NMB1380). A linha 6 contém os
mutantes nocaute (KO) de cada tipo de estirpe, sondado com

0 anti-soro homdélogo.

As Figuras 12 (variante 1), 13 (variante 2) e 14 (variante
3) mostram dendrogramas para as trés variantes distintas de
NMB 1870, classificadas por tipos de segquéncia multilocus

(ST) .
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MODOS DE REALIZACAO DA INVENCAO

NMB1870 em serogrupo B tensdo MC58 - identificacdo dos

coédon de inicio

O gene NMB1870 foi identificado nas sequéncias do genoma de
MenB e MenA publicados pelo The Institute for Genomic
Research (TIGR) e Sanger Center, respectivamente [2,4;
NMB1870 e NMA0O586]. No entanto, hé& uma discrepincia em
relacdo a posicdo do cdédido de iniciacdo ATG em que o cddéo
de iniciacdo MenB estd 120bp a montante do cdédédo de
iniciacdo de MenA. Em contraste com as duas anotacdes da
técnica anterior, a presente invencdo coloca o cddédo de
iniciacdo de um cdéddo GTG gue estd a jusante dos cddidos de
iniciacdo da técnica anterior (18bp a jusante para MenA,

138bp para MenB) e estd de acordo com a referéncia 8.

Como mostrado na Figura 1, o0 i1nicio de GTG (1) é
consistente com a presenca de um sitio de ligacdo ao
ribossoma corretamente espacado e com a previsdo da
assinatura lipoproteina. Na técnica anterior o cdédédo de
iniciacdo TIGR MenB é mostrado numa caixa, e o cdédddo de
iniciacdo Sanger MenA estd num circulo. Repeticdes

invertidas estdo indicadas por setas horizontais.

NMB 1870 é um gene monocistrdénico localizado 157 bases a
jusante do cdédddo de terminacdo do gene da aldolase de
frutose-bisfosfato nmbl869. Em MenA 72491 a organizacéo
global ¢é semelhante, mas 31 pares de bases a montante do
cbdédo de partida GTG hd uma insercdo de 186 nucledtidos que
sdo hombélogos a uma regido de repeticdo interna de IS1106 e
estdo flanqueados por dois pares de 16 bases de repeticdes
invertidas. Um local putativo de ligacdo ao ribossoma
(sombreado) estd presente 8 bp a montante do cbéddo de

partida GTG. Uma caixa de pele (11/19 de identidade com o
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consenso da caixa pele E. coli [178]; SEQ ID N°s: 74 e 75)
estd localizada 35bp a montante do céddo de iniciacdo, como
previsto por GCG FindPatterns a partir da SEQ ID N°: 75 e
permitindo um méximo de nove desencontros. Sequéncias de

promotores putativos foram também detectadas.

O pacote GCG Wisconsin suite (versdo 10.0) foi wutilizado
para anédlise da sequéncia computorizada de sequéncias de
genes e proteinas. O programa PSORT [179] foi utilizado
para a previsdo de localizacdo. NMB1870 tem a assinatura
tipica de uma lipoproteina exposta a superficie,
caracterizada por um péptido de sinal com um motivo de
lipo-caixa do tipo -Leu-XX-Cys-, em que a cisteina foi
seguida por uma serina, um aminodcido geralmente associado
com a localizagdo da membrana exterior de lipoproteinas
[180]. A lipo-caixa estd perdida em gonococo devido a uma
base de mudanca de guadro Unico (G) de insercdo apds MC58
nucleotideo 36, com o qguadro de leitura correta a ser

restabelecida por uma insercdo 8bp apds a posicido 73.

A proteina madura MC58 estd prevista ser uma lipoproteina
com um peso molecular de 26964 Da e um pl de 7,96, e &
caracterizada pela presenca de quatro glicinas, a jusante

do motivo da lipo-caixa.

A andlise de predicdo da estrutura secunddria usando o
software PredictProtein [181] indica que NMB 1870 é uma

proteina globular na sua maioria composta de folhas beta.

Anadlise da sequéncia

O algoritmo PSI-BLAST foi usado para pesquisas de homologia
[182], usando o banco de dados de proteinas ndo redundante.
Ndo foram encontradas ©proteinas hombélogas pesquisando
bancos de dados de proteina procariotas e eucariotas né&o

redundantes existentes mantidas no local do NCBI, incluindo

60



0 genoma humano, o que sugere que NMB1870 & especifico para
Neisseria. No entanto, um dominio com alguma homologia (28%
de identidade de mais de 146 aminoacidos) foi encontrado
com a porgcdo C-terminal da proteina de ligacdo de
transferrina TFBA de Actinobacillus pleuropneumoniae, [183]
(Figura 2). Um olhar mais atento a este dominio revelou
homologia também com as proteinas de ligacéo de
transferrina de N. meningitidis [184], H. influenzae [185],
Moraxella catarrhalis [186] e com o antigénio de superficie
NMB2132 de N. meningitidis, anteriormente comentada como

homélogo TbpB [3].

Para verificar se esta homologia de sequéncia reflete uma
homologia funcional, NMB1870 recombinante (ver abaixo),
transferrina humana hTF (Sigma T-4132) e a mistura dos dois
(concentracdo final de 7 uM) foram dialisadas O/N em PBS a
4°C. Apds a didlise 20 pl de cada proteina e a mistura
delas foram carregadas numa coluna de HPLC PC 3.2/30 de
filtracdo em gel Superdex 200 (Amersham), utilizando PBS
como tampdo de execucdo [187]. Blue Dextran 2000 e padrdes
de peso molecular de ribonuclease A, guimotripsina A,
ovalbumina A, albumina do soro bovino (Amersham) foram
usados para calibrar a coluna. A filtracdo em gel foi
realizada usando um sistema inteligente, com uma taxa de
fluxo de 0,04 ml/min e o material eluido controlado a 214
nm e 280 nm. (O volume de retencdo NMB1870 foi 1,68 ml e
1,47 ml de hTF.) As fracgdes de 40 ulL foram recolhidas e
analisadas por SDS-PAGE. O MC58 recombinante de ligacdo a
proteina transferrina 2 (Tbp2), foi utilizado como controlo

positivo.

A  proteina recombinante néo se conseguiu ligar a

transferrina humana in vitro.
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A caixa de pele no promotor sugere que a expressdo de
NMB1870 pode ser regulada por ferro. No entanto, a
expressdo da proteina ndo parece aumentar em condicdes de

ferro baixo.

Uma caracteristica interessante da proteina & a presenca de
um trecho de quatro glicinas a Jjusante da cisteina
lipidada. Trés ou mais glicinas consecutivas a Jjusante a
partir de uma cisteina lipidada estdo presentes também em
outras cinco lipoproteinas de N. meningitidis, ou seja, a
proteina de ligacdo de transferrina B (TbpB), o componente
da membrana exterior de um transportador ABC NMB0623, a
proteina hipotética NMB1047, a TbpB hombéloga NMB2132, e a
lipoproteina Aspa [188]. Em nenhuma destas proteinas do
estiramento poli-glicina é codificado por um trato de poli-
L, o gue sugere que esta caracteristica ndo é utilizada

para gerar a modulacdo antigénica.

A pesquisa de lipoproteinas com uma regido rica em glicina
foi realizada em 22 sequéncias gendmicas completas
recuperados no local NCBI [189] wusando FindPatterns. A
pesquisa recuperou 29 lipoproteinas em algumas, mas néo
todas as espécies bacterianas. 0s organismos com este tipo
de lipoproteinas incluem tanto bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, incluindo Haemophilus influenzae,
Enterococcus fecalis, Mycobacterium tuberculosis, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, enquanto que outros,
tais como E. coli, Bacillus subtilis, Helicobacter pylori,
Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes e Vibrio cholerae néo
tém nenhuma. A maior parte das lipoproteinas com esta
assinatura pertencem a transportadores ABC, seguido por
proteinas de funcéao desconhecida. Embora esta
caracteristica comum na estrutura primaria sugira um papel
comum para as repeticdes tne da glicina, até agora, a

funcédo ¢é desconhecida. No entanto, pode servir para guiar
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as lipoproteinas de uma via especifica de secrecdo e

localizacdo da superficie [190].

Sequenciamento para outras estirpes

70 estirpes representativas da diversidade genética e
geografica da populacdo N. meningitidis foram selecionados
para uma investigacdo mais aprofundada de NMB1870. As
estirpes derivam de 19 paises diferentes, 73% pertencem ao
serogrupo B, e 32 foram isoladas nos ultimos cinco anos. O
painel de estirpes inclui principalmente as estirpes do
serogrupo B, algumas estirpes dos serogrupos A, C, Y, W-135
e Z, e uma estirpe de <cada um de N. gonorrhoeae e
N.cinerea. As estirpes estdo descritos em mais pormenor nas
referéncias 191 e 192. Algumas estirpes estdo disponiveis
na ATCC (por exemplo, estirpe MC5H8 estd disponivel sob a

referéncia BAA-335).

O gene NMB1870 foi amplificado utilizando os iniciadores
externos da sequéncia de codificacdo (Al, SEQ ID 55, e B2,
SEQ ID 56). Cerca de 10 ng de ADN cromossdédmico foi
utilizado como molde para a amplificacdo. As condicdes de
PCR foram: 30 ciclos, 94°C durante 40", 58° C durante 40",
68°C durante 40". O fragmento de PCR foi purificado pelo
Kit de Purificacdo da Qiagen QIAgquick PCR, e submetido a
andlise de sequéncia, a qual foi realizada usando um
sequenciador automético ABI 377. A sequenciacdo foi
efectuada utilizando os iniciadores Al, B2, 22 (SEQ ID 57)
e 32 (SEQ ID 58).

O gene foi detectado por PCR em todas as 70 estirpes de
Neisseria. Em N.lactamica uma banda pode ser detectada por

transferéncia Western, mas o gene ndo pode ser amplificado.

A sequéncia de nucledétidos do gene foi determinada em todas

as 70 estirpes. Um total de 23 sequéncias de proteinas
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diferentes foi codificado (SEQ ID N°s 1 a 23). A analise
computadorizada dessas 23 sequéncias, usando o algoritmo
Kimura e de Jukes-Cantor, dividiu-as em trés wvariantes
(Figura 9). O dendrograma foi obtido a partir do
alinhamento de sequéncias maltiplo de sequéncias da
proteina NMB1870 (engavetamento) usando a sequéncia de
proteina do Método Parsimony (ProtPars), um programa
disponivel no Phylogeny Inference Package (Phylip) e
confirmada pelas distdncias do programa GCG, usando o0s

algoritmos Kimura e de Jukes-Cantor.

As sequéncias NMB1870 de 100 outras estirpes foram
determinadas. Muitas destas eram idénticos a uma das SEQ ID
N°s 1 a 23, mas mais de 19 sequéncias Unicas sé&o

apresentadas como SEQ ID N°s 140-158.

As Figuras 12-14 mostram dendrogramas das varias
sequéncias, classificadas por tipos de sequéncia multilocus
ST. Dentro da variante 1 (Figura 12), a estirpe de
referéncia é MC58, com a sequéncia de mais baixa identidade
com a referéncia a ser 89,4% contra uma média de 93,7%.
Dentro da variante 2 (Figura 13), a estirpe de referéncia é
2996 e sequéncias estendem-se até 93,4% de identidade
(média 96,3%). Dentro da variante 3 (Figura 14) a menor
identidade das estirpes de referéncia M1239 é de 94,7%
(média 95,8%). ST32cpx ¢ o aglomerado hipervirulento mais
homogéneo, abrigando apenas uma sequéncia NMB8170 da
variante 1 (também apenas uma forma de NMB1343 e de NADA).
A maioria das estirpes ST44cpx abriga a variante 1 (varias
sequéncias diferentes) de NMB1870, com algumas tendo a
variante 3 (sequéncia Unica). Estes dados sugerem que
ST32cpx estd mais perto de ST44cpx, em comparacdo com
outros grupos, O qgue coincide com os dados com base no
genbétipo de porA (classe III). Os complexos ST11l e ST8 séo

principalmente representados por sequéncias diferentes
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dentro da variante 2 de NMB 1870, sugerindo que estes
complexos sdo mais prdéximos, em comparacdo com outros
grupos, e combinando o gendétipo porA (classe II). STllcpx
abriga todas as trés variantes, indicando que é o

aglomerado hipervirulento mais diverso dos quatro.

As estirpes MC58, 961-5945 e M1239 foram arbitrariamente
selecionadas como estirpes do tipo de variantes 1, 2 e 3,
respectivamente. A diversidade de sequéncias entre as trés
estirpes tipo ¢é mostrada na Figura 10. Identidade de
aminoacidos foi de 74,1% entre a variante 1 e a variante 2,
62,8% entre a variante 1 e a variante 3, e de 84,7% entre a
variante 2 e a variante 3. Sequéncias dentro de cada
variante foram bem conservadas, mostrando a mais distante
91,6%, 93,4% e 93,2% de identidade com as estirpes do seu
tipo, respectivamente. N.cinerea pertence a variante 1, e
partilha 96,7% de homologia com MC58. Como mostrado na
Figura 9, a variante 1 abriga todas as estirpes de
linhagens hipervirulentas ET-5, a maioria das estirpes da
linhagem 3, as estirpes do serogrupo A, dois isolados
recentes de W-135 e um ET-37. A variante 2 abriga todas as
estirpes do complexo hipervirulento A4, dos serogrupos Y e
Z, um W-135 antigo isolado e <cinco estirpes ET-37. A
variante 3 abriga quatro estirpes uUnicas ST, uma estirpe

ET-37, uma estirpe da linhagem 3 e gonococo.

As estirpes em cada grupo de variantes, e as suas

sequéncias de NMB 1870, sdo as seguintes:
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gh185 (sequence shared with ES14784, M.00.0243281}
m4030 (seqguence shared with M3812)
m2197
m2937
i§61001 (sequence shared with NZ384/98, 87700, 83/114, bz108, m1380, nge28, 14096, 85/86, 1IS81120,
SH05%, ISS1017, 1SS1043, 1851026, 1381102, 1S51106, 155656, ISS678, 185740, 188749, 1585995,
IS8B45, IS81167, 1I8S1157, 1381182, M4717, MB094, DR273)
inp175892 (sequence shared with 00-241341, 00-241357, 2ND80. 2ND221, 1851142)
f6124(sequence shared with 205900}
m188/172 (sequence shared with 2133, gb149, nm008, nm092, ES14963, FN131218, 85302, 580307,
M4105, 19S1180, FN131345)
1 me88 {sequence shared with 30/00, 29/80, 72/00, 95330, bz 169, bzR2, culdfb, h44/768, m1580, m28324,
m2968, m3370, mdZ15, m4318, nd4/89, 14847, ES14898, Inp15709, Inp 17381, Inp17503, FN131654,
M3085, S590104, 9029, S087, DB34E, FN131682, 155832, 158648, {S51067, ISS1071, 1881158
FN131217
ES14933
GRBOgS23
ME190
F19324
1881113
gb0345 (sequence shared with M1820, I1SS1082}
MO445
17 sequences, 98 strains

La3/4286
m2E7 1
961-6945 (sequence shared with 2996, 96217, 312284, 11327, 222, 1851141, 1881173, ISB750, IS8743,
ISSREG, F17094, NMB, SWZ107)
gb013 {sequence shared with 832, m1090, m4287, 66094, M3153, M4407, NGH38} 860800 (sequence
shared with 588)
95N4 77 {sequence shared with 80-18311, o1, mB8e, F370/85, M.00.0243143, ISS838, 195839, 1551002,
M1568)
1000 (sequence shared with m1006, M2552, M4458, M5148, ME2048)
m3279 (sequence shared with bz232, dk353, m3697, ngh38, M5258, D8221)
MKE2
8047
C4/578
1851133
NGE/88
MOE7Q
F18325
15 seguences, 56 strains

16839
m3B13
m1234
ngp163
gb355 (sequence shared with 3369, DB3G0, nb0354, M244 1)
ghB88
{31090 gononoccus}
7 seqguences, 11 strains

NB: the abbreviation “gb" at the beginning of a sirain name mesans "M.01.0240".

As SEQ ID N°s 139 (estirpe 220173i), 140 (estirpes gbl0l &
ISS908) e 141 (estirpe nge3l) estdo distantes destas trés

variantes (como estéd, em menor grau, a estirpe m3813).
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Dentro da variante 1, a sequéncia da estirpe 1npl7592
(também visto em estirpes 00-241341, 00-241357, 2ND8O.
2ND221 & 1ISS1142) ¢é wvista no serogrupo W-135 Haji. Dentro
das estirpes Haji, a sequéncia NadA (SEQ ID N°: 143) & uma

recombinacdo entre alelos 2 e 3 [191,192].

Clonagem, expressdo e purificagcdo em E.coli

Os genes NMB1870 foram amplificados por PCR a partir do
genoma de N. meningitidis MC58, estirpes 961-5945 e M1239.
Iniciadores diretos e inversos foram concebidos para
amplificar a sequéncia de codificacdo nmbl870 desprovida da
sequéncia que codifica para o péptido lider putativo.
Variantes M1239 e 961-5945 foram consideradas ndo serem
exprimiveis em FE.coli. Foram, por conseguinte, expressas
por adicdo ao N-terminal da sequéncia de SEQ ID N°: 46, que
estd presente na proteina do gonococo, mas ausente na
contraparte meningococo. 0s oligonucledtidos wutilizados

para a amplificacdo foram como se segue:

Strain Forward Reverse

MGCoe CGOGGATCCLATATGGTCGCCGCCGACATCG CCCGLTCHLAGTTGLCTTGGCGGCAAGHC
{For1 SEQ 10 47) {Rev1; SEQ D 48)

B61/5045 | CoreOATCCCATATCOROICTEATTCIRCCGECTGCAGEGE | COCGCTCAABCTGTTTGCCGGCGATEOT
GGAGGETCRCCGCCRACAISS (*Ford’; SEQ ID 49) | (Rev2 SEQID 50)

141239 CGCBEATCCCATATGEGECCCTCATTCTGACCGUS GCCCAAGCTTCTGTYITGCCGGUGATGLC
TECAGCAGCGGAGGECACGERCTESTOTCRC {(Revd; SEQ D 53}
(‘For¥’; SEQID 51)

Os locais de restricdo, o que corresponde a Nde I para oS
iniciadores diretos e Xhol (HindIII para M1239) para os
iniciadores reversos, estéao sublinhados. Para 0s
iniciadores diretos 961-5945 e M1239, a parte da sequéncia
gonococo é relatada em itélico, e as sequéncias
correspondentes meningocd)cicas NMB 1870 sdo relatadas em

negrito.
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As condicdes de PCR, no caso da combinacdo de iniciadores
Forl/Revl foram: desnaturacéao a 94°C durante 30",
hibridacdo a 57°C durante 30", alongamento a 68°C durante 1
min (5 ciclos), desnaturacdo a 94°C durante 30", hibridacéao
a 68°C durante 30", alongamento a 68°C durante 1 min (30
ciclos). No caso de combinacdes de iniciadores: For2/Rev2 e
For3/Rev2 e For3/Rev3: 94°C durante 30", 56° C durante 30",
68°C durante 1 min (5 ciclos), 94°C durante 30", 71°C

durante 30", 68°C durante 1 min (30 ciclos).

O gene nmbl870 de comprimento total foi amplificado a
partir do genoma MC58 usando os seguintes iniciadores: f-
1For (CGCGGATCC CATATG AATCGAACTGCCTTCTGCTGCC; SEQ ID 53) e
f-1REV (CCCG CTCGAG TTATTGCTTGGCGGCAAGGC; SEQ ID 54) e as
seguintes condic®es: 94°C durante 30", 58°C durante 30",

72°C durante 1 min (30 ciclos).

PCR foram realizadas em aproximadamente 10 ng de DNA
cromossémico usando polimerase de ADN High Fidelity Tag
(Invitrogen). Os produtos de PCR foram digeridos com Ndel e
Xhol e clonados nos locais Ndel/Xho do vector de expressao

pET-21 b + (Novagen).

As proteinas recombinantes foram expressas como fusdes de
His-tag em E. coli e purificadas por MCAC (cromatografia de
afinidade quelante de metal), tal Ccomo descrito
anteriormente [3], e utilizadas para imunizar ratinhos para
obter antissoros. E.coli DH5a foi utilizada para o trabalho

de clonagem e BL21 (DE3) foi utilizado para a expresséo.

Mutantes isogénicos nmbl870 e siaD

Mutantes nocaute isogénicos nas quais o gene nmbl870 foi
truncado e substituido por uma cassete de antibidtico
eritromicina, foram preparados por transformacdo das

estirpes MC58, 961-5945 e M1239 com o plasmideo pBS A
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nmbl1870ERM. Este plasmideo contém o gene de resisténcia a
eritromicina no nmbl870 a montante e a jusante flanqueando
as regides de 500pb. Estas regides foram amplificadas a
partir do genoma MC58 usando os seguintes oligonucleotideos
UFOR GC TCTAGA CCAGCCAGGCGCATAC (SEQ ID 59, 1local Xbal
sublinhado); URev TCC CCCGGG GACGGCATTTTGTTTACAGG (SEQ 1ID
60, Smal sublinhada); DFor TCC CCCGGG CGCCAAGCAATAACCATTG
(SEQ ID ol, Smal sublinhada) e Drev CCCG CTCGAG
CAGCGTATCGAACCATGC (SEQ ID 62, XhoI sublinhada). Uma
cédpsula mutante deficiente foi gerada utilizando a mesma
abordagem. O gene siaD foi suprimido e substituido com ermC
usando o plasmideo pBSACapERM. As regides que flanqueiam a
montante e a jusante de 1000 pb e 1056 pb, respectivamente,
foram amplificadas a partir do genoma MC58 wusando os
seguintes iniciadores: UCapFor GC TCTAGA
TTCTTTCCCAAGAACTCTC (SEQ ID 63, Xbal sublinhada); UcapRev
TCC CCCGGG CCCGTATCATCCACCAC (SEQ ID 64, Smal sublinhada);
DCapFor TCC CCCGGG ATCCACGCAAATACCCC (SEQ ID 65, Smal
sublinhada) e DCapRev CCCG CTCGAG ATATAAGTGGAAGACGGA (SEQ
ID 66, XhoI sublinhada). Os fragmentos amplificados foram
clonados em pBluescript e transformados na estirpe
naturalmente competente MC58 de N. meningitidis. A mistura
foi manchada sobre uma placa de agar GC, incubada durante 6
horas a 37°C, 5% de CO,, em seguida, diluida em PBS e
espalhada em placas de agar GC, contendo 5 pg/ml de
eritromicina. A delecdo do gene nmbl870 nas estirpes
MC58Anmb1870, 961-5945Anmb1870 e M1239Anmb1870 foi
confirmada por PCR; a falta de expressdo NMB1870 foi
confirmada por andlise de Western blot. A delecdo do gene
siaD e a falta de expressdo da cépsula na estirpe MC58AsiaD

foram confirmadas por PCR e FACS, respectivamente.
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Lipoproteinas

Para investigar a lipidacdo de NMBR1870, a incorporacdo de
palmitato de recombinante da estirpe de E. coli BL21 (DEs)
portadora do gene de comprimento completo nmbl870 foi

testada como descrito na referéncia 193.

Estirpes meningocdcicas MC58 e MC58Anmb1870 foram
cultivadas em meio de CG e marcadas com &acido [9,10°H]-
palmitico (Amersham). As células a partir de 5 ml de
cultura foram 1lisadas por fervura durante 10 min e
centrifugadas a 13000 rem. Os sobrenadantes foram
precipitados com TCA e lavados duas vezes com acetona fria.
As proteinas foram suspensas em 50 pl de 1,0% de SDS e 15
1l analisadas por SDS-PAGE, coradas com azul brilhante de
Coomassie, fixas e embebidas durante 15 minutos em solucédo
de Amplify (Amersham). Os géis foram expostos a Hyperfilm

MP (Amersham) a -80°C durante trés dias.

A banda radiocativa de peso molecular adequado foi detectada

em MC58, mas ndo no mutante nocaute Anmbl870.

E. coli recombinante cultivada na presenca de acido [9,10
*H]-palmitico também produziu uma banda radioativa com o
peso molecular esperado, confirmando que a E. coli
reconhece o motivo lipoproteina e adiciona uma cauda

lipidica a proteina recombinante.

Detecgdo de Proteinas

A estirpe MC58 foi cultivada a 37°C com 5% de CO; em meio
de GC em fase estacionédria. As amostras foram coletadas
durante o crescimento (ODg2g am 0,05-0,9). MC58Anmbl870 foi

cultivado até ODssonm 0.5. As células bacterianas foram
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recolhidas por centrifugacdo, lavadas uma vez com PBS,
ressuspensas em varios volumes de PBS, a fim de normalizar
os valores de DO. O sobrenadante da cultura foi filtrado
através de um filtro de 0,2 pm e 1 ml precipitados pela
adicdo de 250 pl de 50% de &cido tricloroacético (TCA). A
amostra foi incubada em gelo durante 2 horas, centrifugada
durante 40 min a 4°C e o sedimento lavado com etanol frio a
70%5 e ressuspensa em PBS. 3 pl de cada amostra
(correspondendo a um ODg 0,03) foi entdo carregada sobre
um gel de 12% de poliacrilamida e electrotransferidas para

membranas de nitrocelulose.

A anadlise Western Dblot foi realizada de acordo com o0s
procedimentos padrdo, utilizando anticorpos policlonais
produzidos contra a proteina expressa em E. coli, a uma
diluicdo de 1:1000, seguido de uma diluicdo 1/2000de HPR
marcado de anti-IgG humana (Sigma). A varredura foi
realizada utilizando um LabScan (Pharmacia) e software

ImageMaster (Pharmacia).

Como mostrado na Figura 3, uma proteina de ~ 29,5 kDa foi
detectada nos extractos totais de células de N.
meningitidis. A quantidade de proteina em todo o ligado
celular, aproximadamente, dobrou durante a curva de
crescimento, enquanto a densidade 4ptica da cultura
aumentou de 0,05-0,9 ODgom. Uma banda do mesmo tamanho foi
também detectada no sobrenadante da cultura. A proteina né&o
foi detectada no sobrenadante de cultura recém-inoculada
(ODs20nm 0,05), e aumentou aproximadamente quatro vezes
durante o crescimento de 0,1 a 0,9 ODgog nn (Figura 4, painel
da esquerda). A verdadeira natureza da expressdo no
sobrenadante foi confirmada testando as mesmas amostras
para bolhas de membrana e proteinas citoplasmdticas. Como
mostrado no painel do meio da Figura 4, a auséncia de PorA

nas preparacdes do sobrenadante de PorA exclui uma possivel
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contaminacdo com vesiculas de membrana, enquanto a auséncia
do sobrenadante de proteina citoplasméatica NMB1380
confirmou que as amostras do sobrenadante ndo resultam da

lise celular (painel da direita).

A estirpe KO MC58Anmbl870 mostra nenhuma proteina tanto no
lisado de células inteiras como no sobrenadante de cultura

(pistas 'KO' nas Figuras 3 e 4).

NMB1870 foi detectada por transferéncia Western, em
vesiculas de membrana externa, que confirmam que a proteina
segrega com as fracgdbes de membrana de N.meningitidis
(Figura 5). No entanto, os soros de ratinhos imunizados com
as OMVs n&do reconhecem NMB1870 recombinante em western
blot, sugerindo que a proteina ndo ¢ imunogénica em

preparacdes de OMV.

A  anédlise FACS utilizando anticorpos anti-NMB 1870
confirmaram gque a proteina estd exposta a superficie e
acessivel aos anticorpos, tanto nas estirpes de N.
meningitidis encapsuladas e nédo encapsuladas (Figura 6). A
andlise FACS utilizado um citdémetro de fluxo FACS-Scan, com
a ligacdo do anticorpo detectada usando um anticorpo
secundario anti-rato (molécula completa) conjugada com FITC
(Sigma) . Os controlos FACS positivos usaram SEAM3, um mAb
especifico para o polissacarideo capsular do meningococo B
[194], 0 controle negativo consistiu num anti-soro
policlonal rato contra a proteina citoplasmdtica NMB1380

[195].

A analise Western blot de 43 estirpes mostrou que NMB 1870
& expressa por todas as estirpes testadas. Como mostrado na
Figura 7, no entanto, os niveis de expressdo variaram

consideravelmente de estirpe para estirpe. As estirpes
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testadas poderiam ser classificadas como expressadores

altas, intermedidrias e baixas:

Strains High Intermediate Low
ET5 9/9 0/9 0/9
Lineage 3 7/9 1/9 1/9
ET37 2/3 1/3 0/3
Ad 0/4 2/4 2/4
Other 6/15 7115 2/15
N. gonorrhoeae 0/1 0/1 m
N. cinerea 0/1 0/1 m
N. lactamica 1/1 0N on

Total | 25/43 (58%) | 11/43 (25.5%) | 7/43 (16.5%)

A maioria das estirpes de linhagens hipervirulentas (ET-5,
linhagem 3, ET-37) expressavam niveis elevados de proteina,
com a excepcdo de A4 em que duas estirpes expressaram
niveis intermédios e duas expressaram niveis baixos.
Curiosamente, a proteina foil expressa ao mais alto nivel
por estirpes que foram wutilizados <classicamente como
estirpes de vacina OMV. Nenhuns padrdes genéticos &bvios
foram encontrados para prever a quantidade de proteina
expressa por cada uma das estirpes. Mesmo a presenca do
elemento IS na regido promotora, que foil encontrado em 8/70
estirpes (uma do serogrupo A, trés da linhagem 3, e quatro
daquelas classificados como outras), nao demonstrou

qualquer correlacdo com a expressdo do proteina.

A digitalizacdo das manchas de Western mostrou gque a
diferenca na expressido entre intermédia e alta, intermédia
e baixa ou alta e baixa pode ser de dois, cinco e nove
vezes, respectivamente. Ndo h& nenhum motivo imediato
aparente para os diferentes niveis de expressdo, e a

andlise das sequéncias de ADN a montante do gene néo
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mostrou qualquer caracteristica gque se correlaciona com a

expressao.

As respostas de anticorpos

Os soros de individuos saudaveis e convalescentes foram
analisados para os anticorpos anti-NMB1870 por Western
Blot. NMB1870 purificado (1 ng/pista) foi carregado para
12,5% de gel de poliacrilamida-SDS e transferido para uma
membrana de nitrocelulose. A proteina ligada foi detectada
com diluicdo de soro 1/200, seguido por uma diluicdo 1/2000
de HPR marcado anti-IgG humana (Sigma). Engquanto apenas
2/10 de soro de pessoas saudiveis reconheceu a NMB1870,
21/40 soros de convalescentes reconheceram a proteina,
levando a conclusédo de que a NMB1870 é imunogénica in vivo
durante a infeccdo. Os antissoros de ratinhos imunizados
com proteina recombinante NMB1870 foram, por conseguinte,

investigados.

Para preparar soros, 20 ng da variante 1, variante 2 e
variante 3 das proteinas recombinantes NMB 1870 foram
utilizadas na imunizacdo de ratos fémeas CD1 (Charles
River), com seis semanas de idade. Foram utilizados quatro
a seis ratos por grupo. As proteinas recombinantes foram
dadas i1ip, em conjunto com adjuvante completo de Freund
(CFA) para a primeira dose e adjuvante incompleto de Freund
(IFA) para a segundo (dia 21) e terceira (dia 35) doses de
reforco. O mesmo esquema de imunizacdo foi realizado
utilizando o adjuvante de hidréxido de aluminio (3 mg/ml)
em vez do adjuvante de Freund. As amostras de sangue para

andlise foram tomadas no dia 49.

Os antissoros foram testados quanto a sua capacidade para

induzir a morte mediada pelo complemento de estirpes de N.
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meningitidis capsuladas, como previamente descrito [3, 196]
utilizando soro de coelho bebé reunido (Cedarlane) usado
como fonte de complemento. O soro de um ser humano adulto
saudavel (sem atividade Dbactericida intrinseca quando
testado a uma concentracdo final de 25 ou 50%) foi também
usado como fonte de complemento. Os titulos bactericidas do
soro foram definidos como a diluicdo de soro que resulta
numa diminuicdo de 50% nas unidades de formacdo de coldnias
(CFU) por ml apds 60 minutos. A incubacdo de bactérias com
a mistura de reacdo, em relacdo ao controle de CFU por ml,
no tempo 0. Normalmente, as bactérias incubadas com o
anticorpo de controlo negativo, na presenca de complemento
apresentaram um aumento de 150 a 200% em UFC/ml, durante a

incubacdo de 60 minutos.

Estirpes representativas dos expressores elevados,
intermédios e baixos foram escolhidos para o ensaio. A
expressdo diferencial da proteina na superficie das
estirpes selecionadas foi confirmada por andlise de FACS
(Figura 8) - MC58, uma representante das estirpes de
expressores elevados foi morta com alta eficiéncia pelo
SOro diluido até 1/64000; NZ394/98 (originalmente
NZ98/254), um representante dos expressadores
intermedidrios também foi morto com alta eficiéncia, pelo
soro diluido até 1/16000 e até mesmo a estirpe 67/00, uma
representante das estirpes de expressores baixos foi morto
pelo antissoro diluido até para 1/2048. Estirpes de
controlo, onde o gene nmbl870 tinha sido nocauteado, néo

foram mortas pelo mesmo antissoro.

Para confirmar se os soros também foram capazes de conferir
protecdo in vivo, foram testados gquanto a capacidade de
induzir a protecdo passiva, no modelo de rato lactente.
Ratos lactentes de cinco dias de idade foram pré-tratados

ip com antissoros NMB1870 ou com anticorpo monoclonal anti-
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PorA no tempo 0 e desafiados duas horas mais tarde ip com 5
x 10° CFU/rato de MenC 4243 (OAc-positivo) ou MenB
NZ394/98. Hemoculturas quantitativas foram obtidas 24 horas
depois. A contagem bacteriana nas culturas de sangue
(UFC/ml, médias geométricas) foil obtida por plagueamento do
sangue em placas de chocolate de &4gar. Soro de controlo
positivo foi o anti-PorA (P1.2) para MenC e SEAM3 para

MenB. Os resultados das experiéncias foram os seguintes:

Challenge Strain 4243 Challenge Strain NZ394/98
Pre-treatment Positives | CFU/ml x103 Positives CFU/ml x103
PBS 5/5 450 - -
Negative control serum 5/5 500 9/14 1260
Positive control serum 1/5 0.003 0/7 <0.001
Anti-NMB 1870 0/9 <0.001 0/14 <0.001

Portanto, n&do foram recuperadas coldnias bacterianas a
partir do sangue dos ratos passivamente imunizados com SoOro
anti-NMB1870, enquanto a maioria dos animais do controlo

negativo foram bacterémicos.

A atividade bactericida é especifica da variante

Cada tipo de variante foi expressa em E. coli como uma
proteina marcada com His e utilizado ©para imunizar
ratinhos. Os soros foram usados para testar a reatividade
cruzada imunoldgica entre as estirpes das trés variantes
por FACS e ensaio bactericida. Como mostrado na Figura 11,
por andlise FACS, todas as estirpes foram reconhecidas por
cada soro, embora o) grau de reconhecimento varie
consideravelmente, geralmente reflete a homologia de

aminoacidos entre as proteinas.

Em andlise mais aprofundada, o antissoro da variante-1

(Figura 11, primeira linha) reconheceu a estirpe MC58 muito
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bem (como esperado), numa extensdo inferior a estirpe 961-
5945 (74,1% de identidade) e, em menor grau, a estirpe
M1239 (62,8% de identidade). Uma tendéncia semelhante foi
encontrada para antissoros contra as variantes 2 e 3
(linhas 2 e 3 da Figura 11), embora com o Soro anti-

variante-2, as diferencas ndo foram tdo marcantes.

Um anticorpo monoclonal contra a cépsula reconheceu as trés
estirpes igualmente bem (linha 4), engquanto um soro contra
a proteina citoplasmatica NMB1380 wusado como controle
negativo n&do reconheceu nenhum (linha 5). Da mesma forma,
0s mutantes nocaute NMB 1870 ndo foram reconhecidos por

qualquer soro (linha 6).

As diferencas em imunoreconhecimento entre as variantes

foram mais evidentes por ensaio bactericida:

Sera MC58 (variant1) | 961/5945 (variant 2) | M1239 (variant 3)
Anti-variant 1 64000 256 <4
Anti-variant 2 <4 16000 128
Anti-variant 3 <4 2048 16000

Os dados mostram que o soro contra cada variante foi capaz
de induzir uma morte mediada pelo complemento eficiente da
estirpe hombéloga (titulos variando entre 16000 e 64000),
enquanto que a atividade era baixa (128-2,048) ou ausente
(<4) contra estirpes das outras variantes. Como previsto a
partir da homologia préxima de aminoacidos, os titulos
bactericidas cruzados entre as variantes 2 e 3 foram
maiores do que 08 outros. Quando foi utilizado o
complemento humano, os titulos bactericidas de 4096, 256 e
512 foram obtidos com  as variantes 1, 2 e 3,
respectivamente, usando as estirpes do tipo homdélogo. N&o

foram detectados titulos contra as estirpes heterdlogas.
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Proteinas hibridas e em tandem

Proteinas hibridas e em tandem podem ser representadas pela
férmula: NHy;-A-[-X-L-]1,-B-COOH. 0Os genes que codificam
vadrias proteinas deste tipo foram construidos, em que n =
2, o terminal N de X; e X, sdo suprimidos até ao fim das
suas regides de poli-glicina, e L., - e -B- estdo ausentes
(ou entdo B é uma marcacdo de poli-histidina utilizada para
a purificacédo). A tabela a seguir mostra os componentes
destas proteinas nas suas formas maduras, e did a SEQ ID N°s
do polipéptido completo e a SEQ ID N°s e estirpes para as

sequéncias do componente A, X1, Li, X3:

SEQ ID A X Ly X, pl
(1 79 - MC58 (SEQID 80) | SEQID78 | 2996 (SEQID8Y) | 6.74
@ 82 - MC58 (SEQID 80) | SEQID 144 | 2096 (SEQID81) | 6.63
(3) 83 - MC58 (SEQ D 80) | SEQID78 | M1239(SEQID84)
(4) 85 - MC58 (SEQ ID 80) | SEQID 144 | M1239 (SEQ D 84)
(5) 87 | SEQIDBE | 2006 (SEQIDS1) | SEQIDT7E | MI230(SEQIDB4) | 6.44
(6) 88 | SEQID &6 | 2996 (SEQID 81} | SEQID 144 | M1239(SEQID&4) | 6.36
M 80 | SEQIDSE | M1230(SEQID 84} | SEQIDTE | 2996 (SEQID 1)
(8) 90 | SEQID 86 | M1232(SEQID 84) | SEQID 144 | 2996 {SEQ ID 81)
) 91 Cys ‘936" (SEQID 76) | SEQIDT8 | 2996 {SEQ D 8Y)
{10} 92 Cys 935 (SEQID 76) | SEQID 144 | 2096 (SEQ ID 81)
(11} 93 Cys '936' (SEQID 76) | SEQID78 | M1239 (SEQID 84)
(12} 94 Cys ‘036" (SEQID 76) | SEQID 144 | M 1239(SEQID84)

Destes doze proteinas, por conseguinte, oito sdo proteinas
em tandem NMB1870 (MW ~ 55 kDa) e qguatro s&do proteinas
hibridas com '936549¢' no N-terminal (MW-49kDa). Foram
utilizados dois 1ligantes: (a) SEQ ID N°: 78, o qual é&
derivado do gonocdcico NMB 1870 homélogo (SEQ ID N°: 46); e
(b) um ligante rico em glicina (SEQ ID N°: 144). SEQ ID N°:
78 também foi usada na extremidade N-terminal de proteinas
maduras, sem o0s seus dois residuos N-terminal BamHI (Gly-

Ser), ou seja, a SEQ ID N°: 8o.
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Todas as doze proteinas eram soluveis quando expressas em
E. coli e, apds purificacdo, foram utilizadas para imunizar
ratinhos. As respostas do anticorpo Dbactericida do soro
(SBA) foram avaliadas contra até quatro estirpes de
meningococo, assegurando uma de cada uma das trés variantes
NMB1870 1 a 3 (mostrado como sobrescritos). O adjuvante foi

CFA (topo) ou um hidrdéxido de aluminio (em baixo):

SBA
Protein | 299603 | MC58() | M12393) | 961/5945(2)
(| 4096 | 262144 | 2048 32768
) 1024 | 32788 | 128 2048
L | 8192 | 262144 | 2048 32768
@ yopz | 1e38s | 512 1024
X T is072 | a27es 4005
3 . 32768 | 4006 1024
) T 262148 | 32788 5192
“) . 32768 | 1024 512
I 512 <4 4096 32768
1024 16 4096 8192
A 4096 <4 12768 32768
® o048 16 4096 16384
o . 4 4096 32768
! ] 16 4096 8192
. 2048 32 32768 32768
® 4o 32 8192 16384
o | 2048 <4 <4 32768
9 4096 <4 512 16384
SBA
Protein | 2996(2 | MC58() | M123803) | 061/5945(2)
10 4086 <4 256 134072
(10) 512 <4 <4 2048
11 258 «4 »32768 2048
an 4 4 4096 128
o Ve e | a0se
(12) 18 256 4096 288
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Estes resultados mostram claramente a natureza especifica
variante das reacdes imunoldégicas. Por exemplo, as
proteinas (1) e (2) incluem sequéncias de variantes 1 e 2de
NMB1870, e os melhores resultados SBA sdo vistos contra
estas duas variantes. Do mesmo modo, os melhores resultados
sdo observados contra as variantes 1 e 3 quando se utiliza
proteinas (3) e (4). Boa atividade é vista usando variantes
2 e 3 de NMB1870, em qualquer ordem, a partir de N-terminal
para C-terminal, utilizando proteinas (5) a (8), com pouca
atividade contra a variante 1. A natureza especifica da
variante da resposta NMB 1870, também é evidente quando se
utilizam as proteinas hibridas, com alguma atividade anti-

2996 a ser fornecida pela porcdo '936 '.

Os seguintes iniciadores de oligonucledtidos foram

utilizados durante a construcdo das 12 proteinas

Protein Primer SEQID NOS{Fwd &Rev) | Restriction sites
1 85 & 86 Bamtit & Xhol
(2) 97 % 98 BamHi & Xhol
(3) 99 & 100G BamHit & Hindill
{4 161 & 102 BamHi & Hingtl
{5) 103 & 104 Bamti & Hindilt
(8) 105 & 106 BamtHi & Hindili
(7) 107 & 108 BamHi & Xhol
8 109 & 110 Bamtl & Xhiol
{2 111 & 112 Bamtl & Xhol
{10} 113 & 114 Bamhit & Xhol
{11} 116 & 116 BamHi & Hindill
oy “r&1is | BamH) & Hindili
NMB 187042 119 & 120 Ndel & BamH!
NMB18704g0s 121 & 122 Ndel & BanHi
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Proteina em tandem triplo

Uma proteina "em tandem triplo"™, onde n = 3, foi construida

com base nas estirpes (1) MC58, (2) e 2996 (3) ml239. A

proteina 757mer em triplo tandem NH;-A-X;-L1-Xp-L;-X3-L3-B-

COOH tem a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N°: 142:

Molety Xy Ly X5 L, X, Ly
Detail NMB1870ycss | Gly-rich | NMB187040 | Glyich | NMB1870.050 -
linker linker
SEQ ID 80 144 81 144 84 -
Variant 1 2 - 3 -
X, e X3 tem em falta o N-terminal até as suas regides de

poli-glicina (isto é, sé&o sequéncias AG).

Titulos de SBA bactericidas

Os ratinhos foram imunizados com nove diferentes proteinas
e a atividade bactericida dos soros resultantes foi testada
contra diferentes estirpes de meningococo, incluindo ambas
as estirpes, que correspondem aquelas a partir das quais as
proteinas de imunizacdo foram derivadas e estirpes que sé&o
diferentes das proteinas de imunizacdo. As nove proteinas

foram:

Proteinas hibridas (A), (B) e (C) de 936 e NMB1870

(A) NMB1870ymcss = variante 1 [12]

(B) NMB 187032994 = variante 2 por exemplo,
92

SEQ ID N°s: 91 e

(C) NMB 18701239 = variante 3 por exemplo,
92

SEQ ID N°s: 91 e

Estirpes individuais (D), (E) e (F) a partir de NMB1870
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(D) NMB1870mcsg = variante 1, por exemplo, SEQ ID N°: 80

(E) NMB1870 ,09¢ = variante 2, por exemplo, SEQ ID N°: 81

(F') NMB1870wmi239 = variante 3, por exemplo, SEQ ID N°: 84

Proteinas em tandem (G), (H) e (I) NMB 1870

(G) NMB 1870um53—NMB18705499¢ = variantes 1 e 2, por exemplo,
SEQ ID N°s: 79 e 82

(H) NMB1870,995—NMB1870y1,39 = variantes 2 e 3, por exemplo,
SEQ ID N°s: 87 e 88

(1) NMB1870ymcs55—NMB1870ymi1230 = variantes 1 & 3, por exemplo,
SEQ ID N°s: 83 e 85

As respostas bactericidas foram medidas contra até 20
estirpes gque possuem a variante 1 de NMB1870, contra até 22
estirpes com variante 2 de NMB 1870 e contra até 5 estirpes

com variante 3.

A eficédcia bactericida de soros criados contra as proteinas
(A) a (C) combina o gendtipo das estirpes de ensaio por
exemplo, utilizando CFA como adjuvante para a imunizacéao,
os titulos de SBA contra a estirpe MCH8 (variante 1) foram:

(A) 262.144 (B) <4 (C) <4. Da mesma forma, quando 0s SsSOros

foram testados contra a estirpe 961-5945 (variante 2) SBA

foram: (A) 256 (B) 32768, (C) 4096. Finalmente, contra a

estirpe M1239 (variante 3) os titulos foram: (A) <4 (B),
512, (C) 32768.

Usando CFA ou hidrdéxido de aluminio como adjuvante, a
proteina (A) deu titulos de SBA de 2 512 contra as
seguintes estirpes: M01-240185, M2197, LPN17592, M6190
(todos ET37); MC58, BZ83, CU385, N44/89, 44/76, M2934,
M4215 (todos ET5); BZ133; M1390, ISS1026, ISS1106, ISS1102
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(lin. 3); F6124 (SIII) e M2937 (outros). Estas estirpes
cobrem os serogrupos A, B, C e W 135; ndo foram testadas

estirpes do serogrupo Y.

Usando CFA ou hidrdéxido de aluminio como adjuvante, a
proteina (B) deu titulos SBA 2 512 contra as estirpes:
2996, 961-5945, 96217 (cluster A4); M01-240013, Cl1l1, NGH38,
M3279, M4287, BZ232 (outros). Estas estirpes cobrem os
serogrupos B e C; as estirpes do serogrupo A, W135 ou Y né&o

foram testadas.

Usando CFA ou hidrdéxido de aluminio como adjuvante, a
proteina (C) deu titulos SBA 2 512 contra as estirpes

M01-0240364, NGPle5 (ET37), M1239 (lin. 3); M01-240355,
M3369 (outros). Estas estirpes estdo no serogrupo B; e nédo

foram testadas estirpes do serogrupo A, C, W135 ou Y.

Os padrdes de SBA observados com as proteinas (A) a (C)
também foram observados com as proteinas de (D) a (F).
Contra a estirpe MC58, o soro obtido utilizando a proteina
(D) e adjuvante de hidréxido de aluminio deu um titulo de
SBA de 16384, ao passo que o0s soros obtidos utilizando a
proteina (E) ou (F) e o mesmo adjuvante deu os titulos de
SBA <4. Contra a estirpe 961-5945, os soros da proteina (D)
e (F) tinham titulos mais Dbaixos do que os obtidos
utilizando (E). Contra a estirpe M1239, os titulos de SBA
foram: (D) <4 (E) 128, (F) 16384.

Com proteinas em tandem, a eficédcia SBA foi ampliada. Os
soros obtidos utilizando a proteina (G) foram bactericidas
contra a estirpe MC58 e 961-5945, bem como outras estirpes
que possuem a variante 1 ou a variante 2 de NMB1870. Os
soros utilizados contra a proteina (H) deu baixos titulos
contra as estirpes que possuem a variante 1 de NMB1870, mas

altos titulos contra outras estirpes, por exemplo, contra a
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estirpe 16384 961-5945 (variante 2) e contra a estirpe
32768 M3369 (variante 3).

Os soros obtidos por imunizacdo com a proteina adjuvante
CFA (I) deu titulos SBA 2 512 contra: LNP17094, 96217, 961-
5945, 2996, 5/99 (A4 cluster); C4678, M01-0240364, NGP165
(ET37), M1239 (lin 3.); M2552, BZ232, M3279, M4287, 1000,
NGH38, C11, M01-240013, M01-240355, M3369 (outros). Estas
estirpes cobrem os serogrupos B e C; a atividade contra as
estirpes dos serogrupos A, W135 ou Y ndo foi testada com a

proteina (I).

Apds a imunizacdo com as proteinas que contém a variante 1
de NMB1870, os soros testados contra até 20 estirpes que

tém uma NMB1870 na variante 1 deu os titulos de SBA como se

segue:
Protein {A) {A) (& {0 {G) {G} {H {H
Adiuvant CFA Alum CFA Aluny CFA Alum CFA Alum
N?® sirains tested 18 20 20 20 13 13 11 11
SBA <128 1 7 4 3 o 5 0 2
SBA 128-512 2 4 0 4 G 3 0 3
SBA 2512 18 9 16 13 13 5 11 ]

Apbs a imunizacdo com proteinas contendo a variante 2 de
NMB1870, soros testados contra até 22 estirpes que tém uma

NMB1870 na variante 2 deu titulos de SBA da seguinte forma:

Protein (B} {® (&) (&) (G} {H) (H) { #
Adjuvant CFA Alum Alum CFA Alum CFA Alum CFA Alum
N? strains tested 16 19 22 16 15 22 22 7 6
SBA <128 8 14 13 8 16 7 8 3 g
SBA 128-512 2 7 3 3 1 g 1
SBA »512 10 3 2 7 2 14 8 4 0
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Apds imunizacdo com as proteinas que contém a variante 3 de
NMB1870, os soros testados contra até cinco estirpes que

tém uma NNM1870 na variante 3 deu os titulos de SBA como se

segue:
Protein (o (G} F} {G) (G} {H) (H} {h th
Adjuvant CFA Alum Alum CFA Alum CFA Alum CFA Ahkim
N° strains tested ) 5 5 § 5 5 8 3 3
SBA <128 Q 1 1 1 H 0 4] 1 1
SRBA 128-512 0 0 0 0 2 o 4] 0 1
S8A >512 5 4 4 2 5 5 1

Conclusébes

Em primeiro lugar, NMB1870 parece ndo ser um antigénio util
para imunizacdo ampla - 0s seus niveis de expressdo variam
entre estirpes, existe variabilidade significativa de
sequéncias, e ndo h& nenhuma protecdo cruzada entre as
diferentes variantes. No entanto, demonstrou-se gue mesmo
as estirpes que expressam niveis muito baixos deste
antigénio s&do susceptiveis aos soros anti-NMB1870. Além
disso, a diversidade de sequéncias estd limitada a trés
formas variantes de tal modo gque a imunidade ampla pode ser
conseguida sem a necessidade de um grande numero de
antigénios. Além disso, parece gue estas trés proteinas
podem oferecer imunidade contra mais do que apenas o

meningococo do serogrupo B.

As diferentes variantes de NMB1870 podem ser expressas em
conjunto na forma de proteinas de fusdo, a fim de dar
cadeias polipeptidicas individuais que sdo ativas contra

mais de uma variante.
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NMB 1870 ¢ imunogénico durante a infeccdo, ¢ capaz de
induzir anticorpos bactericidas e protege ratos infantis do

desafio bacteriano.

Outras informacdes experimentais sobre NMB 1870 podem ser

encontradas na referéncia 197.

Deve ser entendido que a invencdo é descrita acima a titulo
de exemplo apenas e modificacdes podem ser feitas mantendo-
se dentro do ambito da invencdo como definido nas

reivindicacdes.

BREVE DESCRIGAO DA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

SEQ 1B NO: Description
1-23 23 different NMB 1870 sequences, full-length
24.45 22 different NMB1870 sequences, with N-terminus cysteines
46 N-terminal amino acid seguence used for expression
47-668 PCR primers
67-89 Partial sequences from Figure 1
70-73 & 88 Sequence motifs far retention or amission from proteins of the invention
74-75 Fusr boxes
76 938" from MC58, with leader peptide processed
77 Example of a 9365~ AG-NMB 1870y, 230 hybrid
78 Gonococcus-derived sequence used for chimeric exprassion
74,82, 83, 85, 87, 88, 82,80 | Tandem NMB1870 profeins
80,81.84 Truncated NMB1870 sequences
91-84 Hybrid proteins of "936" and NMB1870
Q5-122 PCR primers
123-141 Fuli-length NMB1870 sequences
142 Triple tandem NMB 1870 sequence
143 Haji NadA sequence
144 Glycine linker
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

SEQ ID NO: 1- strain MC58 WO99i57280]
MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGOGVARDI CRGLADAL TAPLDR DRGLOSL TLDQSVRKNERLKLARQGAEK T YGHGDS LNTGRLENDKVSRFD
FIRQIEVDGQLITLESGERQVYXQSHSALTARQTEQIQDSENSCRMVAKROFRIGDI AGEHT SFDRLPECCRATYRGTAFGS DDAGGRLTYTIDFA
ARQGHGKIRHLKSPELHVDLARADI KPDGR REAVI SGSVL YNQRERGSYSLGI FRGKAQEVAGSAEVK TVRGTREIGLARKQ

SEQ ID NO: 2-strain gb188

MNRTAFCCLSLTTALI LTACSSGGGGVAAD I GAGLADALTAPLOHK DRGLOSLMLDQSYRENERLXLAAQGAERT YGNGOS LN TGRLKNDKVSRED
FIROIEVDGK LI TLESGEPQVYROSHSALTALQTEQUQDSEDSCRMVAKROFRIGD I AGERTSFDRLPRGGSATY RGTAFGSDDAGGKLTYTIDFA
AXOGHGKIEHLXSPELNVELATAYIKPOEKHHAVI SGSVLYNGDERGSYSLGIPGGORQEVRGSAEVETANG IHH IGLARKQ

SEQ ID NO: 3 - strain m4030

MNRTAFCCESLTARLILTACSSGOGGVAAD IGAGLADALTAPLOHK DRSLQSLTLOOSVRINERLR LARGGAEK T YONGDSLNTGRLKNDRVSRED
FIRQIEVDGOLITLESGEFQVYRQSHSALTALYTEQVQDSEDSCKMVARROFRIGDIAGEHT SFDELERGGSAT Y RGTARGSDOAGGRLTYTIDFA
ARQGHGR I EHLESPELRVELATAY THPORRRHAVISGSVLYNQDEKGS Y SLGL PFGGOADEVAGSAEVETANG IRH IGLARKG

SEQ ID NO: 4 - strain iss1001

MIRTAFCCFSLTAALI LTACSSGEOGVAADTGAGLADAL TAPLOHKDKSLOSLTLOGSVRKNER LY LARQGARKT YGNGDSLNTGRLRNORVSRF D
FYRQOIEVDGOL I TLESGEFQVYRQSHSALTALOTEQEQDPEHSCKMVAKRRFK L GDIAGEHT SFDKL K DVMATY RGTAFGSDDAGGRLTYTIDFA
AKQGEGKIERLKSPELNVELATAY IXPDEKRHAVI SGSVL YNQDEKGS YSLGI FGGOAQEVAGSAEVETANG HHIGLAARD

SEQ D NO: 5 - strain inp 17592

HNRTTFFCLSLTARLI LT ACS SGRGGSCGEEVAADIGAGLADAL TAPLORKDRGLOS L TLOQS VRKNEK LXLARQGAER TYGNGES LNTGRLXNDK
VSRFDFIRGE EVIGQLITLESGEFQVYKQSHSALTALOTEQVQDSEDSGRMVARRQERIGDIAGER YSFDKLPRGGSATYRGTARGS DORGGKLT Y
TIDFAVKQGHGK IEHLKSPELNVELARRY I RPDKKRHAVISGSVLYNGDERGS Y SLEI FGGQAQEVAGIAEVETANG IREIGLAAKD

SEQ ID NO: G-strain f6124

MNRTAFCCLSLTRAL] LT ACSSGGGGYARDIGAYLADALTAPLOBKDKSLQSLT LDOSVRRNERLX LARQGAEK T YGNGDSLNTGKLRNDRVSRED
FIRQIEVDGOLI TLESCE ROV Y KOSHSALTALYTEQVIDSERSGHMYAKRQER I GDIAGERT S FOKLPEGGRAT YRGTAFGSDDASGKLTYTIDFA
AKQGHGKTEHLESPELNVDLAASDIK POKKRHAVISGSVLYNQRERGSYSLG FGGRAQEVAGSAEVETANGI RHIGLAAKQ

SEQ 1D NO: 7 - strain m188172
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¥NRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGYAAD IGAGLADAL TAPLDHK DR SLOSLTLOQSVRXNEKLR LARQGAEK T YONGDSENTGRLRNDRVSRFD
FIRQIEVDGOLITLESGERQVYKQSHSALPALQTEQVQDSEHSGRMVAKRQFRIGDI AGERT STDKLPEGGRAT YRGTAFGSDDASGRLTYTIDEA
AKQGHGK TEHLKSPELNVOLAASDIKPERKRHAVISGSVLYNORRKGS YSLGI FGGQAQEVAGSREVETANGIRH IGLARKQ

SEQID NQ: 8 - strafn m2197

MNRTAFCCLSLTTALILTACS SGGAGVARDIGAGLADALTAPLORKDKGLOSLMLOGSVRKNERLK LARCGAEK T YGHGDSENTGRLRNDKVSRFD
FIRGIEVOGOLI TLESGEFQVYRQSHSALTALOT ROVODSEHSGKMVARROFRIGDE AGEHT SFOXL PEGGRAT Y RGTAFGSDDAGGRLIYTIDEA
AKQCHGRIEHLRSPELNVDLAAAY TKPOEKHHAVI SGSVLYNOAEKGSYSLEI FGGKAQEVAGSAEVKTVRGIRHIGLARKQ

SEQ ID NO: 9 - strain m2937

MNRTAFCCLSLTARLI LTRCSSGGGGYARDIGACLADAL TAPLORK DKGLRSLTLOQSVRRNEKLKLARQCAEK T YGREDSLNTGR LENDRVSRED
FIRGIEVDGOLITLESGEEQVY KQSHSALTALQT B 0D LEH SGRMVAR RRFR GBI AGE KT SEDKLREGGRAT Y RGTAFGSDDAGGRLTYTIDEA
AKQGYGKIEHLKSPELNVDLARADIKPDEKRHAVISGEVLYNQDERGS Y SLGIFGGEAQEVAGS ARV TANGTHH IGLARKG

SEQ D NQ: 10 ~ strain 961-5545

MURTAFCCLSLTAALI LTACSSGGGGVARDIGRGLADALTAPLOHKDES LOSLTLOQSVRKNEK LKLAAQGARK T YGNGDS LNTGKLKNDKVSRED
FIRQIEVEGOLITLESGEFQI YKODHSAVVALQT EKINNEDKIDSLINQRSFLVSGLOGEHTAFBQLPOGKAE YHGRAFSSODAGGKLTYTIDFAR
KOGHGKTEH LK TPEQNVELAARELKADEKSEAVI LGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQETAGSATVKIGEXVHEIGTAGRY

SEQ ID NO: 11 - sirain gb013

MNRTAFCCLSLTARLI LYACSSGGGGVAND I GAGLADAL TAPLDHK DK SLOSLTLOOSVRKNEKLKLARQGAEK TYGNGDS LNTGKLKNDR VS RED
FIRQIEVDGQLITLESGEFQT YRQDHSAVVALQI EXINNPDRI DSLINQRS FLYSGLGGEHTAFNQLPSGRAE YHGRAFSSDDAGGKLTYTI DFAA
KOGHGKIERLKTPECNVELASAELKADERSHAVI LGITRYGGEEKGTY HEALFGURAQE L AGEATVR TRERVHETCIAGRY

SEQ 1D NO: 12- sirain B6080Q

MIRTARCCLSLTRAL T LTACS SGEGGVARDIGAGLADAL TAPLDHK DK GLOSLTLD)SVRKNEK LRLARQGAEKT YONGISLNTGKLKNDKVSRFD
FIRQIEVDGQLITLESGEFQI YKQDHSAVVALQI ERINHPORI DSLINGRSFLVSGLGGERTAFNQLPSGRAEYHCRAFS SDDPRGRLHY STDFTK
KOGYGRIEHLKTPEQNVELASAELKADERSHAVT LGOTRYGGEEKGTYRLALFGDRAGETAGSATVRIREXVAEI GIAGEQ

SEQ D NQ: 13 - strain 95n477

¥NRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGVARDIGAGLABAL TAPLOHRDRSLQSLTLOQS VRKNEKLK LARQGARK T YGHGDS LNTGRLKRDKVSRED
PIRQIEVDGQLITLESGEPQI YRODHSAVVALOIEKINNPDR I DSLINQRS FLYSGLGGEHTAFNQLPSGKAEYHGKAFSSDDRNGRIHYS IDETR
ROGYGRIEHLXTPEQNVELASARLRADEKSHAVILGHTRYGGEEKGTYHLALFGDRAQETAGSATVR IRERVHETGIAGKQ

SEQ ID NO: 14 - strain m2671

HNRTAFCCLSLTARLTLPACSSGGGGVARDIGAGLADALTAPLDHK DRSLOSL P LOQSVRRNER LELARQGAERT YGNGDSLETCKEKNDEVSRED
FIRQIEVDGOLITLESCERQI YRODHSAVVALOTER INNPDRIDSLINGRS FLVSGLGGENTAFNQLPGGKAEYHGKAFSSDDPNGRENY SIDETR
ROGYGRIEHLKTPECNVE LASAELKADEKSHAVILGDTRY GSEEKGT YREALFGDRAQETAGSATVE IRERVHEI GTAGRQ

SEQID NOQ: 15 - strain 1000
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MERTAFCCLSLTAALILTACSSGGGEVAADIGAGLADALTT PLORK DK SLOSLTLDQSVRRREKEK LARQGRERT YGRGDSLNTGKLKNDEVSRED
PIRGIEVDGOTITLASGEFQT Y KONHSAVVALOIEKINRPDKI DS L INQRS FLV SCLGGERTAFNQLPDGRAEYHGRAFSSDDPNGRLEY SIDFTK
KOGYGRIEHLRTPRQNVELASAELKADERSHAVI LGDTRYGGEEKGTYHLALFGORAQETAGSATVK I REKVHEIGIAGRQ

SEQ ID NO: 16 - strain m3279

MNRTAPCCLSLTARLILTACSSOCUEVAAD IGAGLADALTAPLDNKDRSLOSLTLDQSVRRNEX LK LARQGRER T YGRGDS LNT GKLRNDRVSRED
FIRQIEVDGQTITLASGEFQT YKONHSAVVALQIER INNPOKIDSLINQRS FLY SGLGGERTAFNGLPDGRAR YHGRAFSSDDPNGRLEYSIDFTK
KOGYGRIEHLRTPEQNVELASRELKADEKSHAVILGDTRYGGEERGT YHLAL FGDRAQETAGSATVK IRERVHEI GIAGKQ

SEQID NO: 17 - strain 193-4286

M¥RTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGVAADIGAGLADAL TAPLDHKDRGLOSIHLODSVRRNEK LK LARQGAEKT YONGDS LETGKLENDRVSRED
FIRQIEVDGOTITLASGEFQI YKONHSAVVALQIER INNPDRIDS L INQRS FLYSGLGGENTAFNQL PDGKABYHGRAF SSDDPNGRLHYSIDETK
KQGYCRIEHLKTPEQNVELASAELKADERSHAVILGDTRYGGEERGT Y HLALEGDRAQE TAGSATVR IREKVHEL GTAGKQ

SEQID NO: 18 - strafin m1239

MNRTAFCCLSLITALILTACSSGGGGSGEGGVARDIGTGLADALTAPLDHKDKGLASLTLEDS I PQNGTLTLOAQGAERT FRAGDRONSINTG RLK
NDKISREDEVQKIEVDGQT I TLASGERQT YRONHSAVVALQI ERTNNP DK T DSLINQRSFLVSGLGGERTAFNQL PGGRAE YHGKAT SSDUPNGRL
HYSIDFYRKQGYERIEHLKTLEQNVELARRELRADEXSHAVI LGDTRYGSEEKGT YHLALFGDRAQETAGSATVR IGEKVHE I GXAGRQ

SEQID NQ: 19 - strain 16888

MNRTAFCCLFLTTALILTACSSGGGGSGGEGVAADIGTGLADAL TAPLDHKDRGLKSLTLEDS I PONGTLTLSAQGAERTEKAGDKDNSLNTGRLK
NDRY SREDEVQKIEVDGQTITLASGEFQT YRQDRSAVVALQI EX IRRP DK DSLINQRSFLVSGLGGER TAFRQLAGGKAEY HGRAE SSODAGGKL
TYTIBFAARGEHGK T BHL KT PEQNVELAAAELKADEK SHAVI LEDTRYGSEEKGT YHIALFGORAQE I AGSATVK IGEKVHET STAGKY

SEQ I NQ: 20 - strain gh355

MNRTARCCLELITALT LT ACS 56665 GSCOVARDIGTGLADALTT FLOHR DR GLRS LTLEDS I PONGT LTLSAQGREKTFKAGDKDNS LNTGKLK
HOKISREDFVORIEVIGQTITLASGERQI YRQDESAVVALOT EKTHNPOKI DSLIRQRSFLVSGLEGEHTARNQLPGERRE YHGKAE SSDDAGGKL
TYTIDFARKQGHGK I EHLK TPEQNVELARAELKADEKSHAVI LGDTRYGSEERGTYHLALFGDRAQEIAGSATVR IGEKVHEIGI AGKQ

SEQ iD NQ: 21- strain m3813

WNRTAPCCLFLTTALI LTACSSG6GGSGEI ARDI CTELADAL T APLOHKDRGLESLTLEDS TPONGTLT LS ACGARKT FRAGDKONS LNTGKLEND
KISREDEVORIEVOGOT I TLASGEECT YRQDHSAVVALQISK TR PDRIDS LINQRSFLVSGLGGERTAFNQLEGGKAEYRGKAF SSDDRGGRLTY
TIDFARKQGHGK] EHLKT PEQNVELAMAELKADEKSHAVILGOTRYGSEEKGTYHLALEGDRAQEI AGSATVRIGEKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NO: 22 - strain ngpi1635

MNRTTFCCLSLTTALI LTACSSGEG6SGGEEVANDIGAGLADALTAPLORK DKGLESLTLEDS I PQNGT LTLSAQGAEK TFKAGGRDNSLNTGKLK
NDKISRFDEVQKIEVDGQTITLASGEFQT YRQDHSAVVALOI EX INNPDK TDSEL INQRSFLYSGLGGEHTAFNQL PGGKAL YHGKAF S5 DDERGRL
KYTIOFTNKOGYGRIEHLKT PEQRVELASAELKADEXSHAVE LGDTRYGSEEXGTYRLALFGDRAQE IAGSATVK TGEKVHE IGIAGKD

SEQ ID NO: 23 - strain fa10%0

93



MRRTTFCCLSLTAGPDSDRLOORRGGGGGYAAD GTGLA DALTAPLDHKDKGLK SLTLERS IPQHGTLTLSAQGREX TFRAGGK DS LNTGRLEND
KISRFDFVQKIEVDGOTT TLASGESQT YKQDHSAVVALRIEK INNPDKI DS LINQRSFLVSDLGGEH TAFNQLPEGKAE THGKAFSSODADGKLTY
T DFARKQGHGRI EHLET PEQNVELASARLKADEKSHAV T LGDTRYGGEEKGTYRLALFGDRAQEIAGSATVRIGERVREIGIADKQ

SEQ ID NOQ: 24 - strain MC58

C38G6GEVARDT GAGLADALTAPLDHEDRGLOSETLDQSVRENEXLKLAROGAEK T YOO DSLNTGKLENDKVS REDF T RQTEVDGOLITLESGER
QUYROSHSALTAFQTEQI ODSEHSGKMVAKROFRIGDIAGER TS FDXLPEGCRAT YRGTAFGS DDAGGKLT YT I OFARKOGNGR TERLES PELNVD
LAAADIKPDGKRHAVY SGSVLYBQAEKGSY SLGIFGGRAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLARKQ

SEQ D NQ: 25 ~ strain gh185

CS5GEGEVARDTIGAGLADAL TAPLDHKORGLOSLMLDOS VRENERLX LAAQGAER TYGRGDS LT GR LKNDRVSREBFIRQIEVDGK LI TLESGEF
QVYRQSHSALTALQTEQVQDSEDSCRMYAKROFRIGDI AGERT SFDRLPKGGSAT YRGTAFGSDDRGGKLT YT DFAAKQGHGK IEHLKSPELNVE
LATAYIKFDEKHRAVISGSYLYNQDEKSS Y SLGI FGGRAQEVAGSAEVETANGI HHIGLAAKQ

SEQ ID NO: 26 - strain m4030

CSSGGEGVAADI GAGLADALTAPLDHKDKSTOSLTLDQSVRRNERLELAAQGREK T YGNGDSLNTGR LKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEF
QVYKQSHSALTALOTEQVQDS EDOSCEMVARROFRIGD I AGEH TS FDRLPXGESATYRGTAFGSDDAGGKLT YT I DFAAKQGHGRT EHERSPELNVE
LATAYIKPDEKRHAVL SGSVLYNQDEKGS Y SLGIFGGOAQEVAGSAEVETANGIHRIGLARKG

SEQID NO: 27 - strain issT1001

C55GEGGEVARDI GAGLADALTAPLORRDXSLOSLTLOQSVRENERLKLAAQGAEK TYGNGDSLNTGK LRNDKVS RFDFI RQIEVDGOLI TLESGEF
QVYKQSHSALTALQTEQEQDPEHSGXMVAKRRFK IGDIAGEHTS DKL FXDVMATYRGTAFGSDPAGGKL TYT I DFARKQOGHGK T BHLRSPELNVE
LATAY [KPDEKHHAVI SGSVLYNQDEKGS Y SLGI FGGQROEVAGSARVETANGI HHIGLARKQ

SEQ 1D NO: 28 - strain inp17592

C38GEGGSGREEVAADIGAGLADALTAPLDHEDKGLOSLTLDQSVRENEKLKLAAQGREK TYGNGDS LNTGKLKNDRVSREDETRQIEVDGQLITL
ESGEFQVYXKQSHSALTALOTEQVODS EDSGRMYAKRQFRIGD T AGERT SFDRLPKGGERTYRGTAFGS DDAGGK LT Y T DFAVRQGHGK I EHLESP
ELNVDLARRY IKPDKKRHAVI SGSVLYNQDERGS YSLGIFGGUAQEVAGSAEVETANG IHHIGLAAKD

SEQ D NO: 29 - strain 6124

C88GGGGVARDIGAVLADALTAPLDHKDKSLOSLTLROSVRKREKLKLAAQGAER T YGNGDS LUTGR LKNDKVSRFDF I RQIEVDGOLITLESGER
QVYRQSHSALTALOTEQVODSEHSGKMVARRQFRIGDT AGER TS FDKL PEGERATYRGTAFGS COASCRLT YT IDFARKQGHGR I EHLKSPELNVD
LAASOIKPDRERHAVISGSVLYNQARKGSY SLGI FGGQROEVAGSAEVETARGI RHIGLAAKY

SEQ 1D NO: 30 - strain m198172

CS8GGEGYAADY GAGLADALTAPLONKDKELOS LTLOQSVRKNER L KLAAQGAE KT YGRGDSLNTGRERUDKVSRFDF T RQIEVDGQL ITLESGEF
OVYKQSHSALTALOTEVODSERSGRMVAK RQFRIGDIAGERTSFEKLPEGGRAT YRGTAFGS DDASGRLT YT DFARKQGHGK IEHLKSPELYVD
LAASDIRPDKRRHAYVI SGSVLYNQAEKGSY SLGIFGGQAQEVAGSAEVETANG] RHIGLAAK]

SEQ ID NQ: 31~ strain m2197
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CSSGGEEVARDIGAGLADALTAPLOHKDKG LS LMLDCSVRENEKLKLAAQGAEK TYGNGDS LN TGK LKNDRVSREDFI RQIEVDGQLI TLESGEF
QVYRQSHSALTALGTEQVQDSENSGKMVAKRQFRIGDI AGEHT SFDRLPEGGRAT YRGTAFGS DDAGGKLI YT I DFARRQGHGR I ERLESPELNVD
LARAY TXPDERHHAVISGSVLYNQREKGS Y SLGIFGGKAQEVAGSREVRTVNGIRHIGLAAK

SEQ ID NQ: 32 - strain m2937

CSSGGGEVARDIGRGLADALTAPLOHKOKGLRSLTLDQSVRRNEKLKLARQGAEK T YOGS LNTGKLRNDRVSRFDF I RQTEVRGQLITLESGER
QUYRQSHSALTALQTEQRQOLEHSGKMVAKRRFRIGDIAGERTSFOXLREGGRAT YRGTAFGS ROAGGKLT YT DEAAKOGYGRIEHLRS PELNVD
LAAADIKPDEKHHAVISGSVLYNQDERGS Y SLEIFGCERQEVAGSREVKTANG I BHIGLAAKD

SEQ D NO: 33 - strain 961-3945

CS8GEGEVARDIGAGLADALTAPLDHEDKS LOSLTLOQSVRENERLK LARGGAEK T YGNGDS LNTGK LRNOKVS RFOFTRQIRVDGYLITLESGER
QIYKODHSAVVALQIEKINNBDKIDSLINQRIFLVSGLGGEN TAFNQLPDGKAE Y HGRRFSSODAGGKLTY TIDFARKQGHGK TEHLKTPEQNVEL
BARELKADEXSHAVILGDTRYGSEEKGTYRLALFGDRAQEIAGSATVRIGEKVHETGIAGKD

SEQ ID NQ: 34 - strain gh}13

C55GEGGYRADIGAGLADALTAPLDHKDKSLOSLTLOQSVRENERLELARQGAEKT YGHGDS LNTGRLKNDRVSRFDFIRQIRYGGQLI TLESGEY
QIYRQDHSAVVALOIEKI NNPDKI DSLINQRSFLVSGLGGEHTAINQLPSGKAE YHGKAF SSDPAGGRLTY T IDFAARQGHGK IEHLKTPECNVEL
ASAELRADEXSHAVILGDTRYGGEEKGT YHLALFGDRARQEYAGSATVEI REKVEEIGIAGRY

SEQ 1D NQ: 35 - strain 860800

CSSGOGGVAADIGAGLADALTAPLOHKDRGLOSLTLOQSVRENERLX LARQGAEK T YGNGDSLNTGRLENDKVE RFDFIRQISVEGOLI TLESGEE
QIYKQDHSAVVALQTEX INNBRKIDS LINQRSFLVSGLGGERTAFNQLPSGRAE Y HGKAFSSODENGRLEY SIDF TRKQGYGRIEHLKTPEQNVEL
ASAELKADERSHAVILGDTRYGGEEKGT YHLALFGDRAQEIAGSATVK IREKVEEIGIAGKD

SEQ 1D NQ: 36 - sirain 95n477

£35GGGGVARDIGAGLADAL TAPLOKKOKS LS LTLOQS VRENERLKLARQGAER TYGNG S LN TGRLRN DX VSREDP IRQIEVDGOLITLESGER
QIYKODHSAVVALQIERINNFDKIOSLINQRSFLVSGLGGERTAFNQLPSGRAE YRGRAF SSDDRNGRIHY S IDFTKRQGYGRI EHLKTPEQWVEL
ASAELKADEXSHAVILGDTRYGGEEKGTYHLALEGORAQEIAGSATVKIRERVREIGIAGKQ

SEQ 1D NO: 37- strain m2671

CSSEEECVAADIGAGLADAL TARLDHKDKSLOS LTLOQSVRRNERLKLARQGAERT YGNGDS LN TGKLKNDKVSRFDF T RO EVDGQLITLESGEY
QIYRODHSAVVALQIEXINNPDKY DSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLEGGKAEYHGRAY SSDDPRGRLHY ST DF TKRQGYGRIEHLKTPEQNVEL
ASAELFADEKSHAVILGDTRYGSEERGT YHLALFGDRAQETAGSATVKIRERVHEIGIAGKD

SEQID NO: 38 - sfrain 1000

CSSGGGEVAADIGAGLADALT T PLDHEDRSLOSLTLOQS VRRNEKLKLARQGAER TYGRGDS LT GK LKNDKVSRFDFTRQIEVRGQTITLASGER
QTYRONRSAVVALQLEK I NP DK I DS LINQRS FLVSGLOCEHTARNOL PDGRAE YHGRAF SS DDPNGRUHY S TOF TRRQGYGRIEHLKTPEQNVEL
ASAELKADERSHAVILGDTRYGCEERGTYHIALFGORAQEIAGSATVK I REKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NQ: 38 - sirain m3279
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CSSGGEGVAADTGAGLADALTAPLIHKDKSLOSLTLDOSVRENER LK LARQGREKTYGNGDS LN TGKLANDKVSRFDFI RQIEVDGQTITLASGER
QIYRGNHSAVVALQIEK I NNPDRIDSLINQRSFLVSGLGGETAFNQL P DGRARYHGKAFSSDDPNGRLEYS IDFTKKOGYGRI EHLKTPEQNVEL
ASAELKADEKSHAVILGDTRYGGEEKGTYHLAL FGDRAQEIAGSATVR IRERVHEIGIAGKQ

SEQ ID NQ: 40 - strain 193-4286

CS5GGGGYARDIGAGLADAL TAPLOHRDRGLOS LYLDOSVRENEK LKLAAQGREK TYGNGDS LR TGKLRNDEVSRFDF IRQIEVDGOT ITLASGEF
QI YRONHSAVVALGI EKINNPDKI DSLINQRSFLVSGLGGERTAFNQLEDORAE YRGKAFSSDOPRGRLEYS I DETKRGGYGRIEHLKTPEQRVEL
ASAELXADEKSHAVILGOTRYGGEEKGT YHLALFGDRAQEIRGSATVKIREXVEEIGIAGRQ

SEQ ID NO: 41- strain m1239

CESGOEGAGRGGVARDIGTGLADALTAPLDRKDKGEKSLTLEDST PONGTLTLSAQGAEK T FXAGDK DN SLNTCRLENDE I SRFDEVQRIEVEGOT
ITLASGEFQIYKONHOAVVALQI ERINNPDRT DS LINQRSFLYSGLGCEHTAFNQLPGGRAE Y HGRAFSSDDPNGRLHYSTDFTRKRQGYGRIERLR
TLEQNVELAAAELKADEK SKAVILGDTRYGSEEKGT YRLALFGDRAQE TAGSATVR I GEXVREIGIAGKQ

SEQID NG: 42 - strain 16889

C35C66GSEEEEVANDTGTGLADALTARLDRKDRGLKSLTLEDS T PONGT LT LSAQGAEKT FRAGDKUNSLNTGKLRNDKISREDEVQRTEVDGQT
ITLASGEFQL YXQDUSAVVALQT EXINNPDRIDSLINQRSFLVSGLGGEH TARNQLPGGRARYHGRAFSSDDAGERLTY TIRFAAKQGHOKI ERLE
TPEQNVELAAAELKADEK SHAV I LGDTRYGSEERGT YHLALFGDRAQE TIAGSAT VK1 GEXVHE ISTAGKQ

SEQ ID NO: 43 - strain gh355

CSSGGEGESESGEVARDIGTGLADAL T TRPLOBKDKGLRSLTLEDS T PONGTL T LSAQGAEKYFRAGDRDNSLNTGKLENDR ISREDEVORTEVDGQT
ITLASGEFQI YKODHSAVVALQT EX INNPOKIDSLIRQRSFLVSGLGGEHT AFNQLPGGKAE Y RGKAFSSDDRGAKLTYTI DFAARQGHEK T EHLK
TPEQHVELARAELKADEX SHAVILGDTRYGSEEXGTYRLALFGDRAQETAGSATVR IGERVHEIGIAGRD

SEQ ID NO: 44 ~ strain m3812

CS50006SGET AADTGTGLADALTAPLDHKDRGLESLTLEDS I PONG TLT L SAQGAEK T FKAGDKDNSLNTGKLKNOR I SREDEVQK TEVDGQTIT
LASGERQTYXODHSAVVALQLEX INNPDK I DS LINORS FLVSGLGGERTAFNQLPGHKAR YHGKAF S SDDAGGRLTYTI DFARKOGHK I EHLKTP
EQNVELARAR LXADEKSHAVILGDTRYGSEERGT YHLALFGORAQE TAGSATVRIGEKVREIGIAGKD

SEQ D NO: 45 - strain ngp 165

C55GGEGSGEGGVARDIGAGLADAL TAPLOHRDEGLES LTLEDS T PONGT LTLSAQGAERT FRAGGK DN SLNTGRLKNORISREDFVQRIEVOGQT
PTLASGEFQI YRODHSAVVALQT EKINNSDKTDSLINQRSFLVSGLGGEH TAFNQLPGGRARYHCKAFS SDDPNGRLEY TIDFTNKQGYGRIERLK
TPEONVELRSAELKADER SHAVILGDTRYGSEEXGTYHLALFGORRQETAGSATVRIGEKVHEIGTAGKY

SEQ ) NO: 46 - N-terminal sequence for expression
GSPOSDRLOQRRG

SEQ 1D NO: 47 - PCR primer
CGCGGATCCCATATGGTCGCCGCGCGACATCG

SEQ ID NO: 48 - PCR primer
CCCGOTCCAGTTGCTTGGLEGCAAGES

SEQ 1D NO: 49 - PCR primer
CGCGGATCCCATATGEGCCCTCATTCTGACCGCCTGLAGCAGCG ARG GTCGACCGCCGACATCGE
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SEQ ID NO: 50 - PCR primer
CCCGLICGAGCTGTTTGCCGECGATGCC

SEQ D NO: 51 - PCR primer
CGCGGATCCCATATGGGCCCTGATTCTGACCGCCTGCAGCAGCGCGAGGGCGAGGEGGTGGTETCGC

SEQ D NO: 52 - PCR primer
GCCCAAGCTTCTGTTTGUCGOUGATGCC

SEQ ID NQ: 53 - PCR primer
CGOGGATCCCATATGAATCGAACTGCCTTCTGLTGCL

SEQ ID NO: 54 - PCR primer
CCCGLCTICGAGTTATTGCTTGGLGGLAAGGT

SEQ D NO: 55 - PCR primer
GACCTGCCTCATTGATG

SEQ i) NO: 56 - PCR primer
COGTAMMTTATCGTGTTCGGACGGE

SEQ 1D NQ: 57 - PCR primer
CAAATCGAAGTGGACGGGCAG

SEQ ID NO: 58 - PCR primer
TCTTCGATTTTGCCGTITCCCTG

SEQID NO: 539 - PCR primer
GCTCTAGACCAGCCAGGCGCATAC

SEQ D NO: 60 - PCR primer
TCCCCCGGGGACGGCATTITGTTTACALBG

SEQ D NQ: 61- PCR primer
TCCCCLGGGCGLCAAGCAATAACCATTG

SEQ ID NO: 62 - PCR primer
CCCGLTCGAGCAGCGTATCGAACCATGL

SEQ ID NO: 83 - PCR primer
GCTCTAGATTCTTTCCCAAGAACTCTC

SEQ ID NO: 64 - PCR primer
TCCCCCGGLCCCETATCATCCACCAC

SEQ D NO: 65 - PCR primer
TCCCCLCOGBATCCACGCAAATACCCC

SEQ ID NQO: 66 - PCR primer
CCCGCTCGAGATATAAGTLGAAGACGGA

SEQ ID NO: 67 - Figure 1 sequence
LNOIVK

SEQ D NO: 68 - Figure 1 seguence
VNRTAFCCLSLTTALILTAC

SEQ 1D NQ: 69 - Figure 1 sequence
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ARTTGAACCARATCGTCAARTARCREGTTGCCTGTRARCARARATGCCGTCTGARCCGCCGTICGRACGACAT TTGATTTITGC TTCTTTGACCTEE
CTCATTGATGUGHTATGC ARRAAARGATACCATAACCARARTGT T TATATATTATC TAT TC TGCGTATGACTAGEAGT ARRCC TGTGAATCGRACT
GCCTTCTECTRCCTTTCTCTGACCACTGCCCTGRTTCTGACCECLTEC

SEQ ID NQ: 70 - Sequence which may be omitted
TRSKR

SEQ ID NO: 71- Sequence which may be omitted
TRSKPY

SEQ 1D NQ: 72 - Sequence which may be omitted
PSEPPRFG

SEQ ID NO: 73 - Sequence which may be retained
GGGG

SEQ D NO: 74 - MenB putative Fur box
CATAACCAAAATGTTTATA

SEQ 1D NO: 75 - E.coli Fur-box consensus
GATAATGATAATCATTATC

SEQID NO: 76 - '836° from MC58, with leader peptide processed

VSRVIGSAAVGAESAVDRRITGAQTDONVMALRI BT TARS YLRONRQTRGY T PQISVVG YNRHELLLGQVATEGEKQFVGQT RRSEQRARGVYNY ¥
TVASLPRTAGDIAGDTHNTSKVRATLLG I SPATOARVE I VI YGNVT YVHGT LTPEEQAQI TQRVSTTVGVORVITLYQNYVOR

SEQ ID NO: 77 - Example hybrid protein,

MVSAVIGSAAVGRKSAVDRRTTGAQTDONVMALRIETTARS YLRORNQTRGY TPQI SYVGYNRALLLLGQVATEGEKQFVGQIARSEQRAEGVYNY
ITVASLERTAGDIAGDTHNT SKVRATLLGT SPATQARVKIVTYGHVT VMG I LT PERQROT TORVSTTVGVRRVI TLYONYVORGSGGGGVARDIG
TGLADALTAPLDHKOKGLXSLTLEDS I PONGTLTLSAQGRERTFKAGDKDNSLNTGKLKNDRI SREDFVQRIEVOGQT I TLASGEF QI YRONHIAY
VALQIERINNPDKTDSLI NGRS FLYSGLOGENTAFNOL PGGRAEYHGRAFSSDOPNGRLEY ST DFTRKQGYGRIEHLKTLEQNVELRARELKADEK
SHAVILGOTRYGSESKGT YHLALFGDRAQEIAGSATVKIGERVEEIGTAGRD

SEQ IR NQ: 78 - Sequence for expression
GSGPDSDRLQARR

SEQ ID NO: 79 - Tandom NMEB 1870 {MC58 & 2996)

VARDIGAGLADALTAPLDHKOKSLOSLTLOQSVRENER LKLAAQCAER TYGNGDS LN TG LENDRVSRFDF IRQI EVDGQLT TLESGEFQUYRQSH
SALTAFQTEQI QDS EHSGKMVARRQFRIGDIAGEH TS FDRLPEGGERAT YRGTAFGIDBAGEKLY Y TT DFAAKQGNGK I ERLKSPELNVDLARADIK
PUGKREAVISGSVLYRGAERGS Y SLGE FGGRAQEVAGSAEVKTVIGIRH IGLARKQGSGPDSDRLOORRVAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLOS L
TLOQSVRRNEKLRLARCGAEKT YONGDS LNTCKLKNDXVSRFDF I RQTEVDGOLITLESGEF QI YRQDHSAVVALQT ER INNPOK DS LINQRSFL
VSGLGGERTAFNQLPOGKAE YHORARSSDDAGGR LT YT DFARKQGHGK I EHLK T PEQNVELARAE L KADERSHAVI LGOTRYGSEEKGTYHEALF
GORAQEIRGSATVRISERVHEIGIAGKQ

SEQ 1D NQ: 80 - NMB 18704055 With N-terminal deletion (4G}

VARDIGAGLADALTAPLOHKDKGLOSLTLIQSVRKNER LKLAAQGAEK TYGNGDSINT GRLRNDKVSRFIF I ROTEVDGQLI TLESGEFQVYRQSH
SALTAFQTEQIQDSEHSCKMVAKRQFRIGDIAGEHT SFDKLPEGGRAT YRGTAFGSDDAGGKLTY T I DFAAKCENGK I EHLKSPELNVDLARADIK
PDGKRBAVISGSVLYNQAERGSYSLGT FGGRAQEVAGSAEVETVNGIRHIGLARKG
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SEQ 1D NQ: 81 - NMB 187050, with N-terminal deletion {1G}

VAADIGAGLADRLTAPLDHKDRSLOSLTLDOSYRENEKLELABQGABKTYGNGDSLNTGRLKNDKVERFDEIRQIEVDGQLITLESGEFQL YRQDH
SAVVALQIEXINNPDK IDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLP DGKAEY HGKAF 5SDDAGGKLT YTIDFARKQGHGK I EHLXTPEQNVELARAELKA
DEKSHAVILGDTRYGSEERGTYHIALFGORAQEI AGSATVKI GEKVHEIGLAGKQ

SEQID NO: 82 - Tandem NMB 1870 {(MC58 & 2996)

VAADIGAGLADALTAPLOHKDKGLOSLTLDOSVRKNEK LK LARQGAER T YGNGDSLNTGRLENDKVSRFDFIROI EVEGOLI TLESGEFQVYKOSH
SALTAFQTEQICDSEHSGHMVAKRQFRIGDIAGERT SFOKLPEGGRAT YRGTAFGS BOAGGK L TYT I DFARKQGNGK TERLRSPELWVDLARADIK
POGKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGT FGERAQEVAGSABVRTVNGI RRIGLARKQGSGGRGVAART GAGLADALTAPLDHRDKSLQSLTLOQSVR
KNEKLKLARQGREKTYGNGDSLNTGRLENDXVSREDFIRQIEVOGQLI TLESGE FQI Y RODHSAVVALOT ERINNEDR Y DS LINQRSFLVSGLGGE
HTAFNOLPOGRAE YHGKAFSSODAGGKLTYTI DFARKCGHGK TERLKT PEQNVE LARAE LEADEKSHAVI LGDTRYGSEERGT YHLALE GDRAQE T
AGSATVKIGERVHEIGIAGEQ

SEQ ID NQ: 83 ~ Tandem NMB 1870 (MC58 & M1235)

VAADIGAGLADALTAPLDREDRGLOSLTLDQSVRKNEK LKLAAQGAEKT YGNGDSINTGRLRNDKVSRFDF IRQI EVRGQLI TLESGEFQV YRQSH
SALTAFQTEQIQDSERSGRMVAKRQFRIGDI AGEHTS FDKLPEGGRAT YRGTAFGS DDAGGKLTY T T DFARKQGNGK T EHLESPELNVDLAAADIK
POGKRHAVISCSVLYNQREKGS YSLGT FGGRAQEVAGS REVE TYHG IRHIGLARKQGSGPOSDREQORRVAAD I GTGLADAL TAPLDHKDRGLES Y
TLEDSI PONGTLTLSAQGAEK TFRAGDK DS LNTGRLRNDR I SREDFVQKI EVDGOT L TLASGERGT YRONRSAVVALQIEK I NNPDXTDSLINQR

SFLVSGLGGEHTAFNQLPGGRAEY HGRAFS SDDPRGRLHY ST OFTRKQGYGRIBHLRTLEQNVELAAAELKADEK SHAVILGDTRYGSEEKGT YHL
ALFGDRAQEIAGSATVKIGERVREIGIAGKQ

SEQ ID NO: 84 - NMB1870y59534 with N-terminal defetion (4G}

VAADIGTGLADALTAPLOHKDKGLRSLTLEDS I PQNGTLTLIAQGAEK T PR AGDRDNSLNTGR LKNOR I SREDEVOK X EVOGQTITLASGEFQIYR
ONBSAVVALQIERTNHBDK TR LINQRSEFLVSGLGGER TARNQLPGGKAY HGRAFSSDDPNGRLEY SIDFTRKQCYGRIERLKTLEQNVELARAE
LRADERSHAVILGDTRYGSEENGTYRIALFGORAQEIAGSATVRIGEKVHEIGIAGR)

SEQ D NO: 85 - Tandem NMB 1870 (M1C58 & M1239)

VARDIGAGLADALTAPLONKDRGLOSLTLNQSVRKNEKLRLARGGAEKT YONGDS LNTGRLKNOKVSREDFI RQI EVDGRLITLESGEFQVYRQSH
SALTAFQTEQIQDSERSGIMVAKROFRIGOIAGEHTSPORLPEGGRAT YRGTAFGSDDAGGRLTY TT DFARRQGNGK I EHLKSPELNVOLARABIX
POGKRHAYISGSVLYNQAERGS Y SLGI FGGKAQEVAGSAEVE TYNG IRE IGLARKQGSGGGEVAADI GTGLADAL TAPLIREDRGLESLTLEDSIP
QONGTLTLSAQGREKT FRAGDKDNS LY TGRLRNDK I SREDEVORTEVDGOTT TLASGEF QI YRONHSAVWALQ I EKINNPERTDS LINQRSFLYSGL
GGEHTAMNQLPGGRAEYHGKAFSSDDPNGRLHYS IDFTKEQGYGRI EHLKT LEQNVELAAREL KADERSRAV LGDTRYGSEEKGT YHLAL FGHRA
QETAGSATVKIGEKVHEIGIAGKD

SEQ /D NO: 88 - Sequence for expression
GPOSDRLOQRR

SEQ D NO: 87 - Tandem NMB 1870 {2996 & MT239)

GPDSDRLOQRRVARDIGAGLADRL TAPLOHKDKSLOSLTLOOSVRANEK LK LAAQGAEK T YGNGDS LATGRLENDRVSREDF I ROIEVDGQLITLE
SGEFQT YRQDHSAVVALQIEX INRPDRIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPOGKAE Y HGKAF SSDDAGEKLTY TIDFAAKOGHGK IEHLKTPEQ
NVELAAAFLXADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRACETAGSATVR IGEXVHE I GTAGKQE SGPDSDRLOQRRVAADIGTGLADALTAPL
DHRDRGLKSLTLEDST PONGTLTLSAQGAEK TFKAGDRDNSLNTGR LKNDKISRFDFVOKT EVDGOT ITLASGEFQI YRQNHSAVVALQIEKI BND
DKTDSLINQRSFLVSOLGGEHT AFNQLPGGHAR YHGKAF SSODPHGRLAEY S IDF TRKQGYGRI EHLR TLEQNVELARAELKADEKSHAVILGDTRY
GSEEKGTYHLALFGDRAQE IAGSATVRIGEKVHEIGIAGKS
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SEQID NOQ: 88 - Tandem NMB 1870 (2996 & M1239)

GPDSDRLOQRRVAADI GAGLADALTAPLOHKDKSLOSLTLOQSVRENEX LR LARQGAE K TYGNGDS LNTGKLKNDKVSREDFIRQIEVDGQLITLE
SGEFQI YRQDHSAVVALQIEK T NNPDKI DSLINQRSFLVSGLGGERTAFNQLPDCRAE YHGRAFSSDDAGGKLTY T IDFAAKQGHGK I EHLETPEQ
NVELARAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVRIGERVRE IGTAGRQGSGLEGYAADIGTGLADAL TAPLOHKDKGL
RSLTLEDSIBQNGTLTLSAQGAER TERAGDKDNSLNTGKLERDKI SRFDFVORT EVDGQT ITLASGEFQI YKQNHSAVVALQTER TNNPDRTDSLY
HORSFLVSGLGGEHTAFNQLRGERAL THGRASSDOPHGRLHYSIDFTKXQGYGRIEHLE TLEQUVELARRELKADEK SHAVILGDTRYGSERRGT
YHLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVEEIGIAGKQ

SEQ ID NO: B¢ - Tandem NMB1870 (M1239 & 29596}

GPDSDRLOORRVAADIGTGLADALTAPLDHE DKGLKSLTLEDS I QNG TLT LOAQGAEK T FRAGDKDNS LNTGRLENDK ISRFDEVOKIEVIGQT T
TLASGEFQI YRORHSAVVALQT EKINNPDRTDSLINQRSFLVSGLGGEHTARNQL PGGKAE YHGKAF SSDDPNGRLHY S IDFTKKQGYGRIEHLRT
LEQNVELARRELKADEKSHAVILGDTRYGSEERGE YHLALFGDRAQEI AGSATVRIGERYHEL GIAGKQGSGPOS DRLOCRRVAADT GAGLADALT
APLDEKDKSLOSLYLOCS VRKNEK LKLARQGAEK TYORGDS LN TGK LKNDKVSRFDET RQTEVDGQLITLESGEFQI YRQDESAVVALQIEKINNP
DRIDSELINQRSFLVSGLGGERTAFROLPDGKAR Y HGKAFSSDDAGGRLT YT I DFAAKQOHGK Y EHLK TPEQNVELAMAELKADER SHAVILGDTRY
GSEEXGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGERVEEIGIAGRQ

SEQ D NO: 8¢ - Tandem NMB 1870 (1238 & 2696)

GRDSDRLOQRRVAADIGTGLADALTAPLOHKDKGLKSLTLEDSI PONGTLTLSAQGRER TERAGDRONSLNTGELENDK ISRFDEVQRIEVDGQTE
TLASGEFQIYKQNHSAVVALQI EKINNRDKTDSLINQRSFLYSGLGGEHTAFNQLPGGRAEYHGKAFSSDDPNGRLHYS IDETKRQGYGRIEHLKT
LEQNVELARAELKADEKSHAVI LGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHE T GTAGKQGSGEGGVARDIGAGLADALTAPLDHED
KSLOSLELDQSVRKNEKLELAAQGAERTYGNGDS LNTGKLRNDKVSREDFI RO EVDGOLI TLESGEFQI YKQUHSAVVALQTERINRPDRIDSLI
HORSFLVSGLGGERTAFNQLEDOKAE YRGKAFSSDDAGGKLT Y TI DFAAKQGHER I EHLK T PEQRVELAARELKA DEX SHAVILGDTRYGSEEKGT
YHLALFGDRAQEIAGSATVRIGEKVHEIGIAGKD

SEQ D NO: 91 - Hybrid of protein ‘836" band NMB1870,996

CVSAVIGSAAVGAKSAVDRRT TGAQT DONVHALR I ETTARSY LRONNQTXGY TROI SVWGYNRELLLLGQVATEGEKQFVGQTARSEQRAEGVYNY
ITVASLPRTAGDIAGDTWNTSKVRATLLGI SPATQARVKIVT CNVTYYMG T LT PEEQAQITOKVST TVGVORVI TLYQNYVORGSGPDSDRLORR
RVAADIGAGLADALTAPLOHRDKSLOSLTLOQSVRINERLRLAAQGAEK TYGNGDSLNTGRLKNDKVSRFDEIRQT EVDGOL I TLESGEFQIYKQD
HSAVVALOIEKINSPOKY DSLINQRSFLYSGLGGERTAFNQLPDGKAE YHGRAFSSDBAGGKLT Y TT DFARKQGHGK I EHLKTPEQNVELARABLK
ADEKSHAVILGDTRYGSEEKGT YHLALFGDRAQEIAGSATVR IGEXVREIGIAGK]

SEQ ID NOQ: 82 - Hybrid of proteln 936" and NMB1870,9q,

CVSAVIGSARVGARSAYDRRTTGAQTOONVHALR ETTARS Y LRQNBOTRGYTPQY SVWGYNRHLLLLGQVATEGERQFVGQIARSEQRAEGVINY
ITVASLPRTAGDIRGOTHNTSKVRATLLG I SPATQARVKIVIYGNVTYVMGI LT PEEQRQI TQRVS TTVGVOKVITLYQNYVQRGSGEEGVARDIG
BGLADALTAPLOHRDKSLOSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAER TYGRGDSLNTGRLKNDKVSREDF TRQIEVDGQL I TLESGEFQT YKODRSAVVAL
QIEKINNPDKIDSLINQRSFLYSGLGGEHTAFNQLPDGKAEYHGRAFSSDDACGKLTY T IDEAAKQGHGK T ERLKTPEQNVELARARLKADEKSHA
VILGOTRYGSEEKGT YHLALFGDRAQEIAGSATVRIGEXVHEIGIAGRY

SEQ D NO: 93 - Hybrid of protein ‘835° and NMB 187054210

CVSAVIGSAAVGAKSAVORRTTGAQT DDNVMALRTETTARSY LRONNOTRGYT POI SYVGYNRRLLLLGQVATEGERQFVGOTARSEQRREGVYRY
ITVASLPRTAGDIAGDTUNT SKVRATLLGI SPATQARYR VT YGHVTYVNGI LT PEEQAQI TQRVSTTVGVQRVITLYQNYVQRGSG PRSDRLODR
RVAADIGTGLADALTAPLOHKDKGLKSLTLEDS I PONGTLTLSAQGAEK TFRAGDKONSLNTGKLENDR I SREDEVOK I EVOGQTITIASGEFQIY
RONHSAVVALOIEKINN P DRTDSLINQRSFLVSGLCGEHTAFNQLPGCRAEYHGRAF SSDDPNGRLYS I DFTRRQGYGRIERLKTLEQNVELAAR
ELRADEKSHAVILGDTRYGSEERGTYRLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NO: 94 - Hybrid of protein ‘336" and NMBT8704550
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CYSAVIGSARVGAKSAVDRRTTGAQT DDNVMALR I ETTARS YLRQNNQTRGYTRQISVWGYNRELLLLGQVATEGEKQFVGQTARSEQAREGVYNY

ITVASLPRTAGDIAGDTWNT SKVRATLLGI SPATGARVKIVTYGNVT Y VHGILT PEEQAQI TQKVS TTVGVQRVI TLYONYVORGSGECGVARDIG
TGLADALTAPLOHRDKGLKSLTLEDS I PQNGTLTLSAQGAERTFRAGDK DN S LNTGRLXNDR T SREDEVQR T EVDGQT T TLASGEFQI YRONHSAY
VALQIERINNPDKTDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPGGRAEYHGRAFSSDDPNGRLHY S IDETRRQGYGRIEBLETLEQNVELAARELKADER
SHAVILGDTRYGSEEKGT YHLALFGDRAQE IAGSATVR IGEKVHEIGIAGKQ

SEQ 1D NO: 95 - aligonucleotide primer
CGCGGATCCGGCCCTBATTCTGACCG

SEQ 1D NQ: 36 - sligonucleotide primer
CCCGCTCOAGLCTGTTTGCCGGCBATGCL

SEQ 1D NQ: §7- ofigonucheotide primer
CGUGGATCCGGAGCGGETEETETLG

SEQ 1D NO: 98 - oligonucieotide primer
CCCOCTCGAGCTOTTITGCCOBCGATGLD

SEQ D NO: 98 - ofigonucieotide primer
COCEGATCCCECCCTGATTCTGACCS

SEQ D NO: 100 - ofigonucieotide primer
CCCAAGCTTCTGTTTGUCEGCGATGLC

SEQ ID NO: 101- oligonucleotide primer
CGCGEGATCCGGAGGEEETEETETCG

SEQ ID NQ: 102 - oligonucleotide primer
CCCAAGCTTCTGTTTGCCGGCGATECC

SEQ ID NO: 103 - oligonucieatide primer
COCBGATCCGGCCCTGATICTGACCH

SEQ 1D NQ: 104 - oligonucieotide primer
CCCAAGCTTCTOTTTGLCGOCGATECO

SEQ D NO: 10§ - oligonucieotide primer
CGLCEGATCCGRAGEGEGRTGETGTCG

SEQ ID NO: 106 - oligonucleotide primer
CCCAAGCTTCTGTTTGCCGGLGATGCC

SEQ 1D NO: 107 - ofigonucieatide primer
CGCGBATCCEGGCOCCTBATTICTGACCG

SEQ 1D NO: 108 - oligonucieotide primer
CCCGCTCRAGCTGTITGCCGGCGATECC

SEQ 1D RQ: 109 - oligonuicieatide primer
CGCGGATCCGGAGGGGGTGGTETOG

SEQ ID NO: 110 - oligonucientide primer
CCCGCTCGAGCTOTTTIGCCOECGATEOO

SEQ i NO: 111 - oligonucieotide primer
CGUGGATCCGGCLCTGATTCTGALCE
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SEQ 1D NO: 112 - oligonucieatide primer
CCCOCTCGAGCTGTTTGCCGGUGATRCC

SEGQID NO: 113 - oligonucleotide primer
CGCGCATCCGBAGGEORTGETETCE

SEQ 1D NO: 114 - oligonucleatide primer
CCCGCTCGAGCTGTTITGCCGGLGATECC

SEQID NQ: 115 - oligonucleotide primer
CGCGGATCCGEUCCCTCATTCTGACCS

SEQ 1D NO: 116 - oligonucleotide primer
CCCAAGCTTCTOTTTGCCGGLGATGLEC

SEQ 1D NQ: 117- oligonucieotide primer
CGCGGATCCOGAGGGGETGGTETCS

SEQ 1D NO: 118 - oligonucleotide primer
CCCAAGCTTICTGTTTGCCGGLGATGEG

SEQ D NQ: 119 - oligonucleotide primer
CECOCATCCCATATGGGCCCTGATTCTGALCG

SEQ ID NQ: 120 - oligonucleotide primer
CGCEBATCCCTGTTTIGCCGGCBATGCE

SEQ D NOC: 121 - ofigonucleotide primer
CECBGATCCCATATGGGCCCTBATTCTGACLG

SEQ ID NO: 122 - ofigonucieotide primer
CGLGBATCCCTGTTTGCCOECBATGRE

SEQ D NO: 123 - strain FN121217

MNRTAFCCLSLTAALT LTACSSGGOGYAADIGRGLADAL TAPLDHK DK SLGSLTLDQSYRRNER LK LARQGAER T YGNGDSINT GRLKNDRVSRFD
FIRQIEVOGOLITLESGEFQVYRUSHSALTALOTEQVODSERSGKMVARRQFRIGDI AGEHTS FORLPEGGRATYRGTAFGSDDASGKLTYTIDFA
AKQGHGK IEHLKSLELNVDLAASDIKPDOKKRHAVISGSVLYNQARKGS YSLGIFGGORQEVAGSREVETANGI RHIGLAAKY

SEQ ID NO: 124 ~ strain ES14933

MNRTAFCCYSLTAALT ETACSSGGGEOVAADTGRGLADAL TAPLOHKDESLOS LTLOQS VRKNEKLKLAAQGAERT YGRGDSLNTGKLKKDRVSRED
FIRQIEVDGQLITLESGEEQT YKQDHSALTALQTEQEQDPEHSGRMVAKRREKIGDT AGERT SFDKL PKDVMAT Y RGTAFGS DDAGGKLTY T DF A
ARQGHGKIEHLKSPELNVELATAYIKPOEKRHAVISGSVLYNQDERGS YSLGY FGGOAQEVAGSAEVETANGIHHIGLAAKY

SEQID NQ: 125 - strain GB0993

MNRTAFCCLSLTTALI LTACSSGCOGVAADTGAGLADAL TAPLOHKDRGLOS LML DG SVRKNE KLKLARQGAERT YGRGDS LNTGKLENDKVSRFD
FIRQIEVOGQLETLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQVQDSEDSGRMVAKRQFRIGDIAGERTS FDKL PXDVMATY RGTAFGSDDAGGKLTY TIDFA
AKQGHGKIERLKSPELNVELARAY IKPDEREHAVISGSVLYNQDERGS {SLGI FGEQAQEVAGSAEVETANGICHIGLARKG

SEQID NO: 126 - strain ME130
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¥RRTTFCCLSLTAALILTACSSGEEGVAADIGRAGLADAL TAPLORKOKGLQS LT LOQSVRENERLKLAROGAEK T YGNGDS LNTGKEKNDKVSRED
FIRQIEVNGQLITLESGEFQVYKQSHSALTALGTEQVQDS EHSREMVAKRQFRIGDIAGER TS FOKLFKGDSATYRGTARGS DDAGGKLTYTEIDFA
ARQGYGKIEHLKSPELNVDLAARY TKPDEXHHAV ISGSVLYNQDERGS YSLGI FGOQAQEVAGSREVKTANGIRH IGLAAKQ

SEQID NO: 127 - strain F18324

MNRTAFCCLSLTARLILTACSSGGGGVARDIGAGLADAL TAPLDRRDKSLQSLTLDQSVRENEKLRLAAQGAEK T YGNGDS LNTGKLKNDRVSRED
FIRQIEVDGQLITLESGERQVYRQSHSALTAFQTEQIQDSEHSCRMVARRQYRIGDTAGEHT S FORLPEGGRATYRGTAYGSDBAGGKLTYTIDFA
AKQGNGKTEHLESPELNVDLAAADIKPDGKRHAVT SGSVLYNOREKGSYSLGT PAGKAQEVAGSAEVRTVNGI RHIGLARKG

SEQ ID NO: 128 - strain ISS1113

MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGVTADIGTS LADALTAPLDKDKGLKSLTLEDS ISQNGTLTLSAQGAER T YGHGDS LNTGKEKNDKVSRFD
FIRQIEVDGKLITLESGEEQVYKQSHSALTALQTEQVODSEDSGRMVARROFRIGDIAGEHT S FDRLBKGGSATYRGTAFGSDDAGGKETYTIDFA
ARQGHGKTEHLRS PELNVELATAYIKPOEKHHAV I SCSVLYRQDEXGSYSLGI FECOAQEVAGSAEVETANGIHHIGLAARQ

SEQID NO: 128 - strain gb0345

MNRTAPCCESLTAALILTACSSGGOGVAADIGAGLADRLTAPLDRKDKGLOSLTLDCSVRENERL RLAAQGAEK T YGNGDSLNTGKLENDEVSRED
FIRQIEVDGRLITLESGEFQVYKOSHSALTAEQTEQVQDSEDSGKMVAKROERIGDI AGERTS FDKLPRGES ATY RGTAFGSDDAGGRLTYTIORA
ARQGHGRIERLKSPELNVELATAYIKPDEKRHAV SGSVLYNQDEKGS YSLGI FGGQAQEVAGSAEVETANG I HH IGLARKQ

SEQ ID NO: 130 - strain M0445

MNRTAFCCLSLTARLILTACSSGGGOVAADI GAGLADAL TAPLDOHK DRGLYSLTLDQS VRRNEKLKLAAQGAEK T YGNGDS LN TGKLXNDKVSRID
FIRQIEVDGQLITLESGEFQVYRQSHSALTALYTEQVQRSEDSGKMVARROFRIGIT RGEHT S FORLPRGGSAT YRGTAFSSODAGGKLTYTIDFA
AKQCGHGKIEHLKSPELNVELATAY [XPDEXRHAVI SGSVLINQDEXGSYSLGI FGGQRQEVAGSAEVETANGIQR IGLAAKQ

SEQ D NO: 131 - strain MK82

MNRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGYARDIGAGLADALTAPLOKHKDKSLOSLTLDQSVRKNERLKLAAGGAER TYCNGDS LN TGRLKNDKVSRED
FIRQIRVDGQLITLESGERQI YKQDHSAVVALOI EKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGUERTAFNQLPYDRAEYHGRAFSSDDAGUR LTYTIDFAA
KQGHOKTERLKTPEQNVELASAELKADEKSHAV I LGDT RYGSEEKGT YHLALFGDRAQE I AGSATVKIGERVHEIGIAGKQ

SEQID NQ: 132 - strain 8047

MNRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGVRADIGARLADALTAPLDHRDESLOSLTLDQSY RENEK LXLAAQGAEKTYGNGDSLNTGRLENDKVSRFD
FIRQIEVDGQLITLESGERQI YRQDRSAVYALQT EXIBNEDXTDSLINQRSFLVSGLGGERTAFNQL PDGHAEYHGRAFSSDDAGGKLTYTIDEAA
KOGHOK TERLKTPEQNVELARAELKADEKSHAV I LGDTRYGSEEKCTYHLALFGDRAQRIAGS RTYR IGERVBEIGIAGRD

SEQIDNO: 133 - strain C4678

MNRTAFCCLSLTTALILTACSSOGGGVARDIGAGLADALTAR LDHK DR SLOSLTLOQSVRENEKLRLAAQGAERT YGNGDS LNTGKLKNDKVSRED
FIRQIEVDGOLITLESGERQL YXODHSAVVALQTER INNRDKI DS LINQRS FLVSGLGGEHTATNOLPGORAEY HGRARSSODAGCKLTY TIDFAR
KQGHGKIERLKT PEQNVELARARLKADERSHAVI LGDTRYCSEERGTYHLALFGDRAQE IAGS ATV IGERVIR IGTAGKQ

SEQ D NO: 134 - strain 1551133

103



MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGVAADIGAGLADAL TAPLOHKDRGLOS LT LOQSVRENER LKLAAQGAEK T YGNGDS LNTGKLENDKVSRED
FIRQIEVDGOLITLESGEFQI YKQDH SAVVALOTER THNPDK I DSLINQRS FLVSGLOGERTAFNQLP DCKAEYRGKA FSSDOAGGKLTYT IDFAR
KQGHGKIEHLXTPEQNVELARAELKADERSHAV I LGDTRYGSEERGTYHLALFGDRAGEIAGSATVKIGEKVHEI GIAGKQ

SEQ 1D NO: 135 - strain NG6/88

MNRTAFCCLSLYTALILTACSSGGEGVAARIGTGLADALTALLIBRDEGLOS LILDQSVRKNE R LKLAAQGAEKT YGNGDSLNTGRLENDRVERFD
FIRQIEVDGOLITLESGEFQI YRQDHSAVVALQTEX INNPDRIDSLINQRS FLVSGLOGEHTAFNQLPSGRAEYHOKAFSSDDAGGKLTYT IDFAA
KQGRGKIEHLKT PEQRVELASAELKADERSHAVI LGDTRYGGEEKGTY HLALFGORAQETAGSATVRIREKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NQ: 136 - strain MO579

MBRTAFCCLSLTARLILTACSSGGGOVARDIGAGLADALTAPLDHKDKSLQSLTLDOSVRENEKLRLAAQGREKTYGHGDSLNTGRLENDKVSRED
FIRQIEVDGQLITLESGERQI YRODHSAVVALQIEK INNPOKI DSLINQRS FLVSCLGGEHTAFNQLPSGKRAEYRGRAFSFODAGGRLTYT IDFRA
KQGHCKIEHLKTPEQNVELASAELKADERSHAVI LGDTRYGGEEKGTYHLALFGORAQET AGS ATVRXREKVEEL GIAGKQ

SEQ ID NO: 137- strain F16325

MRRTAPCCESLTAALILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHK DRGLOSLTLDQSVRKNEKLRLARQGREKT YGNGDSLNTGKLKNDKYSRFD
FIRGIEVRGQLITLESGEFQI YKQDHSAVVALQT EXINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGERTAYNGLESGRAEYHGRAFSSDDPNGRLHYSIDETK
KQGYGRIEHLKTPEQNVELASAELKADERSHAVI LGDTRYGOEERGT Y RLALFGDRAQETAGSATVKIREKVREI GAGRQ

SEQID NO: 138 - strain gb588

MNRITFCCLSLTAALILTACSSGGCGSGGGEVARDIGTGLADALTAPLDH DRGLKSLTLELS T PONGTLTLSRQGAEK T FKAGDRONS LN TGKLK
NOKISREDFVQRIEVEGYTITLASGEFQL Y RQNHSAVVALQIER TN POK I DSLINGRSFLVSGLGGERT AFNQL PGDIAE YHGRAF SSODPNGRE
HYTIDETNKQGYGRIERLKTPELNVDLASAELKA DEKSHAVI LGDTRYGSEERG TYSLALFGDRAQE TAGSATVR IGERVHET GIAGKD

SEQ ID NO: 138 - strain 220173i

MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGCGAVAADIGAGLADALTAPLDHK DK GLOSL TLOCSVRKNER LK LARQGAEKT YGNCDS LNTGRLKNDRVSRFD
FIRQIEVDGQLI TLESGEFQVYKQSHSALT AFQTEQIQDSEHSGKMVARROFRIGDI AGERT SFDKL PEGGRRTYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFA
ARQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPOGKREAVI SGSVLYNQREXGS YSLGTFGGKA

SEQ 1D NO: 140 - strain gh101

MNRTTFCCLSLTARLILTACSSGGGGSGEEGVARDI GRGLADALTAPL DHEDRGLRSLTLEDS T SQNGTLTLSAQGAERTFRAGDRDNSENTGRLK
NBRISREDFIRQIEVDGOLITLESGEFQVYRQSHSALTALOTEQVODS ERSGKVAKRQFRIGDI VGEHT S FGRLEKDVMATYRGTAFGS DDAGEK
LTYTIDEARKQGHGR I EHLRSPELNVDLAARDI K PDERRHAVI SGS VL YNQAEKGS YSLG I FOGQAQEVAGSAEVETANGT REIGLARKQ

SEQ ID NO: 141- strain age3f

MNRTAFCCLSLTRALILTACSSGSGGGGVARDIGTGLAYALTAPLOHK DRSLOSLTLDQSVRRNERLKLARQGRERTYGNGDSLNTERLKNDKYER
FOFIROTEVDGOLI TLESGEFQT YRQDHESAVVALQI EX TNNP DRI DSL INQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPGGKAE YHGKAF SSDDPNGRIHYS IOF
TRRQGYGRIERLKTPEQRVELASAELRADRKSHAV I LGDTRYGGEERG TYRLALFGDRAQE TAGSAT VK IREKVHE IGIAGKD

SEQ I} 142 - Tripie NMB1870 tandem (MC58, 2996 and m1238)
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VARDIGAGLADALTAPLORKDRGLOSLTLDQSVRINEKLKLARQGAEK TYGRGDS LN GKLKNDKVSRFDF I RQI EVDGQL I TLESGEFQVYROSH
SALTAFQTEQIQDSEHSCXMVARRQFRIGDIAGERT SEDKLPEGGRATYRGTRFGS DDAGGKLT YT DFAAKCONGK T ERLRSPELNVDLARADIR
PDGKRHAVISGSVLYNQAERGS YSLGIFCGKAQEVAGSAEVK T VNG I RE IGLARKQGSGGGGVAADE GAGLADALTARLOHRDESLQSLTLOGSVR
KNEKLKLARQGAEKT YGRGDS LN TGKLENDKVSREDFIRQIEVOGOLI TLESGEFQI YRQDHS AVVALQI ER INNPDKI DS LINQRSFLVSGLGGE
HTAFNQLPDGKAEYHGKAFSSBDAGEKLTYTINFARKQGHGK T EHLKT PEQRVELAARELKADEXSHAVILGDTRYGSEEXGT YHLALEGDRAQEY
AGSATVKIGEKVHEIGIAGRQGSGGLEVAADIGTGLADALTAPLDRKDKGLESLTLEDS T PONGTLTLSAQGARK T FRAGDKDRSLNTGKLENDRL
SRPDEVORIEVDGQT I TLASGEFQY YRONHSAVVALQIEKINNPDRTDSLINQRSFLVSGLOGEHTAFNQLPGGRAEYHGKAF SSDDPNGRLIYST
DFTRRQGYGRIEHLKTLEONVELAARELKADERSHAVILGDTRYGSEEKGT YHLALFGURACEIAGSATVKIGEKVHETGIAGRQ

SEQ ID 143 - NadA from Haji sirains

MKHPPSKVLTTAILAT FCSGALRATNODDVEKRAT VAT ARRYNNGOE INGFKAGETT YDIDEDGTTI TKKDATAADYEADDFRGLGLKKYVINETKT
VNENKQNVDARVRARESEIERLTTKLADTDRALADT CAALDA T THALN KLGENI TTFAEETR TN IVR IDERLEAVADTVDKHAEAFNDIADSLDET
NTRADEAVKTANEARQTAEETRQNVDAKVEAAETAAGRAEAAAGTANTARDKAEAVAAKVT DIKADT ATNRDNT ARRANSADVY TREESDSKEVRI
DGLBAT TEKLDTRLASAEKSI TEHGTRLNGLORT VS DLRRET RGLAEQAALSGLEQP Y NVGRENV T AAVGGYKSESAVATGT G FRETENFARKAG
VAVGTSSGSSARYHVGYNYEW

SEQ ID NO: 144 - glycine linker
GSGHGGE
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REIVINDICACOES

Composicdo imunogénica de duas proteinas que compreende
(a) um adjuvante de sal de aluminio; (b) uma primeira
proteina, que compreende uma sequéncia de aminoacidos
tendo pelo menos 85% de identidade de sequéncia com a
SEQ ID N°: 24; e (c) uma segunda proteina que compreende
uma sequéncia de aminoadcidos tendo pelo menos 85% de
identidade de sequéncia com a SEQ ID N°: 33; em que a
proteina (b) tem menos de 70% de identidade de sequéncia

da proteina (c).

Composicdo da reivindicacdo 1, em que a composicdo pode
provocar uma resposta de anticorpo que ¢é Dbactericida
contra estirpes de N. meningitidis, em pelo menos duas
das linhagens hipervirulentas ET-37, ET-5, conjunto A4,

linhagem 3, subgrupo I, subgrupo III, e subgrupo IV-1.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, em que a
primeira proteina tem pelo menos 88% de identidade com a

SEQ ID N°: 24.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, em que a
segunda proteina tem pelo menos 88% de identidade com a

SEQ ID N°: 33.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, em que a
primeira e/ou segunda proteina é/séao proteinas

meningocédcicas.

Composicdo de qualquer reivindicacdo precedente, em que

uma ou mais das proteinas é uma lipoproteina.

Composicdo de qualguer reivindicacdo precedente, em que

pelo menos uma das proteinas ndo inclui a sequéncia de

1



10.

11.

12.

13.

aminoacidos TRSKP (SEQ ID N°: 70) ou TRSKPV (SEQ ID N°:

71) dentro de 10 aminodcidos do seu N-terminal.

Composicdo de qualgquer reivindicacdo precedente, em que
pelo menos uma das proteinas ndo inclui a sequéncia de
aminodcidos PSEPPFG (SEQ ID N°: 72) dentro de 10

aminodcidos do seu N-terminal.

Composicédo de qualquer reivindicacdo precedente, em que
pelo menos uma das proteinas inclui a sequéncia de

aminoacidos GGGG (SEQ ID N°: 73).

Composicdo de qualquer reivindicacdo precedente, em que
pelo menos uma das proteinas é utilizada sob a forma de

uma proteina de fuséo.

Composicdo da reivindicacdo 10, em que a proteina de
fusdo inclui a SEQ ID N°: 46 e/ou a sequéncia lider de

lipoproteina H. influenzae P4.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, que
compreende uma ou mais proteinas que compreendem uma
sequéncia de aminocdcidos selecionada a partir da SEQ ID

N°s: 1-45 e 77.

Composicdo compreendendo uma proteina hibrida de
férmula NHy-A-[-X-L-]1,-B-COOH, em que:

(I) n é& 2 ou mais;

L é uma sequéncia de aminoacido ligante opcional;

A é uma sequéncia de aminoadcido N-terminal opcional;

B é& uma sequéncia de aminodcidos C-terminal opcional; e
0s grupos X incluem: (a) uma primeira proteina, que
compreende uma sequéncia de aminoadcidos tendo pelo

menos 85% de identidade de sequéncia com a SEQ ID N°:



24; e (b) uma segunda proteina gque compreende uma
sequéncia de aminoidcidos tendo pelo menos 85% de
identidade de sequéncia com a SEQ ID N°: 33; e em que a
proteina (a) tem menos de 70% de identidade de
sequéncia da proteina (b); desde que a proteina hibrida

ndo tenha qualgquer uma das seguintes sequéncias:

VAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLYSLTLDQSVREKNEKLKLAAQGAEK TYGNGDSLNTGKLKND
KVSRFDFIRQIEVOGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKROQFRIGDIA
GEHTSFDRLPEGGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGK IRHLKSPELNVDLAAADIK
PDGKRHAVISGSVLYNQAEKGSY SLGIFECKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQGLARALTA
PLDHKDRSLOSLTLDOSVRENEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDG
QLITLESGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNPDKIDSLINQRSFLYV SGLGGEHTAFNQLPSGKAR
YHGKAFSSDDENGRLHEY SIDFTRKQGYGRIEHLKTPEONVELASAELKADEXKSEAVILGDTRYG
GEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIREKVHETHHREHHE

ou

VAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLOSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDS LNTGKLKND
KVSRFDEIRQIEVDGQLITLESGEFQVYRQSHSALTAFQTEQIQDIEHSGKMVARKROFRIGDIA
GEHTSFDKLPEGGRATYRGTAFGSDDAGGRLTY TIDFAAKQGNGKIERLESPELNVDLAAADIK
PRGRRHAVISGSVLYNGAEKGSYSLGIFGGRAQEVAGSAEVKIVNGIREIGLAAKQMTRIKPVN
RTAFCCLSLTARLILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAFLDHKDKSLOSLTLEOSVRKNEKLK
LAADGAEKTYGNGDSLNTGKLRNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQIYRKODHSAVVALQI
ERINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGERTAFNQLPSGHAEYHGKAFISDOPNGRLHYSIDFTKEQ
GYGRIEHLKTPEQNVELASAELKADEKSHAVILGDTRYGGEERKGT YHLALFGDRAQE IAGSATV

KIREKVHEIGIAGKQHHHRHEHE |

IT), n é 2 ou mais; L é uma sequéncia de aminoéacidos
ligante; A é uma sequéncia de aminoacidos N-terminal
opcional; B é uma sequéncia de aminodcidos C-terminal
opcional; e o0s grupos X incluem: (a) uma primeira
proteina, gque compreende uma sequéncia de aminocdcidos
tendo pelo menos 85% de identidade de sequéncia com a
SEQ ID N°: 24; e (b) uma segunda proteina que
compreende uma sequéncia de aminoacidos tendo pelo
menos 85% de identidade de sequéncia com a SEQ ID N°:
33; e em que proteina (a) tem menos de 70% de
identidade de sequéncia de proteina (b);

(III), n é 2 ou mais; L é uma sequéncia de aminoacido
ligante opcional; A é uma sequéncia de aminoacidos N-

terminal opcional; B estd ausente; e o0s radicais X



14.

15.

16.

incluem: (a) uma primeira proteina, gue compreende uma
sequéncia de aminoédcidos tendo pelo menos 85% de
identidade de sequéncia com a SEQ ID N°: 24; e (b) uma
segunda proteina gque compreende uma Sequéncia de
aminodcidos tendo pelo menos 85% de identidade de
sequéncia com a SEQ ID N°: 33; e em gue a proteina (a)
tem menos de 70% de identidade de sequéncia da proteina
(b);

ou

(IV), n é& 3; L é uma sequéncia de aminoacido ligante
opcional; A é uma sequéncia de aminodcidos N-terminal
opcional; B é uma sequéncia de aminodcidos C-terminal
opcional; e o0s grupos X incluem: (a) uma primeira
proteina, gque compreende uma sequéncia de aminocacidos
tendo pelo menos 85% de identidade de sequéncia com a
SEQ ID N°: 24; e (b)) uma segunda proteina que
compreende uma sequéncia de aminodcidos tendo pelo
menos 85% de identidade de sequéncia com a SEQ ID N°:
33; e em que proteina (a) tem menos de 70% de

identidade de sequéncia da proteina (b).

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, gue
compreende um antigénio de Neisseria gque ndo seja uma

proteina NMB 1870.

Composicéo de qualquer reivindicacéo anterior,
compreendendo uma vesicula preparada a partir de N.

meningitidis.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, que
compreende um antigénio de sacédrido de N. meningitidis

do serogrupo A, C, W135 e/ou Y.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, que
compreende um antigénio de sacédrido de N. meningitidis

serogrupos A, C, W 135 e Y.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, que
compreende um antigénio de sacédrido de Haemophilus

influenzae tipo B.

Composicdo das reivindicacdes 16 a 18, em que o
antigénio sacéarido estéd/estdo conjugados com uma ou

mais proteinas de transporte.

Composicdo das reivindicacgbes 16 a 19, em que o

antigénio sacédrido s&o oligossacarideos.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, que
compreende um antigénio de sacadrido de Streptococcus

pneumoniae.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 16 a 21,
em que: (a) o antigénio sacédrido do serogrupo A é
sacarideo modificado em que um ou mais dos grupos
hidroxilo em que o sacarido nativo foi/foram
substituidos por um grupo de Dblogueio; ou (b) um
antigénio sacdrido do serogrupo A contém unidades de
monossacarido n, em que n é um numero inteiro de 1 a
100, e pelo menos 50% das unidades de monossacarido néo
tem grupos -OH em ambas as posicdes 3 e 4; ou (c) o
sacarido do serogrupo A compreende unidades de
monossacarido, em que pelo menos uma das unidades de
monossacarido ndo tem -OH na posicdo 3 e ndo se tem -OH

na posicgédo 4.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Composigcdo da reivindicacdo 19, em que a proteina
transportadora é um toxdide de difteria, um toxdide de
tétano, CRM;y;, uma proteina da membrana externa de N.
meningitidis, a ©proteina D de H. influenzae, ou

proteina de superficie pneumocdbdcica PspA.

Composicdo de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12,
que compreende: (i) um antigénio de sacdrido de cada um
dos serogrupos A, C, W135 e Y de N. meningitidis; (ii)
um antigénio de sacarido de Haemophilus influenzae tipo

B; e (iii) um antigénio de Streptococcus pneumoniae.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, em que a

composicdo é estéril.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, em que a

composicédo é tamponada entre pH 6 e pH 8.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, em que a

composicdo é isotdnica em relacgcdo aos seres humanos.

Composicdo da reivindicacédo 13, incluindo um adjuvante.
Composicdo de qualgquer das reivindicacdes anteriores,
incluindo um adjuvante de hidréxido de aluminio ou um

adjuvante de fosfato de aluminio.

Composicdo de qualquer reivindicacdo anterior, em que a

composicdo ndo inclui vesiculas de membrana externa.

Composicédo de gqualquer das reivindicacdes anteriores,

para utilizacdo como um medicamento.



32.

33.

34.

35.

36.

Uso de uma primeira proteina e uma segunda proteina,
tal como definido na reivindicacdo 1, e um adjuvante de
sal de aluminio, no fabrico de um medicamento para a

prevencdo da infecdo por Neisseria num mamifero.

Utilizacdo da reivindicacdo 32, em que o0s antigénios
sdo expressos de forma recombinante, num hospedeiro

heterdlogo e, em seguida, purificados.

Composicdo da reivindicacdo 31, ou o uso de acordo com
a reivindicacdo 32 ou 33, em gue o medicamento é

administrado a um doente por injecdo parentérica.

Composicdo ou utilizacdo de acordo com a reivindicacéo
34, em gque o medicamento ¢ administrado por via

intramuscular numa dose de 0,5 ml.

Acido nucleico que <codifica uma ©proteina hibrida

conforme definida na reivindicacdo 13.
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