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RESUMO

“COMPOSICOES DE VACINA DE NEISSERIA COMPREENDENDO UMA COMBINAGAO
DE ANTIGENIOS”

A presente invencdo refere-se a composicgcdes imunogénicas e
vacinas para o tratamento e prevencgao de doenca de Neisseria. As
composigdes imunogénicas da invengdo contém combinacgdes de
antigénios selecionados de, pelo menos, duas classes diferentes
de antigénios incluindo adesinas, proteinas de autotransporte,
toxinas, proteinas de aquisicado de ferro e proteinas associadas
a membrana (de um modo preferido, proteina integral da membrana
externa). Estas combinagdes e antigénios sao capazes de dirigir
a resposta imunitdria contra diferentes aspectos do ciclo de
vida de Neisseria, resultando numa resposta imunitdria mais

eficaz.



DESCRICAO

“COMPOSIGCOES DE VACINA DE NEISSERIA COMPREENDENDO UMA COMBINAGAO
DE ANTIGENIOS”

Campo Técnico

A presente invencdo refere-se ao campo das composicgdes e
vacinas imunogénicas de Neisseria, sua preparacao e a utilizacao
destas composicdes em medicina. Mais particularmente, refere-se
a composicdes de vacina compreendendo uma combinacao de
antigénios que possuem qualidades que permitem as vacinas da
invencdo estimular uma surpreendente Dboa resposta imunitaria
como medido num ensaio de proteccdo ou um ensaio bactericida em

SOro.
Antecedentes

As estirpes de bactérias Neisseria sao 0S8 agentes causais
para varias patologias humanas, contra as guais existe uma
necessidade de se desenvolverem vacinas eficazes. Em particular
Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis causam patologias

que podem ser tratadas por vacinacéao.

Neisseria gonorrhoeae é o agente etioldédgico de gonorreia,
uma das doencgas sexualmente transmitidas mais frequentemente
reportadas no mundo com uma incidéncia anual estimada de
62 milhdes de casos (Gerbase et al., 1998 Lancet 351; (Supl. 3)

2-4). As manifestacgdes clinicas da gonorreia incluem inflamacéo



das membranas mucosas do tracto urogenital, infeccgdes da
garganta ou recto e olho neonatal. As 1infecg¢gdes de gonococos
ascendentes em mulheres podem levar a infertilidade, gravidez
ectépica, doenca inflamatdria pélvica crdénica e formacao de
abcesso do tubo ovarico. Septicémia, artrite, endocardite e

meningite estdo associadas com gonorreia complicada.

O elevado numero de estirpes de gonococos com resisténcia a
antibidéticos contribui para morbidez aumentada e complicacdes
associadas com gonorreia. Uma alternativa atractiva ao
tratamento de gonorreia com antibidéticos seria a sua prevencao
utilizando a vacinacdao. Nao existe actualmente vacina para

infecgdes de N. gonorrhoeae.

Neisseria meningitidis é um importante patogénico,
particularmente em criancas e Jjovens adultos. Septicemia e
meningite sdo as formas mails ameacadoras a vida da doenca
invasiva meningocdécica (IMD). Esta doenga tornou-se um problema
de saude em todo o mundo devido a sua elevada morbidez e

mortalidade.

Treze serogrupos de N. meningitidis foram identificados com
base nas diferencas antigénicas nos polissacaridos capsulares,
sendo os mais comuns os A, B e C que sdo responsaveis por 90% de
doenca em todo o mundo. O serogrupo B é a causa mais comum de
doenca meningocdécica na Europa, EUA e varios paises na América

Latina.

As vacinas com base no polissacdrido capsular de serogrupos
A, C, W e Y foram desenvolvidas e foram apresentadas para
controlar surtos de doencga meningocdcica (Peltola et al., 1985
Pediatrics 76; 91-96). Contudo, o serogrupo B €& fracamente
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imunogénico e induz apenas uma resposta de anticorpo transiente
de um isotipo predominantemente IgM (Ala’Aldeen D e Cartwright K
1996, J. Infect. 33; 153-157). Nao existe, deste modo, uma
vacina amplamente eficaz actualmente disponivel contra o
serogrupo B de meningococos que ¢é responsavel pela maior parte
da doenca na maioria dos paises temperados. Isto é
particularmente problemdtico uma vez que a incidéncia da doenca
do sorotipo B estd a aumentar na FEuropa, Austrdlia e América,
principalmente em criangas menores de 5. O desenvolvimento de
uma vacina contra o meningococos do serogrupo B apresenta
particulares dificuldades porque a céapsula de polissacaridos é
fracamente imunogénica gracas a sua semelhanca imunoldgica com a
molécula de adesdo de células neurais humanas. As estratégias
para a produgdo de vacina concentraram-se, deste modo, nas
estruturas expostas a superficie da membrana meningocdcica
externa mas foram dificultadas pela variacdo marcada nestes

antigénios entre as estirpes.

Outros desenvolvimentos levaram a introducdo de vacinas
preparadas a partir de vesiculas da membrana externa dque iré
conter véarias proteinas qgue constituem o conteudo normal da
membrana bacteriana. Um destes é a vacina cubana VA-MENGOC-BC®
contra N. meningitidis dos serogrupos B e C (Rodriguez et al.,
1999 Mem Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro 94; 433-440). Esta
vacina foi concebida para combater um surto da doencga
meningocécica invasiva em Cuba que nao foi eliminado por um
programa de vacinagdo utilizando uma vacina de polissacarido
capsular AC. Os serogrupos prevalecentes foram o B e o C e a
vacina VA-MENGOC-BC® foi bem sucedida no controlo do surto com
uma eficiéncia estimada da wvacina de 83% contra as estirpes de
serogrupo B de N. meningitidis (Sierra et al., 1990 Em
Neisseria, Walter Gruyter, Berlin, m. Atchman et al., (eds)
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p. 129-134, Sierra et al., 1991, NIPH Ann 14; 195-210). Esta
vacina foi eficaz contra um surto especifico, no entanto, a
resposta imunitdria estimulada ndo protege contra outras

estirpes de N. meningitidis.

Os estudos subsequentes eficazes conduzidos na América
Latina durante epidemias causadas por estirpes meningocédcicas do
serogrupo B homdélogo e heterdlogo apresentaram alguma eficécia
em criangas mais velhas e adultos mas a sua eficdacia foi
significativamente inferior em criancas mais novas que estdo em
grande risco de infeccdo (Milagres et al., 1994, Infect. Immun.
62; 4419-4424). E questiondvel o qudo eficaz esta vacina seria
em paises com doenca endémica multi-estirpes tal como o RU. Os
estudos de imunogenicidade contra estirpes heterdélogas
demonstraram apenas uma actividade Dbactericida limitada de
reacgdo cruzada em soro, especialmente em criancas (Tappero

et al., 1999, JAMA 281; 1520-1527).

Uma segunda vacina de vesicula da membrana externa foi
desenvolvida na Noruega utilizando um isolado de serotipo B
tipico dos prevalentes na Escandindvia (Fredriksen et al., 1991,
NIPH Ann, 14; 67-80). Esta wvacina foi testada em ensaios
clinicos e verificou-se uma eficdcia protectora apds 29 meses de

57% (Bjune et al., 1991, Lancet, 338; 1093-1096).

No entanto, a utilizacao de vesiculas da membrana externa em
vacinas ¢é associada com alguns problemas. Por exemplo, o OMV
contém lipopolissacaridos todxicos e estes podem conter
antigénios imunodominantes que sao especificos para a estirpe ou
sdo expressos de forma variéavel. Varios processos foram
descritos que podem ser utilizados para ultrapassar alguns dos
problemas da preparacao de vacinas de vesiculas da membrana
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externa. O documento WO001/09350 descreve 0s pProcessos gue
abordam estes problemas, por exemplo, por reducadao da toxicidade
e modificacdao dos antigénios presentes nas vesiculas da membrana

externa.

Uma vacina de vesicula da membrana externa compreendendo LPS
e proteinas da membrana externa de classes 1, 3, 4 e 5 &
divulgada em Andersen et al., 1997,Microbial Pathogenesis

23:139-155.

0 documento W001/52885 descreve a possibilidade de
combinacao de vesiculas da membrana externa com outros
antigénios e uma lista de mais 2000 proteinas potenciais de
Neisseria é incluida a partir da qual é especulado gque podem ser
desenvolvidas vacinas com eficdcia contra uma vasta gama de

serotipos.

Uma vacina de membrana externa nativa intranasal preparada a
partir de uma estirpe de cédpsula negativa do grupo B de
Neisseria meningitidis, cultivada sob condigdes de limitacdo de
ferro de modo a induzir proteinas reguladas pelo ferro, &
divulgada em Katial et al., 2002, Infection and Immunity,

70:702-707.

Existem diversos problemas com as vacinas

anti-meningocécicas actualmente disponiveis.

As vacinas de membrana externa a base de proteina tendem a
ser especificas e eficazes contra apenas algumas estirpes. As
vacinas de polissacadrido sdo também sub-éptimas uma vez Jque

estas tendem a estimular respostas imunitdrias pobres e curtas,



particularmente contra o serogrupo B (Lepow et al., 1986;

Peltola 1998, Pediatrics 76; 91-96).

As infecg¢des com Neisseria representam um consideravel
problema de cuidados de saude para o qual nao existem vacinas
disponiveis no <caso de N. gonorrhoeae ou estdo disponiveis
vacinas com limitacdes da sua eficdcia e capacidade de proteccéo
contra estirpes heterdélogas no caso de N. meningitidis. Existe
claramente a necessidade de desenvolvimento de vacinas
superiores contra infeccgdes por Neisseria que melhorardo a
eficdacia das vacinas actualmente disponiveis e permitem a

proteccdo contra uma vasta gama de estirpes.

Descricdo das Figuras

Figura 1. - Deteccdo de TbpA e Hsf em OMV preparadas a
partir de uma estirpe recombinante de N. meningitidis
regulada positivamente para a expressdao de tbpA e hsf. A
separacdo de preparacdes de OMV (10 mg) por andlise de SDS-
PAGE (géis de gradiente 4-20%) corados com azul brilhante de

Coomassie.

Figura 2. - Detecgcdo de dominio de passagem de Hsf
recombinante produzida em E. coli, 10 pg de proteina de
passagem de Hsf purificada (Pista 2 & 3) foram separados por
SDS-PAGE num gel a 12% em comparacao com um marcador de peso

molecular (Pista 1).

Figura 3. - Andlise de pureza do Hap de passagem como
detectado por (A) coloragao de Coomassie, (B) coloragdao por

prata, (C) transferéncia de western com anti-His5 e



(D) anti-E. coli 10 mg de antigénios purificados foram
separados por SDS-PAGE num gel de gradiente de acrilamida a

4-20%.

Figura 4. - Regides de semelhanca de sequéncias partilhadas
pelas proteinas FrpA e FrpC 1isoladas a partir de N.
meningitidis estirpe FAM20. (A) Organizacgcdo do dominio das
proteinas FrpA e FrpC de N. meningitidis estirpe FAM20 RTX.
(B) Produtos de amplificacdo FrpA/C obtidos a partir de N.

meningitidis estirpe H44/76.

Figura 5. - Expressdao do antigénio de E. coli Frp23
recombinante (regido conservada FrpA/C com 23 repeticdes).
Andlise SDSPAGE de extractos de células totais de E. coli
BL21DE3 nao induzidas (NI) e induzidas (I) transformadas com
vectores de controlo (pET24d) ou construgdes recombinantes
(Frp3, Frpl3 e Frp23 respectivamente). Os géis foram corados
com azul de Coomassie (A) ou transferidos para nitrocelulose

e imuno-detectados com soro de murganho anti-His6.

Figura 6. - Sequéncia de ADN preferida do fragmento 2°/3°

FHAB2 expressa em E. coli.

Figura 7. - Purificacdo de FHAB 2/3° recombinante a partir
de extractos de E. coli Bl21DE3 induzidas. (A) Passos
principais no processo de purificacgcdo. (B) Andlise de

SDS-PAGE das fracgdes de proteina amostradas em diferentes

passos do processo de purificacéao.

Figura 8. - Actividades de Dblogqueamento de adesao de

anti-soros dirigidos contra os antigénios de N. meningitidis



FHAB2/3°, Hap, dominio de passagem de Hap, Hsf e dominio de

passagem de Hsf.

Figura 9. - Um gel corado com Coomassie apresentando os
niveis de expressao de Hsf, TbpA e NspA nas preparacdes de
vesicula da membrana externa derivadas de diferentes
estirpes de N. meningitidis. Pista 1 - marcadores de peso
molecular; pista 2 - vesiculas da membrana externa
preparadas a partir da estirpe H44/76, em que polissacéaridos
capsulares foram regulados negativamente; pista 3 -
vesiculas de membrana externa preparadas a partir de estirpe
H44/76, em que o0s polissacdridos capsulares e PorA foram
regulados negativamente; pista 4 - vesiculas da membrana
externa preparadas a partir de estirpe H44/76 em qgue 0S8
polissacaridos capsulares e PorA foram regulados
negativamente e o NspA foil regulados positivamente; pista 5
- vesiculas da membrana externa preparadas a partir de
estirpe H44/76 em que o8 polissacadridos capsulares e PorA
foram regulados negativamente e Hsf foi regulado
positivamente; pista 6 - vesiculas da membrana externa

preparadas a partir da estirpe H44/76 em que 0s

polissacaridos capsulares e PorA foram regulados
negativamente e ThpA foi regulado positivamente;
pista 7 - vesiculas da membrana externa preparadas a partir

da estirpe H44/76 em que os polissacaridos capsulares e PorA
foram regulados negativamente e TbpA e Hsf foram regulados
positivamente; pista 8 - vesiculas da membrana externa
preparadas a partir da estirpe H44/76 em que 0S
polissacaridos capsulares e PorA foram regulados

negativamente e TbpA e NspA foram regulados positivamente.



Descricdo detalhada

A presente invencdo divulga combinacdes particulares de
antigénios de Neisseria que quando combinados, leva a uma
surpreendente melhoria da eficdcia da vacina contra infecgdo por
Neisseria. Deste modo, a i1invencdo proporciona uma composicao

imunogénica compreendendo ... [etc. como reivindicacgédo 17].

As 1infecgbes com Neisseria progridem ao longo de varios
estadios. Por exemplo, o ciclo de vida do meningococos envolve
colonizacdo nasofaringica, ligagdo as mucosas, cruzamento da
corrente sanguinea, multiplicacdao no sangue, inducdo do choque
téxico, cruzamento da barreira hemato-encefdlica e multiplicacéo
no fluido cerebrospinal e/ou nas meninges. Diferentes moléculas
na superficie da bactéria estardo envolvidas em diferentes
passos do ciclo de infeccgdo. Direccionando a resposta imunitédria
contra uma quantidade eficaz de uma combinagdo particular de
antigénios, envolvidos em diferentes processos de infeccdo com
Neisseria, pode ser conseguida uma vacina de Neisseria com uma

eficdcia surpreendente elevada.

Em particular, combinacdes de certos antigénios de
diferentes classes, alguns das gquais estdao envolvidos em adeséo
a células hospedeiras, alguns dos quais estao envolvidos na
aquisicdo de ferro, alguns dos quais sdo autotransportadores e
alguns dos quais sdo toxinas, podem estimular uma resposta
imunitdria gque protege contra multiplos estéddios de infeccéo.
Estas combinacgdes de antigénios podem levar, surpreendentemente,
a uma melhorada eficdcia de vacina (de um modo preferido,
sinergicamente melhorada) contra infeccdo por Neisseria em qgue
mais do que uma funcdo da bactéria sao o alvo de resposta

imunitdria, de uma forma déptima.



A eficdcia de vacinas pode ser avaliada através de uma
variedade de ensaios. Os ensaios de proteccdo em modelos animais
sdao bem conhecidos na técnica. Além disso, o ensalio bactericida
de soro (SBA) é, normalmente, o marcador imunoldégico mais
consensual para estimar a eficdcia de uma vacina meningocdécica

(Perkins et al., J Infect Dis. 1998, 177:683-691).

Algumas combinagdes de antigénios (por exemplo, combinacgdes
de certas proteinas de autotransporte e certas proteinas de
aquisicao de ferro) pode levar a uma proteccdao melhorada em
ensaios em modelo animal e/ou titulos de SBA sinergicamente
elevados. Sem desejar estar ligado a teoria, esta combinacéo
sinérgica de antigénios é possivel através de varias
caracteristicas da resposta imunitaria a combinacéao de
antigénios. Os prdprios antigénios sao normalmente expostos na
superficie das células de Neisseria e tendem a ser conservados
mas também ndo tendem a estar presentes em quantidade suficiente
a superficie da célula para gue uma resposta bactericida odptima
ocorra utilizando anticorpos estimulados contra o antigénio
isolado. A combinacdo dos antigénios da invencao pode resultar
numa formulagdo que estimula uma combinacao vantajosa de
anticorpos bactericidas que interage com as células de Neisseria
para 1la de um limiar critico. Neste nivel critico, anticorpos
suficientes de qualidade suficiente ligam-se a superficie da
bactéria para permitir a morte eficiente pelo complemento, e séao
observados efeitos bactericidas muito elevados, como  uma

consequéncia.

Como um ensaio bactericida em soro (SBA) reflecte de forma
préxima a eficdcia dos candidatos a vacinas, a obtencdo de bons
titulos em SBA através de uma combinac¢do de antigénios é uma boa
indicacdo da eficdcia protectora de uma vacina contendo essa
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combinacdo de antigénios. A invencdo refere-se a utilizagdo de
uma combinacdo de dois antigénios isolados ou enriquecidos numa
mistura com outros antigénios. Quando combinados, esta
combinacdo dos antigénios interage vantajosamente e, de um modo
preferido, estimula sinergicamente uma resposta imunitdria que é
superior em termos de actividade bactericida (por exemplo, como
medido pelo ensaio bactericida em soro ou SBA) e, de um modo
preferido, mais elevada do que a resposta aditiva estimulada
pelos antigénios individualmente, de um modo mais preferido, por
um factor de, pelo menos, 1,2, 1,5, dois, trés, quatro, cinco,
seis, sete, oito, nove, de um modo muito preferido, por um

factor de, pelo menos, dez.

Uma vantagem adicional da invencdo é que a combinacdao dos
antigénios da invencdo de diferentes familias de proteinas numa
composicdao imunogénica pode permitir a protecgdo contra uma

vasta gama de estirpes.

A presente divulgacado refere-se a composigdes imunogénicas
compreendendo uma pluralidade (duas ou mais) de proteinas
seleccionadas de, pelo menos, duas diferentes categorias de
proteina, possuindo diferentes fungdes em Neisseria. Exemplos
destas categorias de ©proteinas sao adesinas, ©proteinas de
autotransporte, toxinas, proteinas integrais da membrana externa
e proteinas de aqgquisigcdo de Fe. As combinagdes de vacina da
invengdo mostram uma melhoria surpreendente na eficacia da
vacina contra estirpes homélogas de Neisseria (estirpes a partir
das quais os antigénios sao derivados) e, de um modo preferido

também contra as estirpes heterdlogas de Neisseria.

Sao aqui divulgadas composic¢des imunogénicas compreendendo,
pelo menos, ou, exactamente, dois, trés, qguatro, cinco, seis,
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sete, oito, nove ou dez de diferentes antigénios seleccionados
de, pelo menos, ou, exactamente, duas, trés, quatro ou todas as

cinco categorias de antigénios seleccionadas dos seguintes:

e pelo menos uma adesina de Neisseria;

e pelo menos um autotransportador de Neisseria;

e pelo menos uma toxina de Neisseria;

e pelo menos uma proteina de aquisicdo de Fe de Neisseria;

e pelo menos uma proteina associada a membrana de Neisseria
(de um modo preferido, proteina da membrana externa,

particularmente proteina integral da membrana externa).

Sao também divulgadas composicdes imunogénicas que
compreendem, pelo menos, ou, exactamente, dois, trés, quatro,
cinco, seis, sete, oito, nove ou dez diferentes antigénios de
Neisseria. Estes antigénios podem ser seleccionados de, pelo
menos, ou, exactamente, duas, trés, quatro ou cinco grupos de

proteinas seleccionadas dos seguintes:
e pelo menos uma adesina de Neisseria seleccionada do grupo
consistindo em FhaB, NspA PilC, Hsf, Hap, MafA, MafB, Omp26, NMB

0315, NMB 0995, NMB 1119 e NadAi;

e pelo menos um autotransportador de Neisseria seleccionado

do grupo consistindo em Hsf, Hap, IgA protease, AspA e Nadlk;
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e pelo menos uma toxina de Neisseria seleccionada do grupo
consistindo em VapD, NM-ADPRT e uma ou ambas de LPS imunotipo L2

e LPS imunotipo L3;

e pelo menos uma proteina de aquisicdo de Fe de Neisseria
seleccionada do grupo consistindo em TbpA, TbpB, LbpA, LbpB,
HpuZA, HpuB, Lipo28 (GNA2132), Sibp, NMB0964, NMB0293, FbpA, Bcp,
BfrA, BfrB e P2086 (XthA); e

e pelo menos uma proteina associada a membrana de Neisseria,
de um modo preferido, proteina da membrana externa,
particularmente proteina integral da membrana externa,
seleccionada do grupo consistindo em PilQ, OMP85, NspA, TbpA,
LbpA, TspA, TspB, TdfH, PorB, MI1tA, HpuB, HimD, HisD, GNA1870,
OstA, HlpA (GNA1946), NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313,

NMB 1953, HtrA e P1dA (OmplA).

Os antigénios da presente invencao sao todos isolados, o que
significa que estes sao alterados pela mao do homem. De um modo
preferido, estes sao purificados em algum grau, de um modo muito
preferido, a mais de 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 ou 99% puros
(antes combinacdo com os outros componentes das composigdes

imunogénicas da invengao).

Numa forma de realizacao divulgada uma composicéao
imunogénica compreende, pelo menos, uma adesina de Neisseria e,
pelo menos, um autotransportador de Neisseria e opcionalmente
uma toxina de Neisseria, uma proteina de aquisicao de Fe de
Neisseria ou uma proteina associada a membrana de Neisseria (de
um modo preferido, proteina integral da membrana externa). De um
modo preferido, os antigénios sao seleccionados dos antigénios
acima nomeados.
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Numa forma de realizacao divulgada uma composicéao
imunogénica compreende, pelo menos, uma adesina de Neisseria e,
pelo menos, uma toxina de Neisseria e opcionalmente um
autotransportador de Neisseria, uma proteina de aqgquisicdo de Fe
de Neisseria ou uma proteina associada a membrana de Neisseria
(de um modo preferido proteina integral da membrana externa). De
um  modo preferido, 0s antigénios sao seleccionados dos

antigénios acima mencionados.

Numa forma de realizacéao divulgada uma composicao
imunogénica compreende, pelo menos, uma adesina de Neisseria e,
pelo menos, uma proteina de aquisicdo de Fe de Neisseria e
opcionalmente uma toxina de Neisseria, um autotransportador de
Neisseria ou uma proteina associada a membrana de Neisseria (de
um modo preferido proteina integral da membrana externa). De um
modo preferido, os antigénios sao seleccionados a partir dos

antigénios acima mencionados.

Numa forma de realizacao divulgada uma composicao
imunogénica compreende, pelo menos, uma adesina de Neisseria e,
pelo menos, uma proteina associada a membrana de Neisseria (de
um modo preferido proteina integral da membrana externa) e
opcionalmente uma toxina de Neisseria, uma proteina de aquisicao
de Fe de Neisseria ou um autotransportador de Neisseria. De um
modo preferido, os antigénios sao seleccionados dos antigénios

acima mencionados.

Numa forma de realizacao divulgada uma composicgao
imunogénica compreende, pelo menos, um autotransportador de
Neisseria e, pelo menos, uma toxina de Neisseria e opcionalmente
uma adesina de Neisseria, uma proteina de aquisicdo de Fe de
Neisseria ou uma proteina associada a membrana de Neisseria (de
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um modo preferido, proteina integral da membrana externa). De um
modo preferido, os antigénios sao seleccionados dos antigénios

acima mencionados.

Numa forma de realizacao divulgada uma composicéao
imunogénica compreende, pelo menos, um autotransportador de
Neisseria e, pelo menos, uma proteina de aquisicdo de Fe de
Neisseria e opcionalmente uma adesina de Neisseria, uma toxina
de Neisseria ou uma proteina associada a membrana de Neisseria
(de um modo preferido, proteina integral da membrana externa).
De um modo preferido, os antigénios sao seleccionados dos

antigénios acima mencionados.

Numa forma de realizacao divulgada uma composicao
imunogénica compreende, pelo menos, um autotransportador de
Neisseria e, pelo menos, uma proteina associada a membrana de
Neisseria (de um modo preferido, proteina integral da membrana
externa) e opcionalmente uma adesina de Neisseria, uma proteina
de aquisicao de Fe de Neisseria ou uma toxina de Neisseria. De
um  modo preferido, 0s antigénios sao seleccionados dos

antigénios acima mencionados.

Numa forma de realizacao divulgada uma composicéao
imunogénica compreende, pelo menos, uma toxina de Neisseria e,
pelo menos, uma proteina de aquisigao de Fe de Neisseria e
opcionalmente uma adesina de Neisseria, um autotransportador de
Neisseria ou uma proteina associada a membrana de Neisseria (de
um modo preferido proteina integral da membrana externa). De um
modo preferido, os antigénios sao seleccionadas dos antigénios

acima mencionados.

15



Numa forma de realizacao divulgada uma composicéao
imunogénica compreende, pelo menos, uma toxina de Neisseria e,
pelo menos, uma proteina associada a membrana de Neisseria (de
um modo preferido, proteina integral da membrana externa) e
opcionalmente uma adesina de Neisseria, um autotransportador de
Neisseria ou uma toxina de Neisseria. De um modo preferido, os

antigénios sao seleccionados dos antigénios acima mencionados.

Numa forma de realizacao divulgada uma composicéao
imunogénica compreende, pelo menos, uma proteina de aquisicao de
Fe de Neisseria e, pelo menos, uma proteina associada a membrana
de Neisseria (de um modo preferido proteina integral da membrana
externa) e opcionalmente uma adesina de Neisseria, um
autotransportador de Neisseria ou uma toxina de Neisseria. De um
modo preferido, os antigénios sao seleccionados dos antigénios

acima mencionados.

De um modo preferido, todos os cinco grupos de antigénio sao

representados na composicdo imunogénica da invencéao.

Quando uma proteina & especificamente aqui mencionada, €, de
um modo preferido, uma referéncia a uma proteina nativa, de
comprimento total e as suas variantes naturais (i. e., a uma
proteina nativa obtenivel a partir de uma Neisseria, de um modo
preferido, estirpe meningocdcica) mas pode também incluir seus
fragmentos antigénicos (particularmente no contexto de vacinas
de subunidades). Estes sao fragmentos (especificamente aqui
descritos com frequéncia) contendo ou compreendendo, pelo menos,
10 aminodcidos, de um modo preferido, 20 aminodcidos, de um modo
mais preferido, 30 aminodcidos, de um modo mais preferido,
40 aminodacidos ou de um modo ainda mais preferido,
50 aminoédcidos, tomados de forma contigua a partir da sequéncia
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de aminoacidos da proteina. Adicionalmente, fragmentos
antigénicos denotam fragmentos que sao imunologicamente
reactivos com anticorpos produzidos contra as proteinas de
comprimento total de Neisseria ou com anticorpos produzidos por
infeccdo de um mamifero hospedeiro com Neisseria. 0Os fragmentos
antigénicos também incluem fragmentos que, quando administrados
numa dose eficaz, estimulam uma resposta imunitdria protectora
contra infeccdo com Neisseria, de um modo mais preferido, é
protectora contra infeccao contra N. meningitidis e/ou
N. gonorrhoeae, de um modo ainda mais preferido, & protectora

contra infecc¢do com N. meningitidis serogrupo B.

Também incluidas na invencdo estdao proteinas de fusao
recombinantes de proteinas de Neisseria da invencdo ou seus
fragmentos. Estes podem combinar diferentes proteinas de
Neisseria ou seus fragmentos no me smo polipéptido.
Alternativamente, a invenc¢do também inclui a fusdao de proteinas
individuais de proteinas de Neisseria ou seus fragmentos, como
uma proteina de fusdo com sequéncias heterdlogas, tais como um
fornecedor de epitopos de células T ou etiquetas de purificacgao,
por exemplo: B-galactosidase, glutationa-S-transferase,
proteinas verde fluorescentes (GFP), etiquetas de epitopo, tais
como FLAG, myc tag, poli-histidina, ou proteinas da superficie
viral, tais como hemaglutinina do virus influenza, toxoide do

tétano, toxdide de difteria, CRM197.

Antigénios da invencao

As referéncias NMB referem-se a numeros de referéncia para

sequéncias gue podem ser encontradas em www.neisseria.org.
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1. Adesinas

As adesinas incluem FhaB (documento W098/02547, NadA
(J. Exp.Med (2002) 195:1445; NMB 1994), Hsf também conhecida
como Nhha (NMB 0992) (documento wW099/31132), Hap
(NMB 1985) ( documento W099/55873), NspA (documento W096/29412),
MafA (NMB 0652) e MafB (NMB 0643) (Annu Rev Cell Dev Biol. 16;
423-457 (2000); Nature Biotech 20; 914-921 (2002)), Omp26
(NMB 0181), NMB 0315, NMB 0995, NMB 1119 e PilC (Mol. Microbiol.
1997, 23; 879-892). Estas sd@o proteinas que estdo envolvidas na
ligagdo de Neisseria a superficie de células hospedeiras. Hsf &
um exemplo de uma adesina, assim como o de uma proteina de
autotransporte. As composicgdes imunogénicas aqui divulgadas
podem, deste modo, incluir combinacgdes de Hsf e outras proteinas
de autotransporte, em gque Hsf contribui para a sua capacidade
como uma adesina. Estas adesinas podem ser derivadas de
Neisseria meningitidis ou Neisseria gonorrhoeae ou outras
estirpes de Neisseria. A invencdo pode também incluir outras

adesinas de Neisseria.

FhaB

Este antigénio foi descrito no documento W098/02547
SEQ ID N° 38 (nucledétidos 3083-9025) - wver, também, NMB0497. A
presente requerente verificou que FhaB era particularmente
eficaz na indug¢do de anticorpos anti-adesivos isolados e, em
particular, com outros antigénios da invencdo. Embora o FhaB de
comprimento total possa ser utilizado, a requerente verificou
que 0os truncados particulares C-terminais sao
surpreendentemente, pelo menos, tao eficazes e, de um modo
preferido, ainda mais eficazes em termos de efeito de estirpe
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cruzada. Estes truncados foram também vantajosamente
apresentados por serem bastante mais fdceis de clonar. Os
truncados de FhaB da invencao correspondem tipicamente, aos dois
tercos do N-terminal da molécula de FhaB, estando, de um modo
preferido, o novo C-terminal situado na posicdo 1200-1600, de um
modo mais preferido, na posicao 1300-1500 e, de um modo ainda
mais preferido, na posicdo 1430-1440. As formas de realizacgéo
especificas ©possuem o C-terminal aos 1433 ou 1436. Estes
truncados de FhaB podem ser componentes da combinacadao de
composicdes imunogénicas da invencdo. O N-terminal pode também

ser truncado até os 10, 20, 30, 40 ou 50 aminoacidos.

2. Proteinas de autotransporte

As proteinas autotransportadoras sao, tipicamente,
constituidas por uma sequéncia sinal, um dominio de passagem e
um dominio de ancoragem para ligacdo a membrana externa.
Exemplos de proteinas de autotransporte incluem Hsf
(documento W099/31132) (NMB 0992), HMW, Hia (van Ulsen et al.,
Immunol. Med. Microbial. 2001 32; 53-64), Hap (NMB 1985)
(documento W099/55873; van Ulsen et al., Immunol. Med.
Microbiol. 2001 32; 53-64), UsphA, UspA2, NadA (NMB 1994)
(Comanducci et al., J. Exp. Med. 2002 195; 1445-1454), AspA
(Infection and Immunity 2002,70(8); 4447-4461; NMB 1029),
proteina tipo Aida-1, SSh-2 e Tsh. NadA (J. Exp.Med (2002)
195:1445) ¢é outro exemplo de uma proteina de autotransporte,
sendo ainda uma adesina. As composigdes i1munogénicas aqgqui
divulgadas podem, deste modo, incluir combinag¢des de NadA e
adesinas, em que NadA contribui na sua capacidade como uma
proteina de autotransporte. Estas proteinas podem ser derivadas
de Neisseria meningitidis ou Neisseria gonorrhoeae ou outras
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estirpes de Neisseria. A invencdo pode também incluir outras

proteinas de autotransporte de Neisseria.

Hsf

Hsf possui uma estrutura que ¢é comum a proteinas de
autotransporte. Por exemplo, Hsf da estirpe de N. meningitidis
H44/76 consiste numa sequéncia sinal constituida por aminodcidos
1-s1, uma cabeca no terminal amino da proteina madura
(aminodcidos 52-479) que € exposta a superficie e contém regides
varidveils (aminodcidos 52-106, 121-124, 191-210 e 230-234), uma
regido de pescog¢o (aminodcidos 480-509), uma regido de hélice
alfa hidrofdébica (aminodcidos 518-529) e um dominio de
ancoragem, em que quatro cadeias transmembranares atravessam a

membrana externa (aminodcidos 539-591).

Embora o Hsf de comprimento total possa ser utilizado em
composicgdes imunogénicas da invencdo, varios truncados de Hsf e
delecgdbes podem também ser vantajosamente utilizados dependendo

do tipo de vacina.

Quando o Hsf ¢ wutilizado numa vacina de subunidades, ¢é
preferido que uma porgcao do dominio de passagem soluvel seja
utilizada; por exemplo, o dominio completo de aminodcidos 52 a
479, de um modo ainda mais preferido, uma sua porgao conservada,
por exemplo, a sequéncia particularmente vantajosa dos
aminodcidos 134 a 479. As formas preferidas de Hsf podem ser
truncadas de modo a remover regides varidveis da proteina
divulgada no documento WO001/55182. As variantes preferidas
incluirdo a remogdo de uma, duas, trés, quatro, ou cinco regides
varidveis como definido no documento WO01/55182. As seguéncias
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acima e as descritas a seguir, podem ser estendidas ou truncadas
até 1, 3, 5, 7, 10 ou 15 aminodcidos num terminal N ou C ou em

ambos.

Os fragmentos preferidos de Hsf incluem, deste modo, toda a
regido da cabeca de Hsf, contendo, de um modo preferido, os
aminodcidos 52-473. Os fragmentos adicionais preferidos de Hsf
incluem regides da cabeca expostas a superficie incluindo um ou
mais das seguintes sequéncias de aminodcidos; 52-62, 76-93,
116-134, 147-157, 157-175, 199-211, 230-252, 252-270, 284-306,
328-338, 362-391, 408-418, 430-440 e 469-479.

Quando o Hsf estd presente numa preparacdo da vesicula da
membrana externa, pode ser expresso Como a proteina de
comprimento total ou, de um modo preferido, como uma variante
vantajosa constituida por uma fusdo de aminodcidos 1-51 e 134-
591 (produzindo wuma proteina madura da membrana externa da
sequéncia de aminodcidos 134 ao terminal C). As formas
preferidas de Hsf podem ser truncadas de modo a remover as
regides varidveis da proteina divulgada no documento WO01/55182.
As variantes preferidas podem incluir a delecdao de uma, duas,
trés, quatro, ou cinco regides varidveis como definido no
documento WO001/55182. De um modo preferido, as primeiras e
segundas regides variaveis sao removidas. As variantes
preferidas removerdo residuos entre a sequéncia de aminodcidos
52 a 237 ou 54 a 237, de um modo mais preferido, removendo os
residuos entre o aminodcido 52 ao 133 ou 55 ao 133. A proteina

madura nao contém o péptido sinal.
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Hap

A andlise por computador da proteina tipo Hap de Neisseria
meningitidis divulga, pelo menos, trés dominios estruturais.
Considerando a sequéncia tipo Hap da estirpe H44/76 como uma
referéncia, Dominio 1, compreendendo o aminodcido 1 a 42,
codifica um péptido sinal dependente de sec caracteristico da
familia de auto-transportadores, Dominio 2, compreendendo o0s
aminodcidos 43 a 950, codifica o dominio de passagem,
provavelmente para ser exposto a superficie e acessivel ao
sistema imunitdrio, Dominio 3, compreendendo os residuos 951 a
ao terminal C (1457), deduz-se que codificam uma cadeia beta
para provavelmente montar uma estrutura tipo barril e para ser
ancorada na membrana externa. Uma vez que o dominio 2 ¢,
provavelmente, para ser exposto a superficie, é bem conservado
(mais do que 80% em todas as estirpes testadas) e pode ser
produzido como antigénios de subunidade em E. coli, representa
um interessante candidato a vacina. Uma vez que os dominios 2 e
3 sdo para, provavelmente, ser expostos a superficie, sdo bem
conservados (Pizza et al., (2000), Science 287: 1816-1820),
estes representam interessantes candidatos a wvacinas. O dominio

2 é conhecido como o dominio de passagem.

As composicgdes imunogénicas da invencao podem compreender a
proteina Hap de comprimento total, de um modo preferido,
incorporado numa preparacgcao OMV. As composigdes imunogénicas da
invencdo podem também compreender o dominio de passagem de Hap
que na estirpe H44/76 é composta pelos residuos de aminocdcidos
43-950. Este fragmento de Hap sera, particularmente,
vantajosamente utilizado numa composicao de subunidades da

invencdo. A seqguéncia acima para o dominio de passagem de Hap
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pode ser estendida ou truncada até 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 ou

30 aminodcidos no terminal N ou C ou em ambos.

3. Proteinas de aquisig¢do de ferro

As proteinas de aquisicdo de ferro incluem TbpA (NMB 0461)
(documento W092/03467, US5912336, W093/06861 e EP586266), TbpB
(NMB 0460) (documento W093/06861 e EP586266), LbpA (NMB 1540)
(Med Microbiol (1999) 32:1117), LbpB (NMB 1541)
(documento WO/99/09176), HpuA (U73112.2) (Mol Microbiol. 1997,
23; 737-749), HpuB (NC_003116.1) (Mol Microbiol. 1997, 23;
737-749), P2086 (13th International Pathogenic Neisseria
Conference 2002), FbpA (NMB 0634), FbpB, BfrA (NMB 1207), BfrB
(NMB 1206), Lipo28, também conhecido como GNA2132 (NMB 2132),
Sibp (NMB 1882), HmbR, HemH, Bcp (NMB 0750), proteina ABC
transportador-permease de Ferro (ITII) (Tettelin et al.,
Science 287; 1809-1815 2000), Ferro (III) ABC transportador -
peripldsmico (Tettelin et al., Science 287; 1809-1815 2000),
receptor dependente de TonB (NMB 0964 e NMB 0293) (Tettelin
et al., Science 287; 1809-1815 2000) e proteina relacionada com
a proteina de ligacdao a transferrina (Tettelin et al.,
Science 287; 1809-1815 2000) . Estas proteinas podem ser
derivadas de Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae ou
outras estirpes de Neisseria. A 1invengao pode também incluir

outras proteinas de aquisicao de ferro de Neisseria.

TbpA

A TbpA interage com TbpB para formar um complexo de

proteinas na membrana externa de Neisseria, que se liga a
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transferrina. Estruturalmente, a ThpA contém um dominio
intracelular N-terminal com uma caixa TonB e dominio de encaixe,
cadeias Dbeta transmembranares multiplas ligadas por ansas

intracelulares curtas e extracelulares longas.

Foram distinguidas duas familias de TbpB, possuindo um peso
molecular elevado e um peso molecular baixo, respectivamente. As
formas de peso molecular alto e baixo de TbpB associam-se com
diferentes familias de TbpA gue sao distinguiveis com base na
homologia. Apesar de serem de peso molecular semelhante, séo
conhecidos como as familias de peso molecular elevado e familias
de peso molecular baixo devido a sua associacdo com a forma de
peso molecular elevado ou baixo de TbpB (Rokbi et al., FEMS
Microbiol. Lett. 100; 51, 1993). Os termos TbpA (elevado) e TbpA
(baixo) sado utilizados para se referirem a estas duas formas de
TopA e de um modo semelhante para TbpB. As composicgdes
imunogénicas da invencao podem compreender TbpA e TbpB dos
serogrupos A, B, C, Y e W-135 de N. meningitidis, assim como
proteinas de aquisicao de ferro de outras bactérias incluindo
N. gonorrhoeae. As proteinas de ligacdo a transferrina TbpA e
TbpB também foram referidas como Tbpl e Tbp2 respectivamente

(Cornelissen et al., Infection and Immunity 65; 822, 1997).

TbpA contém varias regides distintas. Por exemplo, no caso
de TbpA de N. meningitidis estirpe H44/76, o terminal amino de
186 aminodcidos forma um dominio globular interno, 22 cadeias
beta espalham-se na membrana, formando um estrutura beta em
barril. Estes estdao ligados por ansas i1intracelulares curtas e
ansas extracelulares maiores. As ansas extracelulares 2, 3 e 5
possuem o0 grau mails elevado de variabilidade de sequéncias e a
ansa 5 é exposta a superficie. As ansas 5 e 4 estdo envolvidas
na ligacgao ao ligando.
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Fragmentos preferidos de Thpa incluem as ansas
extracelulares de TbpA. Utilizando a sequéncia de TbpA de
N. meningitidis estirpe H44/76, estas ansas correspondem aos
aminodcidos 200-202 para a ansa 1, aminodcidos 226-303 para a
ansa 2, aminodcidos 348-395 para a ansa 3, aminodcidos 438-471
para a ansa 4, aminodcidos 512-576 para a ansa 5, aminoéacidos
609-625 para a ansa 6, aminoadcidos 661-671 para a ansa 7,
aminodcidos 707-723 para a ansa 8, aminodcidos 769-790 para a
ansa 9, aminodcidos 814-844 para a ansa 10 e aminodcidos 872-903
para a ansa 11. As sequéncias correspondentes, apds alinhamento
de sequéncias, noutras proteinas Tbp, também deveriam constituir
fragmentos preferidos. 0Os fragmentos preferidos iriam incluir
sequéncias de aminodcidos gque constituem a ansa 2, ansa 3,

ansa 4 ou ansa 5 de Tbp.

Quando as composicgdes imunogénicas da invencao compreendem
TbpZA, € preferivel que incluem ambos TbpA (elevado) e TbpA
(baixo). Embora o TbpA seja, de um modo preferido, apresentado
numa vacina OMV, podem também ser parte de uma vacina de
subunidades. Por exemplo, proteinas de aquisigcdo de ferro
isoladas que podem ser introduzidas numa composicdo imunogénica
da invencgao sao bem conhecidas na técnica
(documento WO00/25811). Elas podem ser expressas num hospedeiro
bacteriano, extraidas utilizando detergente (por exemplo, 2% de
FElugent) e ©purificados por cromatografia de afinidade ou
utilizando técnicas de cromatografia em coluna convencionais bem
conhecidas na técnica (Oakhill et al., Biochem J. 2002 364;
613-6) .

Quando o TbpAZA é apresentado numa vacina OMV, a sua expressao
pode ser regulada positivamente através de técnicas genéticas
aqui discutidas, ou podem ser, de um modo preferido, regulados
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positivamente por cultura da estirpe parental em condigdes de
limitacdo de ferro como descrito a seguir. Este processo também
ird resultar na regulacdo positiva de proteinas reguladas por
ferro varidveis, particularmente FrpB que pode tornar-se
imunodominante e &, deste  modo, vantajosa para regular
negativamente a expressao (e, de um modo preferido, eliminar os
genes codificantes) dessas proteinas (particularmente FrpB) como
descrito a seguir, para assegurar que a composicdo imunogénica
da invencdo estimula uma resposta imunitdria contra antigénios
presentes numa vasta gama de estirpes de Neisseria. E preferido
possuir ambos TbpA (elevado) e TbpA (presente) presente na
composicdao imunogénica e isto é, de um modo preferido, alcancado
por combinacdo de OMV derivados de duas estirpes, expressando as

formas alternativas de TbpA.

4, Toxinas

As toxinas incluem NM-ADPRT (NMB 1343) (13"" International
Pathogenic Neisseria Conference 2002 Masignani et al., p 135),
VapD (NMB 1753), lipopolissacarido (LPS; também denominado
lipooligossacarido ou LOS) imunotipo L2 e LPS imunotipo L3. FrpA
e FrpC contém uma regido que ¢é conservada entre estas duas
proteinas e um fragmento ©preferido das proteinas seria um
polipéptido contendo este fragmento conservado, de um modo
preferido, compreendendo aminodcidos 227-1004 da sequéncia de
FrpA/C. Estes antigénios podem ser derivados de Neisseria
meningitidis ou Neisseria gonorrhoeae ou outras estirpes de
Neisseria. A 1invengdo pode também incluir outras toxinas de

Neisseria.
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Numa forma de realizacdo alternativa divulgada, as toxinas
podem incluir antigénios envolvidos na regulagdo da toxicidade,
por exemplo, OstA, que funciona na sintese de

lipopolissacaridos.

LPS

LPS (lipopolissacarido, também conhecido como
LOS-lipooligossacarido) ¢é a endotoxina na membrana externa de
Neisseria. A parte de polissacarido do LPS ¢é conhecido por

induzir anticorpos bactericidas.

A heterogeneidade na parte de oligossacdrido da LPS cria
diversidade estrutural e antigénica entre diferentes estirpes de
Neisseria (griffiss et al., Inf. Immun. 1987; 55: 1792-1800).
Isto foi utilizado para subdividir as estirpes de meningococos
em 12 imunotipos (Scholtan et al., J Med Microbiol 1994,
41:236-243). 0Os imunotipos L3, L7, & L9 sdao imunologicamente
idénticos e sao estruturalmente semelhantes (ou mesmo iguais) e
foram, deste modo, designados L3,7,9 (ou, para os objectivos
desta descricao, genericamente como “L3”). A LPS L3,7,9 (L3), L2
e L5 meningocdcicas podem ser modificadas por sialilacdo ou pela
adicdao de 4cido <citidina 5’'-monofosfato-N-acetilneuraminico.
Embora L2, L4 e L6 LPS sejam distinguiveis imunologicamente,
elas sao estruturalmente semelhantes e em que L2 é aqui
mencionada, seja L4 ou L6 podem ser opcionalmente substituidas
dentro do éambito da invencdo. Ver M. P. Jennings et al.,
Microbiology 1999, 145, 3013-3021 e Mol Microbiol 2002,
43:931 43 para posterior ilustracgéao de estrutura e

heterogeneidade de LPS.
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A LPS, de um modo preferido, a LPS meningocdcica, incluida
nas vacinas da invencadao, ¢ dos imunotipos L3 e ¢é apresentada
numa vesicula da membrana externa (de um modo preferido, em que
a vesicula é extraida com uma baixa percentagem de detergente,
de um modo mais preferido, 0-0,5%, 0,02-0,4%, 0,04-0,3%, 0,06-
0,2%, 0,08-0,15% ou 0,1%, de um modo ainda mais preferido,
desoxicolato [DOC]) mas podem também ser parte de uma vacina de
subunidades. Os LPS podem ser isolados utilizando processos bem
conhecidos incluindo o processo de &agua-fenol quente (Wesphal e
Jann Meth. Carbo. Chem. 5; 83-91 1965). Ver também Galanos
et al., 1969, Fur J Biochem 9: 245-249, e Wu et al., 1987,
Anal Bio Chem 160:281-289. As LPS podem ser utilizadas isoladas
ou conjugadas com uma fonte de epitopos de células T, tais como
a toxoide do tétano, toxdéide da Difteria, proteinas da membrana
externa CRM-197 ou OMV. Técnicas para conjugar isolados LOS séo
também conhecidas (ver, por exemplo, o documento EP 941738 aqui

incorporado por referéncia).

Quando LOS (em particular, o LOS da invencdo) estd presente
numa formulacao de vesicula, o LOS ¢, de um modo preferido,
conjugado in situ por métodos gue permitem a conjugacado de LOS
com uma ou mails proteinas da membrana externa também presentes

na preparacgao de vesicula (e. g., PorA ou PorB em meningococos).

Este processo pode aumentar vantajosamente a estabilidade
e/ou imunogenicidade (proporcionar auxilio de células T) e/ou a
antigenicidade do antigénio LOS na formulacgcdo de vesicula -
proporcionando, assim, o auxilio de células T para o imunogénio
de oligossacarido independente de T na sua conformacdo mais
protectora - como LOS no seu ambiente natural na superficie da
membrana meningocdcica externa. Adicionalmente, a conjugacgao do
LOS na vesicula pode resultar numa desintoxicacgdo do LOS (sendo
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a porcgdo de Lipido A integrada de forma estdvel na membrana
externa estando, ©por isso, menos disponivel para provocar
toxicidade). Assim, 0os métodos de desintoxicacéo aqui
mencionados de isolar vesiculas de mutantes htrB- ou msbB-, ou
adicionando  péptido nao téxico funcional equivalente de
polimixina B [uma molécula com elevada afinidade para o Lipido
Al a composicdo (ver documento WO 93/14115, WO 95/03327,
Velucchi et al., (1997) J Endotoxin Res 4: 1-12, e EP 976402
para mais detalhes de equivalentes funcionais de péptido
nao-tdéxico de polimixina B - particularmente a utilizacao do
péptido SAEP 2 (da sequéncia KTKCKFLKKC, em que as 2 cisteinas
formam uma ligacg¢do persulfureto)) podem ndo ser necessdrias (mas
que podem ser adicionadas em combinacdo para seguranca
adicional). Assim, a requerente verificou que uma composicao
compreendendo vesiculas em que o LOS presente nas vesiculas foi
conjugado de um modo intra-vesicula com proteinas da membrana
externa também presente na vesicula pode formar a base de uma
vacina para o tratamento ou prevencao de doencas provocadas pelo
organismo a partir das quais as vesiculas foram derivadas, em
gque essa vacina ¢é substancialmente nao-tdéxica e ¢é capaz de
induzir uma resposta bactericida dependente de T contra LOS no

seu ambiente nativo.

Esta divulgagao proporciona ainda, deste modo, uma tal
preparacgao de vesicula meningocdcica conjugada com LOS intra-

vesicula.

Essas preparacgdes de vesicula podem ser isoladas a partir da
bactéria em questdao (ver documento WO 01/09350) e, depois,
sujeitas a quimicas de conjugacao conhecidas para ligar grupos
(e. g., NH, ou COOH) na porcdo oligossacadrido de LOS aos grupos
(e. g., NH; ou COOH) nas proteinas de vesicula da membrana
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externa. Podem ser utilizadas técnicas de 1ligacdo reticulada
utilizando glutaraldeido formaldeido ou misturas de
glutaraldeido/formaldeido, mas é preferido que sejam utilizadas
quimicas mais selectivas, tais como EDAC ou EDAC/NHS (J.V.
Staros, R.W. Wright e D. M. Swingle. Enhancement by
N-hydroxysuccinimide of watersoluble carbodiimide-mediated
coupling reactions. Analytical chemistry 156: 220-222 (1986); e
Bioconjugates Techniques. Greg T. Hermanson (1996) p 173-176).
Outras quimicas de conjugacdo ou tratamentos capazes de criar
ligacdes covalentes entre LOS e moléculas de proteina que podem

ser utilizadas sao descritas no documento EP 941738.

De um modo preferido, as preparacgdes de vesicula sao
conjugadas na auséncia de polissacarido capsular. As vesiculas
podem ser isoladas a partir de uma estirpe que nao produz o
polissacéarido capsular (naturalmente ou via mutacao como
descrito a seguir) ou podem ser purificados a partir da maior
parte e, de um modo preferido, de todos o0s polissacéaridos
contaminantes capsulares. Deste modo, a reacgadao de conjugagao de

LOS intra-vesicula é muito mais eficiente.

De um modo preferido, mais de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 ou 95% do LOS ©presente nas vesiculas ¢é ligado

reticuladamente/conjugado.

A conjugacao 1intra-vesicula deve, de um modo preferido,
incorporar 1, 2 ou todos os 3 dos seguintes passos do processo:
o pH da conjugagao deve ser superior ao pH 7,0, de um modo
preferido, superior a, ou igual a pH 7,5 (de um modo ainda mais
preferido, inferior pH 9); condigdes de 1-5%, de um modo
preferido, 2-4% de um modo ainda mais preferido, cerca de 3% de
sacarose deve ser mantido durante a reacgao; o NaCl deve ser
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minimizado na reaccgdo de conjugacao, de um modo preferido,
inferior a 0,1 ™M, 0,05 M, 0,01 M, 0,005 M, 0,001 M e, de um modo
ainda mais preferido, ndao presente de todo. Todas estas
caracteristicas do processo asseguram que as vesiculas
permanecem estdveis e em solugdo ao longo do processo de

conjugacao.

O processo de conjugacdao de EDAC/NHS €& um processo preferido
para a conjugagdo intra-vesicula. EDAC/NHS ¢é preferido ao
formaldeido que pode ligar-se reticuladamente numa extensao tao
elevada que afecta adversamente a filterabilidade. O EDAC reage
com &cidos carboxilicos (tais como KDO em LOS) para criar um
intermedidrio éster activo. Na presenca de um nucledéfilo amina
(tais como lisinas nas proteinas da membrana externa, tais como
PorB), €& formada wuma ligacdo amida com libertacdo de um
sub-produto de isoureia. No entanto, a eficiéncia de uma reaccéao
mediada por EDAC pode ser aumentada através da formagdo de um
intermedidrio éster Sulfo-NHS. O éster Sulfo-NHS sobrevive em
solugao aquosa durante mais tempo do que o éster activo formado
a partir da reacgdo de EDAC isoladamente com um carboxilato.
Assim, podem ser obtidos rendimentos mais elevados de formacao
de ligacdo amida wutilizando este processo de dois passos. A
conjugacado de EDAC/NHS ¢é discutida em J.V. Staros, R.W. Wright e
D. M. Swingle. Enhancement by N-hydroxysuccinimide of
water-soluble carbodiimide-mediated coupling reactions.
Analytical chemistry 156: 220-222 (1986) ; e Bioconjugates
Techniques. Greg T. Hermanson (1996) p 173-176. De um modo
preferido, é utilizado 0,01-5 mg EDAC/mg de vesicula na reaccao,
de um modo mais preferido, 0,05-1 mg EDAC/mg de vesicula. A
quantidade de EDAC utilizada depende da quantidade de LOS
presente na amostra dque, por sua vez, depende da % de
desoxicolato (DOC) wutilizada para extrair as vesiculas. A % de
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DOC mais baixa (e. g., 0,1%), sdo utilizadas gquantidades mais
elevadas de EDAC (1 mg/mg e ainda mais), contudo a % de DOC
superior (e. g. 0,5%), sao utilizadas quantidades inferiores de
EDAC (0,025-0,1 mg/mg) para evitar demasiada ligacdo reticulada

inter-vesicula.

Um processo da presente divulgacado ¢é, deste modo, um
processo para produzir conjugado LOS intra-vesicula (de um modo
preferido meningocdcica) compreendendo o8 passos de conjugar
vesiculas na presenca de EDAC/NHS a um pH entre o pH 7,0 e pH
9,0 (de um modo preferido, cerca de pH 7,5), em 1-5% (de um modo
preferido, cerca de 3%) de sacarose e opcionalmente em condigdes
substancialmente desprovidas de NaCl (como descrito acima), e

isolando as vesiculas conjugadas a partir da mistura de reaccgao.

A reaccgao pode ser seguida por géis de separacdao de Western
da mistura de reacg¢do utilizando mAb anti-LOS (e. g. anti-L2 ou
anti-L3) para demonstrar o aumento do peso molecular de LOS para
uma maior proporcgdo do LOS nas vesiculas a medida que o tempo de

reaccao passa.

Podem ser recuperadas vesiculas num rendimento de 99%

utilizando essas técnicas.

Observou-se que EDAC era um excelente agente de ligacgao
reticulada intra-vesicula, uma vez que cruzava reticuladamente
LOS com  OMP de um  modo suficiente para melhorar a
imunogenicidade dependente de LOS T, mas nao cruzou
reticuladamente a um tal grau elevado gque tivessem ocorrido
problemas, tais como fraca filterabilidade, agregacdao e ligacéao
reticulada inter-vesicula. A morfologia das vesiculas produzidas
é semelhante a das vesiculas ndo conjugadas (por microscopia
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electrénica). Adicionalmente, o protocolo acima descrito evitou
a ocorréncia de uma ligacao reticulada elevada excessiva (que
pode diminuir a imunogenicidade de OMP protectoras naturalmente

presentes na superficie da vesicula, e. g., TbpA ou Hsf).

E preferido que a estirpe meningocécica a partir da qual as
vesiculas sdo derivadas seja uma estirpe mutante gue nédo pode
produzir polissacarido capsular (e. g., uma das estirpes
mutantes descritas a seguir, em particular siaD). E também
preferido qgque composig¢des imunogénicas eficazes contra a doencga
meningocdcica compreendam ambas as vesiculas L2 e uma L3, em gque
os LOS L2 e L3 sao ambos conjugados com proteinas de vesicula da
membrana externa. Além disso, é preferido gue a estrutura de LOS

na vesicula conjugada com intra-vesicula seja consistente com

ter sido derivada de uma estirpe meningocdécica IgtB  (como
descrito a seguir). De um modo muito preferido, as composicgdes
imunogénicas compreendem vesiculas conjugadas com

intra-vesiculas: derivadas de uma estirpe meningocdécica mutante
e qgue nado pode produzir polissacadrido capsular e ¢é IgtB~;
compreendendo vesiculas L2 e L3 derivadas de estirpes
meningocdcicas mutantes que ndo podem produzir polissacarido
capsular; compreendendo vesiculas L2 e L3 derivadas de estirpes
meningocdcicas mutantes que sdao IgtB ; ou de um modo ainda mais
preferido compreendendo vesiculas L2 e L3 derivadas de estirpes
meningocdcicas mutantes que nado podem produzir polissacarido

capsular e sao IgtB .

Uma estirpe meningocdcica L3 tipica que pode ser utilizada
para a presente invencdo € a estirpe H44/76 menB. Uma estirpe L2
tipica é a estirpe B1l6B6 menB ou a estirpe de meningococos de

tipo C, 39E.
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Como referido acima, as vesiculas da invencado podem ser
desintoxicadas até um grau pelo acto de conjugacao e podem,
deste modo, nao necessitar de serem ainda mais desintoxicadas,
contudo, podem ser utilizados outros métodos de desintoxicacgao
para seguranga adicional, por exemplo, utilizando vesiculas
derivados de uma estirpe meningocdcica que é htrB- ou msbB- ou
adicionando um péptido nao-tdéxico funcional equivalente de
polimixina B [uma molécula com afinidade elevada para o
Lipido A] (de um modo preferido, SEAP 2) a composicao de

vesicula (como descrito acima).

No modo acima, sdo divulgadas vesiculas meningocdcicas e
composicgdes imunogénicas compreendendo vesiculas gue possuem
como um importante antigénio LOS que ¢é substancialmente néao
téxico, desprovido de problemas autoimunitdrios, possui um
cardcter dependente de T, estd presente no seu ambiente natural
e é capaz de induzir uma resposta de anticorpo bactericida
contra mais de 90% de estirpes meningocdcicas (no <caso de

composicgdes L2+L3).

De um modo preferido, a conjugacado de LOS intravesicula deve
incorporar 1, 2 ou todos os 3 dos seguintes passos do processo:
o pH da conjugagdao deve ser superior a pH 7,0, de um modo
preferido, superior a, ou igual a pH 7,5 (de um modo ainda mais
preferido, a pH 9); devem ser mantidas condigdes de 1-5%, de um
modo preferido, 2-4%, de um modo ainda mais preferido, cerca de
3% de sacarose durante a reaccdo; o NaCl deve ser minimizado na
reacgcao de conjugacgao, de um modo preferido, a 0,1 M, 0,05 M,
0,01 M, 0,005 M, 0,001 M e, de um modo ainda mais preferido, néao
presente de todo. Todas estas caracteristicas do processo
asseguram gue as vesiculas permanecem estdveis e em solugdo ao
longo do processo de conjugacgao.
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Embora LOS possa ser conjugado nas vesiculas com as
proteinas da membrana externa através de varias técnicas e
quimicas, o processo de conjugacdo de EDAC/NHS & um processo
preferido para a conjugacdo intra-vesicula. E preferido EDAC/NHS
ao formaldeido que pode ligar—-se reticuladamente até uma
extensdo demasiado elevada afectando desse modo adversamente a
filterabilidade. EDAC reage com &cidos carboxilicos para criar
um intermedidrio éster activo. Na presenca de um nucledfilo
amina, ¢é formada uma ligacdao amida com libertacdo de um
sub-produto de isoureia. No entanto, a eficiéncia de uma reaccéao
mediada por EDAC pode ser aumentada através da formacgdo de um
intermedidrio éster Sulfo-NHS. O éster Sulfo-NHS sobrevive em
solugao aquosa durante mais tempo do que o éster activo formado
a partir da reacgdo de EDAC isoladamente com um carboxilato.
Assim, podem ser realizados rendimentos superiores de formacgao
de ligacdo amida utilizando este processo de dois estédgios. A
conjugacao EDAC/NHS & discutida em J.V. Staros, R.W. Wright e D.
M. Swingle. Enhancement by N-hydroxysuccinimide of water-soluble
carbodiimide-mediated coupling reactions. Analytical chemistry
156: 220-222 (1986) ; e Bioconjugates Techniques. Greg T.
Hermanson (1996) p 173-176.

Um processo preferido é, deste modo, um processo para
produzir LOS conjugado intra-vesicula (de um modo preferido,
meningocdécico) compreendendo o0s passos de conjugar vesiculas na
presenca de EDAC/NHS a um pH entre pH 7,0 e pH 9,0 (de um modo
preferido, cerca de pH 7,5), em 1-5% (de um modo preferido,
cerca de 3%) de sacarose e opcionalmente em condicdes
substancialmente desprovidas de NaCl (como descrito acima) e

isolando as vesiculas conjugadas a partir da mistura de reaccgao.
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A reaccdo pode ser seguida em géis de separacao da mistura
de reaccgédo utilizando mAb anti-LOS (e. g., anti-L2 ou anti-L3)
para demonstrar o aumento do peso molecular de LOS para uma
proporgdao maior do LOS nas vesiculas a medida que o tempo de

reacgao passa.

Podem ser recuperados rendimentos de 99% de wvesiculas
utilizando essas técnicas. Observou-se que EDAC era um excelente
agente de ligacdo reticulada intra-vesicula uma vez qgue faz
ligagdo reticulada de LOS com  OMP suficientemente para
imunogenicidade dependente de LOS T melhorada, mas nao fez
ligagdo reticulada até a um grau elevado em gue ocorram
problemas, tais como fraca filterabilidade e ligacao reticulada
inter-vesicula. Uma ligacdo reticulada demasiado elevada também
seria evitada para evitar qualquer diminuicdo na imunogenicidade
de OMP protectoras naturalmente presentes na superficie da

vesicula e. g., TbpA.

5. Proteinas integrais da membrana externa

Outras categorias de proteinas de Neisseria podem também ser
candidatas para inclusdo nas vacinas de Neisseria da invengao e
podem ser capazes de combinar com outros antigénios de um modo
surpreendentemente eficaz. As proteinas associadas a membrana,
particularmente as proteinas de membrana integrais e, mais
vantajosamente, as proteinas da membrana externa, especialmente
as proteinas integrais da membrana externa, podem ser utilizadas
nas composicdes da presente invencgao. Un exemplo dessas
proteinas é a PldA, também conhecida como OmplA (NMB 0464).
(documento WO000/15801), que € uma proteina fosfolipase de
Neisseria da membrana externa. Outros exemplos sao TspA
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(NMB 0341) (Infect. Immun. 1999, 67; 3533-3541) e TspB (proteina
de estimulacdo de células T) (documento WO 00/03003; NMB 1548,
NMB 1628 ou NMB 1747). Outros exemplos incluem PilQ (NMB 1812)
(documento W099/61620), OMP85 - também conhecida como D15-
(NMB 0182) (documento WO00/23593), NspA (U52066) (W096/29412),
PorB (NMB 2039) (Mol. Biol. Evol. 12; 363-370, 1995), HpuB
(NC_003116.1), TdfH (NMB 1497) (Microbiology 2001, 147;
1277-1290), OstA (NMB 0280), MltA também conhecida como GNA33 e
Lipo30 (NMB0033), HtrA (NMB 0532; documento WO 99/55872), HimD
(NMB 1302), HisD (NMB 1581), GNA 1870 (NMB 1870), HlpA
(NMB 1946), NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1953,
HtrA, TbpA (NMB 0461) (documento W092/03467 (ver também acima em

proteinas de aquisicdo de ferro) e LbpA (NMB 1541).

OMP85

As composicgdes imunogénicas da invencgao podem compreender o
comprimento total OMP85, de um modo preferido, como parte de uma
preparagao de OMV. Fragmentos de OMP85 podem também ser
utilizados nas composicdes imunogénicas da invencao, em
particular, a exposta ao dominio de superficie de OMP85
constituida pelos residuos de aminodcidos 1-475 ou 50-475 &, de
um modo preferido, incorporada numa subunidade componente das
composicgdes imunogénicas da invencdo. A sequéncia acima para o
dominio exposto a superficie de OMP85 pode ser estendida ou
truncada até 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 ou 30 aminodcidos no
terminal N ou C ou em ambos. E preferido que a sequéncia sinal

seja omitida do fragmento OMP85.
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OstA

OstA funciona na sintese de lipopolissacadridos e pode ser
considerada como sendo um regulador de toxicidade. OstA pode ser
alternativamente incluida na categoria de toxinas em Qque a
categoria de toxinas € alargada para conter reguladores de

toxicidade assim como toxinas.

Composigdes imunogénicas

Uma composicdao imunogénica ¢é uma composicdao compreendendo
pelo menos, um antigénio que é capaz de criar uma resposta
imunitdria quando administrado a um hospedeiro. De um modo
preferido, essas preparacgdes imunogénicas sao capazes de gerar

uma resposta imunitédria protectora contra Neisseria, de um modo

preferido, infecgdo <com Neisseria meningitidis ou Neisseria
gonorrhoeae.
A invencao refere-se a composicgdes imunogénicas

compreendendo, pelo menos, dois antigénios que, de um modo
preferido, estimulam uma ou mais de uma resposta sinergistica,

bactericida, protectora ou de blogueamento de adesao.

Ensaios de bactericida de SBA da invencdo

Uma tal resposta sinergistica pode ser caracterizada por SBA
estimulado pela combinacdo de antigénios sendo, pelo menos, 50%,
duas vezes, trés vezes, de um modo preferido, quatro vezes,
cinco vezes, selis vezes, sete vezes, olto vezes, nove vezes g,
de um modo ainda mais preferido, dez vezes mais elevado do que o

38



SBA estimulado por cada antigénio separadamente. De um modo
preferido, o SBA é medido contra uma estirpe homéloga a partir
da qual os antigénios sado derivados e, de um modo preferido,
também contra um painel de estirpes heterdlogas. (Ver a seguir
para um painel representativo, por exemplo, BZ10 (B:2b:P1.2)
pertencendo ao grupo A-4; Bl6B6 (B:2a: Pl.2) pertencendo ao
complexo ET-37; e H44/76 (B:15:P1.7,16)). O SBA é o marcador
imunoldégico mais normalmente aceite para estimar a eficdcia de

uma vacina meningocdcica (Perkins et al., J Infect Dis. 1998,

177:683-691). O SBA pode ser apurado mais satisfatoriamente
através de um qualguer método conhecido. O SBA pode ser
realizado wutilizando soros obtidos de modelos animais (ver

exemplos 17-20) ou de individuos humanos.

Um método preferido para conduzir o SBA com soros humanos é
0 seguinte. Uma amostra de sangue ¢é retirada antes da primeira
vacinacdo, dois meses apds a segunda vacinagcao e um més apds a
terceira vacinacado (sendo trés vacinacdes num ano um calendario
de vacinacdo primdria humana tipica, administradas aos, por
exemplo, 0, 2 e 4 meses, ou 0, 1 e 6 meses). Esses calendarios
de vacinagdo primdria humana podem ser realizados em criancgas
com menos de 1 ano de idade (por exemplo, ao mesmo tempo que sao
realizadas as vacinagdes de Hib) ou criangas com 2-4 anos de
idade ou adolescentes também podem ser vacinados para testar SBA
com esse calendario de vacinacdo primdria. Uma outra amostra de
sangue pode ser retirada 6 a 12 meses apds a vacinacdo primédria

e um més apds uma dose de reforcgo, se aplicavel.

O SBA serd satisfatdério para um antigénio ou preparacao de
vesicula com actividade bactericida homdéloga se um més apds a
terceira dose de vacina (do calenddrio de vacinacdo primaria) (e
criancas de 2-4 anos de idade ou adolescentes, mas de um modo
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preferido, em criancas no seu primeiro ano de vida) a
percentagem de individuos com um aumento de dquatro vezes em
termos de titulo de SBA (diluicdo de anticorpo) (em comparacao
com o titulo da pré-vacinacao) contra a estirpe de meningococos
a partir das quais os antigénios da invencado foram derivados for
superior a 30%, de um modo preferido, superior a 40%, de um modo
mais preferido, superior a 50% e, de um modo ainda mais

preferido, superior a 60% dos individuos.

Obviamente que uma preparacao de antigénio ou de vesicula
com actividade bactericida heterdéloga também pode constituir
preparacao em vesicula com actividade Dbactericida homéloga se
também puder estimular satisfatoriamente SBA contra a estirpe

meningocécica a partir das quais é derivada.

SBA serd satisfatdério para uma preparacdo de antigénio ou
vesicula com actividade bactericida se um més apds a terceira
dose de vacina (do calendéario de vacinacgao primario)
(em criangas com 2-4 anos de idade ou adolescentes, mas de um
modo preferido em criancas no primeiro ano de vida) a
percentagem de individuos com um aumento de quatro vezes em
termos de titulo de SBA (diluicdo do anticorpo) (em comparacgao
com o titulo de pré-vacinacdo) contra trés estirpes heterdlogas
de meningococos for superior a 20%, de um modo preferido,
superior a 30%, de um modo mais preferido, superior a 35% e, de
um modo ainda mais preferido, superior a 40% dos individuos.
Esse teste € uma boa indicacdo se as preparacgdes de antigénio ou
vesicula com actividade Dbactericida heterdloga podem induzir
anticorpos de cruzamento bactericida contra varias estirpes
meningocécicas. As trés estirpes heterdlogas podem, de um modo
preferido, ©possuir diferentes padrdes de complexo de tipo
electroforético (ET) ou tipagem de sequéncia multilocus (MLST)
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(ver Maiden et al., PNAS USA 1998, 95:3140-5) uns em relacao aos
outros e, de um modo preferido, a estirpe a partir das guais a
preparagao de antigénio ou de vesicula com actividade
bactericida heterdloga é feita ou derivada. Um especialista sera
rapidamente capaz de determinar trés estirpes com diferentes
complexos ET que reflectem a diversidade genética observada
entre meningococci, particularmente entre estirpes de
meningococos de tipo B que sao reconhecidos como sendo a causa
de carga de doenca significativa e/ou que representam linhagens
hiper-virulentas de MenB reconhecidas (ver Maiden et al.,
supra). Por exemplo, trés estirpes que podem ser utilizadas sao
as seguintes: BZ10 (B:2b:P1.2) pertencendo ao grupo A-4; B1l6B6
(B:2a:P1.2) pertencendo ao complexo ET-37; e H44/76
(B:15:P1.7,16) pertencendo ao complexo ET-5 ou quaisquer outras
estirpes pertencendo ao mesmo Grupo ET. Essas estirpes podem ser
utilizadas para testar uma preparacao de antigénio ou de
vesicula com actividade Dbactericida heterdloga produzida ou
derivada de, por exemplo, a estirpe meningocdcica CU385
(B:4:P1.15) qgue pertence ao complexo ET-5. Outra estirpe da
amostra que pode ser utilizada € a partir do clone epidémico da
Linhagem 3 (e. g., NZ124[B:4:P1.7,4]). Outra estirpe de ET-37 é
NGP165 (B: 2a:P1.2).

Processos para medir a actividade de SBA sao conhecidos na
técnica. Por exemplo, um método dque pode ser utilizado é
descrito no documento WO 99/09176 no Exemplo 10C. Em termos
gerals, uma cultura da estirpe a ser testada é cultivada (de um
modo preferido, em condigdes de esgotamento de ferro - através
da adicdao de um quelante de ferro, tal como EDDA ao meio de
crescimento) na fase log do crescimento. Isto pode ser suspenso
num meio com BSA (tal como meio de Hanks com 0,3% de BSA) de
modo a obter uma suspensao de células de trabalho ajustada para
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aproximadamente 20000 CFU/mL. Uma série de misturas de reaccgao
pode ser preparada misturando uma série de diluigdes de duas
vezes dos soros a serem testados (de um modo preferido,
inactivados pelo calor, a 56 °C, durante 30 min) [por exemplo,
num volume de 50 mL/poc¢o] e a suspensdo da estirpe meningocdcica
a 20000 CFU/mL a ser testada [por exemplo, num volume de
25 mL/pogo]. Os frascos de reacgdo devem ser incubados (e. g. a
37 °C, durante 15 minutos) e agitados (e. g., a 210 rpm). A
mistura de reaccdo final [por exemplo, num volume de 100 mL]
contém, adicionalmente, uma fonte complementar [tal como 25% do
volume final de soro de coelho bebé pré-testado] e € incubado
como acima [e. g., 37 °C, durante 60 min]. Pode ser utilizada
uma placa de microtitulacao de 96 pocgos de fundo em U de
poliestireno estéril para este ensaio. Pode ser retirada uma
fraccao [e. g. 10 mL] de cada poc¢o utilizando uma pipeta
multicanal, e vertida para placas de agar Mueller-Hinton (de um
modo preferido, contendo 1% de Isovitalex e 1% de Soro de Cavalo
inactivado pelo calor) e incubados (por exemplo, durante
18 horas, a 37 °C, em CO; a 5%). De um modo preferido, podem ser
contadas coldénias individuais até 80 CFU por fracgao. Podem ser
utilizadas como controlos as seguintes trés amostras de teste:
tampdo + bactéria + complemento; tampao + bactéria + complemento
inactivado; soro + bactéria + complemento inactivado. Os titulos
de SBA podem ser calculados de uma forma directa utilizando um
programa que processa 0s resultados para produzir uma medigao da
diluicdo que corresponde a 50% da morte das células através de

um cadlculo de regressao.
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Ensaios de protecg¢do animal

Alternativamente, a resposta sinérgica pode ser
caracterizada pela eficdcia da combinacdo de antigénios num
ensailio de protecgao animal. Por exemplo, podem ser utilizados os
ensaios descritos no exemplo 12 ou 13. De um modo preferido, o
numero de animais protegidos pela combinacdo de antigénios ¢é
significativamente melhorado em comparacao com a utilizacao dos
proprios antigénios, particularmente a doses sub-dptimos de

antigénio.

Uma vacina de sucesso para a prevencao de infecgao por
N. gono ©pode necessitar de mais do gque um dos seguintes
elementos: criacdo de anticorpos do soro e/ou da mucosa para
facilitar a morte mediada pelo complemento dos gonococos e/ou
para aumentar a fagocitose e a morte microbiana pelos
leucécitos, tais como leucdcitos polimorfonucleares e/ou para
prevenir a ligacdo dos gonococci aos tecidos hospedeiros;
indugcdo de wuma resposta imunitdria mediada pela célula pode

também participar na proteccao.

O melhoramento da eficdcia de uma preparacdo de vacina de
vesiculas gono da invencdo pode ser avaliado através da andlise
da resposta imunitdria induzida aos anticorpos do soro e/ou da
mucosa que possuem propriedades de anti-aderéncia, e/ou
opsonizantes, e/ou actividade Dbactericida, como descrito por
outros (McChesney D et al, Infect. Immun. 36: 1006, 1982;
Boslego J et al: Efficacy trial of a purified gonococci pilus
vaccine, 1in Program and Abstracts of the 24th Interscience
Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Washington,

American Society for Microbiology, 1984; Siegel M et al, J.
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Infect. Dis 145: 300, 1982; de la Pas, Microbiology, 141 (Pt4):
913-20,1995) .

Foi recentemente descrito um modelo de murganho de infeccéao
genital por N. gono (Plante M, J. Infect. Dis., 182: 848-55,
2000). O melhoramento da eficiéncia de uma vacina de vesiculas
gono da invencao também pode ser avaliada através da sua
capacidade para prevenir ou para reduzir a colonizagcao por

N. gono neste modelo de murganho da infeccéo.

Ensaio de bloqueamento da adesdo

Alternativamente, a resposta sinergistica pode ser
caracterizada pela eficdcia da combinacdo de antigénios num
ensaio de blogueamento de adesadao. Por exemplo, o ensaio descrito
no Exemplo 11 pode ser utilizado. De um modo preferido, a
extensdao de Dbloqueamento induzido pelos anti-soros criados
contra a combinagdo de antigénios é significativamente melhorada
em comparacao com a utilizacdo de anti-soros criados contra os
préprios antigénios, particularmente a doses sub-dptimas de

anticorpo.

Composicgdes de subunidade

A composicao imunogénica da invencdo pode ser uma composicédo
de subunidades. As composicdes de subunidade sao composicgdes em
que os componentes foram isolados e purificados em, pelo menos,
50%, de um modo preferido, pelo menos, 60%, 70%, 80%, 90% puros
antes de misturar os componentes para formar a composicgao
antigénica.
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Uma composicao imunogénica de subunidades divulgada
compreende, de um modo preferido, pelo menos, 2 antigénios
seleccionados da seguinte lista: FhaB, PilC, Hsf, Hap, Nada,
OMP85, IgA protease, AsphA, dominio de passagem de AspA, dominio
de passagem de Hsf, dominio de passagem de Hap, FrpA, FrpC,
TbpZA, TbpB, LbpA, LbpB, HpuA, HpuB, TspA, TspB, Plda, PilQ,

FhaC, NspA e um ou ambos do LPS imunotipo L2 e LPS imunotipo L3.

As composicgdes de subunidade podem ser solugdes agquosas de
proteinas soltveis em &dgua. Elas podem compreender detergente,
de um modo preferido, detergente nao-idnico, zwitteridbnico ou
iénico, de modo a solubilizar porc¢des hidrofdébicas dos
antigénios. Elas podem compreender lipidos, de modo a dque se
possam formar estruturas de lipossoma, permitindo a apresentacao
de antigénios com uma estrutura qgue se estende pela membrana

lipidica.

Preparagdes de vesicula de membrana externa

N. meningitidis serogrupo B (menB) excreta vesiculas de
membrana externa em quantidades suficientes para permitir o seu
fabrico numa escala industrial. As vesiculas de membrana externa
podem também ser preparadas através do processo de extracgdo com
detergente das células bacterianas (ver, por exemplo,

documento EP 11243).

Uma composicao imunogénica pode também compreender uma
preparacgado da vesicula da membrana externa possuindo, pelo
menos, doils antigénios que foram regulados positivamente, qguer
de forma recombinante ou por outros meios que incluem a cultura
em condigdes de esgotamento de ferro. Exemplos de antigénios que
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seriam regulados positivamente numa tal preparacao da vesicula
da membrana externa incluem; NspA, Hsf, Hap, OMP85, ThpA
(elevado), TbpA (baixo), LbpA, TbpB, LbpB, PilQ, AspA, TdfH,
PorB, HpuB, P2086, NMADPRT, MafA, MafB e PldA. Essas preparacgdes
também iriam compreender um ou ambos os LPS imunotipo L2 e LPS

imunotipo L3.

O fabrico de preparacgcdes de vesicula das estirpes de
Neisseria pode ser conseguido através de qualgquer um dos métodos
bem conhecidos para um especialista na técnica. De um modo
preferido, sao utilizados os métodos divulgados nos documentos
EP 301992, US 5597572, EP 11243 ou US 4271147, Frederikson
et al., (NIPH Annals [1991], 14:67-80), Zollinger et al., (J.
Clin. Invest. [1979], 63:836-848), Saunders et al., (Infect.
Immun. [1999], 67:113-119), Drabick et al., (Vaccine [20007,
18:160-172) ou documento WO 01/09350 (Exemplo 8). Em geral, os
OMV sdo extraidos com um detergente, de um modo preferido,
desoxicolato, e os 4acidos nucleicos sao removidos opcionalmente
enzimaticamente. A purificacao é alcancada por
ultracentrifugacado opcionalmente seguida por cromatografia de
exclusdo de tamanho. Se 2 ou mais vesiculas diferentes da
invencadao sao incluidas, elas podem ser combinadas num Unico
recipiente para formar uma preparacao multivalente da invencéo
(embora uma preparacao seja também considerada multivalente se
as diferentes vesiculas da invencgado sao composicdes separadas em
recipientes separados que sao administrados ao mesmo tempo [a
mesma visita a um profissional] a um hospedeiro). As preparacdes
de OMV sao, normalmente, esterilizadas por filtracdao através de
um filtro de 0,2 mm, e sao, de um modo preferido, armazenadas
numa solugdao de sacarose (e. g., 3%) que ¢é conhecida por

estabilizar as preparacgdes de vesicula.
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A regulacdo positiva das proteinas nas preparacgdes de
vesicula da membrana externa pode ser conseguida pela insercao
de uma cdédpia extra de um gene na estirpe de Neisseria a partir
da qual a preparagcdao de OMV é derivada. Alternativamente, o
promotor de um gene pode ser permutado para um promotor mais
forte na estirpe de Neisseria a partir da qual a preparacao de
OMV ¢é derivada. Essas técnicas sao descritas no documento
WO001/09350. A regulacdo positiva de uma proteina conduzird a um
nivel superior da ©proteina dque estd presente em OMV em
comparacao com o nivel da proteina presente em derivados de OMV
a partir de N. meningitidis nao modificada (por exemplo, a
estirpe H44/76). De um modo preferido, o nivel sera 1,5, 2, 3,

4, 5, 7, 10 ou 20 vezes superior.

Quando se pretende gque o LPS seja um antigénio adicional no
OMV, pode ser utilizado, de um modo preferido, um protocolo
utilizando uma concentracao baixa de detergente de extraccao
(por exemplo, desoxicolato ou DOC) na preparacao do método de
OMV de modo a preservar niveis elevados de LPS ligado, enguanto
se remove o LPS particularmente téxico, fracamente ligado. A
concentracdao de DOC utilizado &, de um modo preferido,
0-0,5% DOC, 0,02-0,4% DOC, 0,04-0,3% de DOC, de um modo mais
preferido, 0,06%-0,2% DOC ou 0,08-0,15% de DOC, de um modo ainda

mais preferido, em redor de, ou exactamente, 0,1% DOC.

“Sequéncia de promotor mais forte” refere-se a um elemento
de controlo regulador que aumenta a transcrigdo para um gene gue
codifica o antigénio de interesse. “Regulacao positiva da
expressao” refere-se a qualguer meio para aumentar a expressao
de um antigénio de interesse, em relacdo a da vesicula néo
modificada (i. e., gue ocorre naturalmente). Entende-se que a
quantidade de “regulacao positiva” 1ird variar dependendo do
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antigénio particular de interesse, mas ndo excederda uma
quantidade que 1ird romper a integridade da membrana da vesicula.
A regulagdo positiva de um antigénio refere-se a expressdo que
¢, pelo menos, 10% mais elevada do que a da vesicula nao
modificada. De um modo preferido, ¢é, pelo menos, 50% superior.
De um modo mais preferido ¢é, pelo menos, 100% (2 wvezes)
superior. De um modo muito preferido é 3, 4, 5, 7, 10, 20 vezes
superior. Alternativa ou adicionalmente, regular positivamente a
expressao pode referir-se a tornar a expressao nao condicional
nas alteragdes metabdlicas ou nutricionais, particularmente no
caso de TbpA, TbpB, LbpA e LbpB. De um modo preferido, o nivel
de expressao € avaliado quando as vesiculas foram derivadas de
bactérias cultivadas em condigbes de ferro limitado (por

exemplo, na presenca de um quelante de ferro).

Novamente, para o objectivo de clareza, o0s termos “modificar
uma estirpe bacteriana para produzir menos do referido
antigénio” ou regulagdao negativa refere-se a dquaisguer meios
para reduzir a expressao de um antigénio (ou a expressao de um
produto genético funcional) de interesse, em relagdao a nao
modificada (i. e., vesicula que ocorre naturalmente), de um modo
preferido, por delecdo, de modo a que a expressao seja, pelo
menos, 10% inferior aquela da vesicula ndo modificada. De um
modo preferido, ¢, pelo menos, 50% inferior e, de um modo ainda
mais preferido, completamente ausente. Se a proteina regulada
negativamente for uma enzima ou uma proteina funcional, a
regulacao negativa pode ser conseguida através da introdugado de
uma ou mais mutacgdes resultando numa redugao de 10%, 20%, 50%,
80% ou, de um modo preferido, 100% na actividade enzimdtica ou

funcional.

48



Os passos de modificacdo necessarios para modular a
expressao de proteinas de Neisseria podem ser realizados numa
variedade de formas conhecidas pelo especialista na técnica. Por
exemplo, podem ser inseridas sequéncias (e. g., promotores ou
grelhas de leitura aberta) e podem ser interrompidos
promotores/genes através da técnica de insercdao de transposdes.
Por exemplo, para regular positivamente a expressao de um gene,
pode ser inserido um promotor forte através de um transposao até
2 kb a montante do cdédao de iniciacdao do gene (de um modo mais
preferido, 200-600 pb a montante, de um modo ainda mais
preferido, aproximadamente 400 pb a montante). Também pode ser
utilizada mutacdao ou delecdo pontual (particularmente para a

regulacdo negativa da expressao de um gene).

Esses métodos, todavia, podem ser Dbastante instdveis ou
incertos e, deste modo, ¢é preferido que o passo de modificacéao
seja realizado através de um evento de recombinagao homdloga. De

um modo preferido, o evento ocorre entre uma sequéncia (uma

regido recombinogénica) de, pelo menos, 30 nucledétidos no
cromossoma bacteriano e uma sequéncia (uma segunda regiao
recombinogénica) de, pelo menos, 30 nucledétidos num vector

transformado na estirpe. De um modo preferido, as regides tém

40-1000 nucledtidos, de um modo mais preferido,
100-800 nucledtidos, de um modo ainda mais preferido,
500 nucledtidos). Estas regides recombinogénicas devem ser

suficientemente semelhantes as gque sdo capazes de hibridar uma

com a outra em condic¢des altamente restringentes.

Os métodos utilizados para realizar 0s eventos de
modificacdo genética aqui descritos (tais como a regulacgéao
positiva ou regulacdo negativa de genes por eventos de
recombinacao e a introdugcdao de outras sequéncias de genes num
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genoma de Neisseria) sao descritos no documento W001/09350. Os
promotores tipicos fortes preferidos que podem ser integrados em
Neisseria sdo porA, porB, 1gtF, Opa, pll0, 1st, e hpulAB. Sao
preferidos PorA e PorB como promotores constitutivos, fortes.
Foi estabelecido gque a actividade do promotor PorB estd contida
num fragmento que corresponde aos nucledétidos -1 a -250 a

montante do cdédado de iniciacdo de porB.

Regulacao positiva da expressao de antigénios por cultura em

meios de limitag¢do de ferro

A regulacado positiva de alguns antigénios numa preparacao da
vesicula da membrana externa da invencao ¢&, de um modo
preferido, alcancgada isolando vesiculas da membrana externa de
uma estirpe parental de Neisseria cultivada em condigdes de
limitagcdo de ferro. Uma baixa concentragdo de ferro no meio ira
resultar no aumento da expressao de proteinas envolvidas na
aquisicao de ferro incluindo TbpA, TbpB, LbpZ, LbpB, HpuA, HpuB
e P2086. A expressao destas proteinas €, por 1sso, regulada
positivamente sem a necessidade de modificar de forma
recombinante os genes envolvidos, por exemplo, inserindo um
promotor mais forte ou inserindo uma cépia adicional do gene. A
invencao também iria compreender a regulacao positiva de
proteinas de aquisicdo de ferro através de cultura em meio sem
limitagdo de ferro em que o gene também foi modificado de forma

recombinante.

A limitacgdo de ferro é alcancada pela adicao de um quelante
de ferro ao meio de cultura. Quelantes de ferro adequados
incluem 2,2-Dipiridil, EDDHA (acido etilenodiamina-di (o-
hidroxifenilacético) e Desferal (mesilato de deferoxamina,
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Sigma). Desferal é o quelante de ferro preferido e é adicionado
ao meio de cultura a uma concentracdo entre 10 e 100 uM, de um
modo preferido, 25-75 uM, de um modo mais preferido, 50-70 uM,
de um modo ainda mais preferido, a 60 uM. O teor em ferro do
meio vem principalmente dos <constituintes de extracto de
levedura e peptona de soja e a guantidade presente pode variar
entre lotes. Por 1isso, diferentes concentracgdes de Desferal
podem ser o6timas para alcancar a regulacao positiva de proteinas
de aquisicdo de ferro em diferentes lotes do meio. O
especialista na técnica pode facilmente ser capaz de determinar
a concentracdo o6ptima. Em termos Dbdsicos, pode ser adicionado
quelante de ferro suficiente ao meio para regular positivamente
a expressado da proteina regulada por ferro desejada, mas nao o

suficiente para afectar adversamente a cultura das bactérias.

De um modo preferido, a regulacao positiva das proteinas de
aquisicado de ferro através de cultura em condigdes limitadas em
ferro ¢é combinada com a regulacao positiva recombinante de
outros antigénios de modo a que a vesicula da membrana externa

da invencao seja alcancada.

Regulagdo Negativa/Remocdo de Antigénios Imunodominantes

Varidveis e nado protectores

Muitos antigénios de superficie sdo varidveis entre estirpes
bacterianas e como uma consequéncia sao protectores apenas
contra um conjunto limitado de estripes intimamente
relacionadas. Sao aqui divulgadas vesiculas da membrana externa
da invencdo em gue a expressaoc de outras proteinas ¢é reduzida,
ou, de um modo preferido, sdao eliminados o(s) gene(s) gue
codificam as proteinas de superficie varidveis. Esses resultados
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de delecdo resultam numa estirpe bacteriana que produz vesiculas
que, guando administradas numa vacina, possuem um potencial mais
forte para reactividade cruzada contra varias estirpes devido a
uma influéncia mais elevada exercida por proteinas conservadas
(retidas nas membranas externas) no sistema de vacina
imunitdrio. Exemplos desses antigénios varidveis em Neisseria
que podem ser regulados negativamente nas composicdes

imunogénicas de vesicula da invencao incluem PorA, PorB, Opa.

Outros tipos de gene que podem ser regulados negativamente
ou desligados sao genes que, 1in vivo, podem facilmente ser
desligados em (expressos) ou desligados pela Dbactéria. As
proteinas da membrana externa codificadas por esses genes nao
estao sempre presentes nas bactérias, a presenca dessas
proteinas nas ©preparacdes das vesiculas podem também ser
prejudiciais para a eficdcia da vacina para as razdes referidas
acima. Um exemplo preferido para regular negativamente ou
remover €& a proteina Opc de Neisseria. A imunidade anti-Opc
induzida por uma Opc contendo vacina de vesicula iria apenas
possuir capacidade protectora limitada como o) organismo

infectante pode facilmente tornar-se Opc .

Por exemplo, estes genes varidaveis ou ndo protectores podem
ser regulados negativamente na expressao ou desligados
terminalmente. Isto possuili a vantagem de concentrar o sistema
imunitdrio em antigénios melhores que estdo presentes em
quantidades inferiores na superficie exterior das vesiculas. Por
regulacao negativa também se entende que as ansas
imunodominantes varidveis expostas a superficie das proteinas
acima descritas da membrana externa podem ser alteradas ou
eliminadas de modo a tonar a proteina da membrana externa
resultante menos imunodominante.
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Métodos para a regulacdao negativa da expressdo séao
divulgados no documento WO001/09350. Combinac¢des preferidas de
proteinas para serem regulados negativamente nas composigdes
imunogénicas de vesiculas da invencao incluem PorA e OplA; PorA e

OpC; OpA e OpC; PorA e OpA e OpC.

Sao conhecidos quatro genes Opa diferentes por existirem no
genoma meningocdcico (Aho et al., 1991 Mol. Microbiol.
5:1429-37), deste modo, guando se refere que a Opa é regulada
negativamente na expressao entende-se que, de um modo preferido,
1, 2, 3 ou (de um modo preferido) todos o0s 4 genes presentes em
meningococos sdo assim regulados negativamente. Essa regulacgao
positiva pode ser realizada geneticamente como descrito no
documento WO 01/09350 ou por pesquisa de estirpes de
meningococos estdveis, naturais, rapidamente encontradas, gque
nao possuem expressao ou baixa expressao a partir dos loci de
Opa. Essas estirpes podem ser encontradas utilizando a técnica
descrita em Poolman et al., (1985 J. Med. Micro. 19:203-209) em
que as células que sao Opa possuem um fendétipo diferente do das
células que expressam Opa que pode ser observado vendo o aspecto
das células nas placas ou sob um microscdpio. Uma vez
encontrada, a estirpe pode ser apresentada como sendo realizada
de forma estdavel Opa realizando uma transferéncia de Western nos
conteudos de células ap6s uma fermentacao corrida para

estabelecer a falta de Opa.

Quando a regulagdo positiva de alguns antigénios na vesicula
da membrana externa € alcangcada por cultura em condigdes de
limitagdo de ferro, a proteina FrpB varidvel (Microbiology 142;
3269-3274, (1996); J. Bacteriol. 181; 2895-2901 (1999)) ira
também ser regulada positivamente. A requerente verificou que é
vantajoso regular negativamente a expressdao de FrpB nestas
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circunstéancias por regulacdo negativa da expressao da proteina
inteira como descrito no documento WO01/09350 ou eliminando a(s)
regido(6es) varidvel(eis) de FrpB. Isto 1ra assegurar que a
resposta imunitdria estimulada pela composicdo imunogénica é
dirigida a antigénios que estdao presentes numa vasta gama de
estirpes. A reqgulacgcdao negativa de FrpB é, de um modo preferido,
combinada com a regulacado negativa de PorA e OpA; PorA e 0OpC;
OpA e OpC; PorA e OpA e OpC nas composicdes imunogénicas de

vesicula da invencéao.

Numa forma de realizacdo alternativa da invencao, a FrpB é
regulada negativamente em vesiculas da membrana externa que
foram preparadas a partir de estirpes de Neisseria nao

cultivadas em condigbes de limitacdo de ferro.

Desintoxicagado de LPS

As vesiculas nas composigdes imunogénicas da invencédo podem
ser destoxificadas através dos métodos para a desintoxicacao de
LPS que sédo divulgados no documento W001/09350. Em particular,
os métodos para a desintoxicacdo de LPS da invencao envolvem a
regulagdo positiva/delegdo de enzimas htrB e/ou msbB gque sao
divulgadas no documento WO001/09350. Os genes msbB e htrB de
Neisseria séao também denominados lpxLl e lpxL2, respectivamente
(documento WO 00/26384) e mutacdes de delecdao destes genes sao
caracterizados fenotipicamente pelo mutante LOS msbB- perdendo
uma cadeia acilo secunddria, e o mutante LOS htrB- perdendo
ambas as cadeias acilo secundédrias. Os documentos W093/14155 e
WO 95/03327 descrevem equivalentes de péptido funcionais néo
tdéxicos de polimicina B que podem ser utilizados em composicgdes
da invencao.
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Esses métodos sao, de um modo preferido, combinados com
métodos de extraccao de vesiculas envolvendo niveis baixos de
DOC, de um modo preferido, 0-0,3% DOC, de um modo mais
preferido, 0,05%-0,2% DOC, de um modo ainda mais preferido,

cerca de, ou exactamente, 0,1% de DOC.

Outros métodos de desintoxicacido de LPS incluem adicionar as
preparacgdes de vesiculas um péptido nao tipico funcional
equivalente de polimixina B (de um modo preferido, SAEP 2) como

descrito acima.

Polissacdridos de reaccdo cruzada

0O isolamento de vesiculas de membrana externa bacteriana de
bactérias Gram-negativas encapsuladas resulta, frequentemente,
na co-purificacdo de polissacarido capsular. Em alguns casos,
este material “contaminante” pode demonstrar ser Util uma vez
que o0 polissacadrido pode aumentar a resposta imunitaria
conferida pelos outros componentes de vesiculas. Noutros casos
todavia, a presenca de material polissacdrido contaminante, em
preparacdes de vesiculas Dbacterianas, pode demonstrar ser
prejudicial para a wutilizacdo das vesiculas numa vacina. Por
exemplo, foi demonstrado, pelo menos no caso de N. meningitidis,
que o ©polissacarido capsular do serogrupo B ndo confere
imunidade ©protectora e ¢é susceptivel de induzir uma auto-
resposta adversa imunitdria em humanos. Consequentemente, as
vesiculas da membrana externa da invencao podem ser isoladas a
partir de uma estirpe bacteriana para a producgao de vesiculas,
que foi modificada de modo a gque sejam isentos de polissacarido
capsular. As vesiculas serdo, entdo, adequadas para utilizacao
em humanos. Um exemplo particularmente preferido dessa
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preparacao de vesiculas é de um serogrupo B de N. meningitidis

desprovido de polissacarido capsular.

Isto pode ser conseguido utilizando a producgdao de estirpes
de wvesiculas modificadas em gue 0s genes necessarios para a
biossintese capsular e/ou exportar foram debilitados. A
inactivacdao do gene que codifica a biossintese capsular do
polissacarido, ou exportacdo, pode ser conseguida por mutacao
(mutacao, delecdo ou 1insercao pontual) seja a regido de
controlo, a regido codificante ou ambas (de um modo preferido
utilizando as técnicas de recombinacdo homdéloga descritas
acima), ou através de quaisquer outros modos de diminuicao da
funcdo enzimdtica desses genes. Além disso, a i1nactivacdo de
genes da biossintese capsular pode também ser conseguida através
a sobre-expressdo anti-sentido ou mutagénese de transposado. Um
método preferido é a delecao de algum, ou de todos, 0s genes cps
de Neisseria meningitidis necessarios para a biossintese e
exportacdo de polissacdrido. Para este objectivo, o plasmideo de
substituigdao pMF121 (descrito em Frosh et al., 1990, Mol.
Microbiol. 4:1215-1218) pode ser utilizado para distribuir uma

mutacdo que elimina o grupo de genes cpsCAD (+ galk).

A seguranca dos anticorpos criados para LPS L3 ou L2 foi
questionada, devido a presenca de uma estrutura semelhante ao
grupo de oligossacéadrido de lacto-N-neotetraose (Galfl-4GlcNAcBl-
3GalPBl-4GlcRl-) presente em glicosfingolipidos humanos. Mesmo se
um grande numero de pessoas tiver sido vacinada com segurancga
com vacinas de vesiculas extraidas com desoxicolato contendo uma
quantidade residual de L3 LPS (G. Bjune et al., Lancet (1991),
338, 1093-1096; GVG. Sierra et al., NIPH ann (1991), 14,
195-210), a delecdo da parte terminal do LOS sacaridico ¢
vantajosa na prevencao de qualquer reacgao cruzada com
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estruturas presentes na superficie de tecidos humanos. Numa
forma de realizacdo preferida, a i1nactivacdo do gene I1gtB
resulta numa estrutura de LPS intermedidria, em que os residuos
de galactose terminal e o 4&cido sidlico estdao ausentes (a
mutagao deixa uma estrutura 4GlcNAcfl-3Galfl-4GlcBl- em L2 e L3
LOS). Esses intermedidrios podem ser obtidos numa estirpe L3 e
uma estirpe L2 LPS. Uma versao alternativa e menos preferida
(curta) da LPS pode ser obtida desligando o gene IgtE. Uma outra
versao alternativa e menos preferida do LPS pode ser obtida
desligando o gene 1gtA. Se for seleccionada uma mutacdao de 1gtA
é preferido que também desligue a expressao de 1gtC para

prevenir o imunotipo ndo imunogénico L1 a ser formado.

Os mutantes LgtB sdo mais preferidos a medida que a
requerente verificou que esta é a truncagem dptima para resolver
o item da seguranca engquanto ainda retém um epitopo de
oligossacarido protector de LPS gque pode ainda induzir uma

resposta de anticorpo bactericida.

Deste modo, as composicdes imunogénicas da invencéao
compreendendo preparagdes de L2 ou L3 (sejam purificadas ou em
vesiculas isoladas) ou preparacdes de vesiculas meningocdcicas
em geral, sao vantajosamente derivadas a partir de uma estirpe
de Neisseria (de um modo preferido, meningocédcica) que foi
geneticamente modificada para regular negativamente
permanentemente a expressao do produto de gene funcional a
partir do gene 1gtB, IgtA ou 1lgtE, de um modo preferido
desligando o gene, de um modo ainda mais preferido, eliminado a
totalidade ou parte do promotor e/ou a grelha de leitura aberta

do gene.
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Quando as composicgdes imunogénicas acima da invencdo sao
derivadas de uma estirpe de meningococos B, ¢é ainda preferido
que o polissacarido capsular (que também contém estruturas de
sacdrido de tipo humano) seja também removido. Embora muitos
genes possam ser desligados para alcancar este objectivo, a
requerente demonstrou, vantajosamente, dque ¢é preferido que a
estirpe de producdo de vesiculas tenha sido geneticamente
modificada para regular negativamente de forma permanente a
expressadao do produto do gene funcional a partir do gene siaD
(i. e., regulando negativamente a actividade de
o—-2-8 polisialiltransferase), de um modo preferido, desligando o
gene, de um modo ainda mais preferido, eliminando a totalidade
ou parte do promotor e/ou da grelha de leitura aberta do gene.
Essa inactivacdo é descrita no documento WO 01/09350. A referida
mutacdo siaD (também conhecida como synD) é a mais vantajosa de
muitas mutacgdes que podem resultar na remogao do epitopo
semelhante ao humano a partir do polissacdarido capsular, porgue
¢ uma das UuUnicas mutacgdes que nao possui efeito na biossintese
dos epitopos protectores de LOS, sendo assim wvantajosos num
processo que tem como objectivo utilizar em ultimo caso LOS como
um antigénio protector e tem um efeito minimo no crescimento da
bactéria. Um aspecto preferido da invencao ¢é, deste modo, uma
preparagao 1imunogénica de vesicula como descrito acima que é
derivada de um 1lgtE siaD, um 1lgtA  siaD ou, de um modo
preferido, uma estripe 1lgtB siaD de meningococos B. A prdpria

estirpe é um outro aspecto da invencao.

Embora a mutacdao siaD seja preferivel pelas razdes acima
descritas, podem ser utilizadas outras mutagdes que desligam a
sintese capsular do polissacdarido de meningococos B. Assim, a
estripe de produgao de vesiculas pode ser modificada
geneticamente para regular negativamente, de uma forma
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permanente a expressao do produto do gene funcional de um ou
mais dos seguintes genes: genes ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, synaA
(equivalente a synX e sialA), synB (equivalente a siaB) ou synC
(equivalente a siaC), de um modo preferido, desligando o gene,
de um modo ainda mais preferido, eliminado a totalidade ou parte
do promotor e/ou grelha de leitura aberta do gene. A mutacéo
1gtE pode ser combinada com uma ou mais destas mutagdes. De um
modo preferido, a mutacdo 1lgtB €& combinada com uma ou mais
dessas mutacgdes. Um outro aspecto da invencdo é deste modo uma
preparagao imunogénico de vesiculas como acima descrito que é

derivado de uma tal estirpe mutante combinada de meningococos B.

Um locus de Neisseria contendo varios genes 1gt, incluindo
1lgtB e 1gtE, e a sua sequéncia sao conhecidos na técnica (ver M.
P. Jennings et al., Microbiology 1999, 145, 3013-3021 e as
referéncias ai citadas, e J. Exp. Med. 180: 2181-2190 [1994]).

Quando ¢é wutilizado LOS de comprimento total (ndo-truncado)
no produto final, ¢é desejavel que LOS ndo seja sialilado (como
tal, LOS cria uma resposta imunitdria contra as estirpes mais
perigosas, 1invasivas de meningococos B gque sao também néo
sialilados). Nesse caso a utilizacdo de uma estirpe de céapsula
negativa que possui um gene synA eliminado (equivalente a synX e
siad), synB (equivalente a siaB) ou synC (equivalente a siaC) é
vantajosa, como tal uma mutacgdao também torna menB LOS incapaz de

ser sialilada.

Nas preparacdes de vesiculas, particularmente nas
preparagdes extraidas com baixas concentracdes de DOC de LPS
podem ser utilizadas como um antigénio na composicao imunogénica
da invengao. E por isso vantajoso regular
negativamente/eliminar/inactivar a funcdo enzimatica de 1gtE,
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IgtA (particularmente em combinagao com 1lgtC) ou, de um modo
preferido, genes 1lgtB/produtos de genes de modo a remover
estruturas lacto-N-neotetraose de tipo humano. O 1locus de
Neisseria (e suas sequéncias) compreendendo o0s genes 1lgt para a
biossintese de estrutura de oligossacarido de LPS €& conhecido na
técnica (Jennings et al., Microbiology 1999 145; 3013-3021 e as
referéncias ai citadas, e J. Exp. Med. 180:2181-2190 [1994]). A
regulacdo positiva/delecéo de 1gtB (ou produto do gene
funcional) é preferida uma vez que deixa o epitopo protector de

LPS intacto.

Nas preparacgdes de vesicula de N. meningitidis serogrupo B
da invencdo, a regulacdo positiva/delecdo de ambos siaD e 1lgtB é
preferida, (embora uma combinacdo de 1gtB com qualgquer um de
ctrA, ctrB, ctrC, ctrD, synA (equivalente a synX e sialdA’),
synB  (equivalente a siaB ) ou synC (equivalente a siaC) numa
estirpe de producdo de vesicula de meningococos B podem também
ser utilizada) conduzindo a uma preparacao de vesiculas com

seguranca o6tima e retencao de epitopo protector de LPS.

Um outro aspecto da invencdo ¢, deste modo, uma preparacao
imunogénica de vesicula como descrito acima que é derivada dessa

estirpe mutante combinada de meningococos B.

As composicdes imunogénicas da invencdo podem compreender
pelo menos, um, dois, trés, qguatro ou cinco preparacdes de
vesicula da membrana externa diferentes. Quando sao incluidas
duas ou mais preparacgdes de OMV, pelo menos um antigénio da
invencdo é regulado positivamente em cada OMV. Essas preparacdes
de OMV podem ser derivadas de estirpes de Neisseria da mesma
espécie e serogrupo ou, de um modo preferido, de estirpes de
Neisseria de diferente classe, serogrupo, sorotipo, subsorotipo
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ou imunotipo. Por exemplo, uma composicdo imunogénica pode
compreender uma ou mais preparacdes de vesiculas da(s)
membrana(s) externa(s) que contém LPS de imunotipo L2 e uma ou
mais preparacgdes da vesicula da membrana externa que contém LPS
de imunotipo L3. As preparacgdes de L2 ou L3 de OMV sao, de um
modo preferido, derivados de uma estirpe estdvel que possuil
variabilidade de fase minima no 1locus do gene da sintese de

oligossacarido de LPS.

Vesiculas de membrana externa combinadas com composicdes de

subunidade

As composigdes imunogénicas da invencgado podem também
compreender uma composicdo de subunidades e uma vesicula da
membrana externa. Existem varios antigénios que sao
particularmente adequados para inclusdao numa composicao de
subunidades devido a sua solubilidade. Exemplos dessas proteinas
incluem; FhaB, NspA, dominio de passagem de Hsf, dominio de
passagem de Hap, dominio de passagem de AspA, AspA, OMP85, TbpR,
LbpB, PilQ. A preparagao da vesicula da membrana externa deve
possuir, pelo menos, um antigénio diferente seleccionado da
seguinte lista que foi regulada ©positivamente de forma
recombinante na vesicula da membrana externa: NspA, Hsf, Hap,
OMP85, TbpA (elevado), TbpA (baixo), LbpA, TbpB, LbpB, Nada,
TspA, TspB, PilC, PilQ, TdfH, PorB, HpuB, P2086, NM-ADPRT, MafA,
MafB e PldA; e compreendem um ou ambos de LPS imunotipo L2 e LPS

imunotipo L3.
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Composic¢des imunogénicas especificas

Nas combinacgdes especificas listadas a seguir, em gque as
combinacdes de antigénios estdo presentes numa vesicula, essas
combinacgdes de antigénios devem ser reguladas positivamente como

descrito acima.

Uma forma de realizacao da invencado compreende uma proteina
de autotransporte e uma proteina de aquisicao de ferro, que séao
Hsf e TbpA (elevado) e/ou TbpA (baixo). Essas composicdes
imunogénicas podem, de um  modo ainda mais preferido,
compreender, pelo menos, um de OMP 85, LbpZA, LbpB, Lipo28, Sibp,
NMB0964, NMB0293, TsphA, NadA, TspB, PilQ, FhaC, NspZA, Plda,
HimD, HisD, GNA1870, OspA, HlpZA, FhaB, PilC, Omp26, NMB0315,
NMB0995, NMB1119, TdfH, PorB, HpuB, P2086, NM-ADPRT, VapD e Hap.
Todas as composicdes imunogénicas acima compreendem ainda LPS,

imunotipo L3.

Uma outra forma de realizacdo da invencgao compreende Hsf e
um outro antigénio seleccionado de TbpA e Lipo28. A composicao
imunogénica acima compreende ainda LPS, imunotipo L3. Outras
combinac¢des divulgadas compreendem Hsf e OMP85 (opcionalmente
com Hap, ou LbpB); Hsf e Hap (opcionalmente com LbpB ou OMP85);
Hsf e FrpA (opcionalmente com um ou mais de Hap, LbpB ou OMP85);
Hsf e LbpB (opcionalmente com uma ou mais de Hap, OMP85 ou
FrpA). Na medida em que Hsf ¢é uma adesina e uma proteina de
autotransporte, uma combinacao particularmente preferida
compreende Hsf, OMP85, TbpA, LPS imunotipo L3, de um modo
preferido, numa preparagao de vesicula multivalente, gque possui
membros de todos os cinco grupos de antigénios representados. De
um modo preferido, estdao presentes TbpA (baixo) e Tbpk
(elevado) .
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Ainda outra composicao imunogénica divulgada compreende FhaB
e, pelo menos, um outro antigénio seleccionado do grupo
consistindo em NM-ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, TbpB, HpuA, HpuB,
P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0293, TdfH, PorB, P1ldA, Hap,
IgAh protease, AsphA, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspkA, HIlpA,
OMP85, NspA, PilC, Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB1119, NadA, P1ldA,
TbpZA, Hsf, TspA e TspB, e qualguer um ou ambos os LPS imunotipo
L2 e LPS imunotipo L3. Combinacgdes preferidas compreendem FhaB e
Hsf (opcionalmente com um ou mais de OMP85, LbpB, Hap ou FrpA);
FhaB e OMP85 (opcionalmente com uma ou mais de LbpB, Hap ou
FrpA); FhaB e LbpB (opcionalmente com um ou mais de Hap ou
FrpA); FhaB e Hap (opcionalmente com FrpA). Uma combinacéo
preferida compreende FhaB, LbpB, Hsf (como um OMP) e FrpA gue
possui membros de todos 0s cinco grupos de antigénio

representados.

Uma outra composig¢do imunogénica divulgada compreende NspA
e, pelo menos, um outro antigénio seleccionado do grupo
consistindo em FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpB, LbpZA, TbpB,
TbpZA, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0293, Hap,
OMP85, PilQ, AsphA, IgA protease, NadA, PldA, Hsf, Hap, TspA,
TspB, TdfH, PorB, e qualguer um ou ambos os LPS imunotipo L2 e
LPS imunotipo L3. Combinag¢des preferidas compreendem NspA e Hsf
(opcionalmente com um ou mais de OMP85, Hap, LbpA ou TbpA); NspA
e OMP85 (opcionalmente com um ou mais de Hap, LbpA ou Tbpd);
NspZA e Hap (opcionalmente com um ou mais de LbpA ou TbpA); NspA
e LbpA (opcionalmente com TbpA). Uma combinacdo particularmente
preferida compreende NspZA, Hsf, TbpA, LPS imunotipo L2 e/ou L3,
de um modo preferido, numa preparacgao de vesicula multivalente,
gque possui membros de todos o0s cinco grupos de antigénios
representados. De um modo preferido, estdao presentes Tbpa
(baixo) e TbpA (elevado).
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As composig¢des imunogénicas com combinagdes individualizadas
de antigénios divulgadas no documento WO 00/25811 nédo séo
reivindicadas nesta invencao. De um modo preferido, as
composicdes 1munogénicas ou vacinas nao estdao cobertas pela
presente invencado se possuirem um teor antigénio que consiste
apenas na proteina de ligacado de transferrina e NspA (ou no caso
de uma vacina de vesiculas, possuirem um teor de antigénio
regulado positivamente ou enriquecido que consiste apenas na
proteina de ligacgdo a transferrina e Nspld), todavia, podem estar
incluidas combinagdes especificas de antigénios (ou antigénios
regulados positivamente) consistindo em, ou incluindo, NspA
assim como ambos TbpA (elevado) e TbpA (baixo). Opcionalmente,
composigdes ou vacinas compreendendo uma combinacgdo (subunidade)
ou regulagao positiva (vesicula) de proteina de ligagdo a

transferrina e NspA ndo sao reivindicados.

Outra composicdo 1imunogénica da invencdao compreende NadA,

TbpA, ou Lipo28 e LPS imunotipo L3.

Uma outra composicgdo imunogénica da invencao compreende TbpA
(baixo), NadA ou Hsf, e LPS imunotipo L3. Outras combinacdes
divulgadas compreendem TbpZA (baixo) e Hsf e LbpA; TbpA (baixo) e
OMP85 (opcionalmente com qualquer um ou ambos LbpA e Hap); Tbpa
(baixo) e LbpA e Hap.

Uma outra composicgdo imunogénica da invencao compreende TbpA
(elevado) NadA, ou Hsf, e LPS imunotipo L3. Outras combinac¢des
divulgadas compreendem TbpZA (elevado) e Hsf e LbpA; TbpA
(elevado) e OMP85 (opcionalmente com gualquer um ou ambos de

LbpA e Hap); TbpA (elevado) e LbpA e Hap.
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Outra composicdo 1imunogénica divulgada compreende LbpA e,
pelo menos, um outro antigénio seleccionado do grupo consistindo
em NM-ADPRT, VapD, LbpR, TbpB, Hap, OMP85, NsphA, PilC, Omp26,
NMB0315, NMB0995, NMB1119, NadZA, PldA, TbpA, Hsf, TspA, TspB,
MafA, MafB, IgA protease, AsplA, FhaB, PilQ, HimD, HisD, GNA1870,
OspA, HlpA, TdfH, PorB e FhaB e qgqualquer um ou ambos de LPS
imunotipo L2 e LPS imunotipo L3. Combinacdes preferidas

compreendem LbpA e Hsf (opcionalmente com Hap).

Uma composicao imunogénica divulgada compreende LbpB e, pelo
menos, um outro antigénio seleccionado do grupo consistindo em
FrpA, FrpC, NM-ADPRT, VapD, LbpA, TbpB, Hap, OMP85, NspA, PilC,
Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB1119, NadA, PldA, TbpA, Hsf, TspA,
TspB, MafhA, MafB, IgA protease, AspA, FhaB, PilQ, HimD, HisD,
GNA1870, OspA, HlpA, TdfH, PorB e FhaB, e qualquer um ou ambos
de LPS imunotipo L2 e LPS imunotipo L3. Combinacgdes preferidas
compreendem LbpB e Hsf (opcionalmente com OMP85 ou Hap); LbpB e

OMP85 (opcionalmente com Hap); LbpB e Hap.

Uma composicdo imunogénica divulgada compreende OMP85 e,
pelo menos, um outro antigénio seleccionado do grupo consistindo
em NM-ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, TbpB, TbpA, HpuA, HpuB, P2086,
Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0293, Hap, IgA protease, AsphA, Hsf,
NspZA, PilC, Omp26, NMB0315, NMB0995, NMB1119, MafA, MafB, NadA,
Plda, Hsf, TsphA, TspB, PilQ, TdfH, PorB e FhaB, e qualquer um ou
ambos de LPS imunotipo L2 e LPS imunotipo L3. Combinacgdes
preferidas compreendem OMP85 e Hsf (opcionalmente com qualquer
um ou ambos de LbpA ou NsplA); OMP85 e LbpA (opciocnalmente com
qualguer um ou ambos de Hap e NsplA); OMP85 e Hap (opcionalmente

com NspA).
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Uma composicdo imunogénica divulgada compreende Hap e, pelo
menos, um outro antigénio seleccionado do grupo que consiste em
NM-ADPRT, VapD, LbpB, LbpA, TbpB, TbpA, HpuA, HpuB, P2086,
Lipo28, Sibp, NMB0964, NMB0293, PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA,
HlpZA, NspA, Igh protease, AsphA, OMP85, NsphA, PilC, Omp26,
NMB0315, NMB0995, NMB1119, MafA, MafB, NadA, PldA, Hsf, Tspi,
TspB, TdfH, PorB e FhaB, e qualgquer um ou ambos de LPS imunotipo

L2 e LPS imunotipo L3.

Uma divulgada composicao imunogénica compreende um ou ambos
os LPS imunotipo L2 e LPS imunotipo L3 e, pelo menos, um outro
antigénio seleccionadas do grupo consistindo em LbpB, LbpA,
ThpA, TbpB, HpuA, HpuB, P2086, Lipo28, Sibp, NMB0S964, NMB0293,
PilQ, HimD, HisD, GNA1870, OspA, HIlpA, TsphA, TspB, Hap, IgA
protease, AspA, NadA, FhaB, OMP85, NspA, PilC, Omp26, NMB0315,
NMB0995, NMB1119, MafA, MafB, PldA, Hsf, TspA, TspB, TdfH, PorB
e FhaB.

As combinacgdes preferidas de antigénios numa composicéo
imunogénica da divulgacao inclui combinacgdes compreendendo uma
proteina de aquisicado de ferro, uma proteina de autotransporte e
FhaB; uma proteina de aquisicdao de ferro, uma proteina de
autotransporte e PilC; uma proteina de aquisicdo de ferro, uma
proteina de autotransporte e NadA; uma proteina de aquisicao de
ferro, uma proteina de autotransporte e PilQ; uma proteina de
aquisicdo de ferro, uma proteina de autotransporte e Tspld; uma
proteina de aquisicado de ferro, uma proteina de autotransporte e
TspB; uma proteina de aquisicdao de ferro, uma proteina de
autotransporte e NspA; de um modo mais preferido, compreendendo
uma proteina de aquisicao de ferro, uma proteina de
autotransporte e Hap; uma proteina de aquisicgdo de ferro, uma
proteina de autotransporte e LbpB; uma proteina de aquisicao de
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ferro, uma proteina de autotransporte e OMP85 (D15). De um modo
ainda mais preferido, OMP85 (D15) deve ser incorporado como

parte de uma preparacao da vesicula da membrana externa.

As composicdes imunogénicas da invencao que contém LPS
possuirao, de um modo preferido, a LPS conjugada com uma fonte
de epitopos T-auxiliar, de um modo preferido, proteinas, e no
caso de LPS em OMV, de um modo preferido, proteinas da membrana
externa. Uma forma de realizacgdo particularmente preferida
contém LPS que foram (de um modo preferido, intra-vesiculas)
conjugadas a OMP in situ na preparacao da vesicula da membrana

externa (por exemplo, como descrito acima).

As composigdes imunogénicas da invencdo podem compreender
antigénios (proteinas, LPS e ©polissacaridos) derivados de
Neisseria meningitidis serogrupos A, B, C, Y, W-135 ou Neisseria

gonorrhoege.

De um modo preferido, as composicdes imunogénicas ou vacinas
da invengdo nado consistem em e/ou compreendem as combinacdes
particulares das SEQ ID listadas na tabela que se estende a
partir da pagina 3, 1linha 18 até a pdagina 52, 1linha 2 do
documento WO 00/71725 e/ou qualquer combinacao individual

descrita nos exemplos 1-11 do documento WO 00/71725.
De um modo preferido, quaisquer combinag¢des individualizadas

divulgadas no documento WO 01/52885 ndo sido reivindicadas nesta

invencao.
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Outras combinacgdes

A composig¢ao imunogénica da invengdo pode ainda compreender
polissacaridos capsulares Dbacterianos ou oligossacaridos. Os
polissacaridos capsulares ou oligossacaridos podem ser derivados
de um ou mais de: Neisseria meningitidis serogrupo A, C, Y, e/ou
W-135, Haemophilus influenzae b, Streptococcus pneumoniae,
Streptococci do Grupo A, Streptococci do Grupo B, Staphylococcus

aureus e Staphylococcus epidermidis.

Um outro aspecto da invencdo sdo combinagdes de vacina
compreendendo a composicdao antigénica da invencao com outros
antigénios que sao vantajosamente utilizados contra certos
estados de doenca incluindo aqueles associadas com virus ou

bactérias Gram positivas.

Numa combinacado preferida, as composicgdes antigénicas da
invencao sao formuladas com 1, 2, 3 ou, de um modo preferido,
todas as 4 dos seguintes polissacaridos capsulares ou
oligossacéaridos meningocdédcicos que podem ser simples ou
conjugados com um transportador de proteina: A, C, Y ou W-135.
De um modo preferido, as composig¢des imunogénicas da invencgao
sao formuladas com A e C; ou C; ou C e Y. Uma tal vacina
contendo proteinas de N. meningitidis, de um modo preferido,
serogrupo B pode ser vantajosamente utilizado como uma vacina

global de meningococos.

Numa outra forma de realizacao preferida, as composigdes
antigénicas da invencgao, de um modo preferido, formuladas com 1,
2, 3 ou todos os 4 dos polissacaridos capsulares simples ou
conjugados meningocdcicos ou oligossacaridos A, C, Y ou W-135
(como descrito acima), sdo formulados com um polissacarido
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capsular conjugado com H. influenzae b ou oligossacarido, e/ou
um ou mais polissacdridos capsulares ou oligossacdaridos simples
ou conjugados de pneumococos. Opcionalmente, a vacina pode
também compreender uma ou mais antigénios de proteinas que podem
proteger um hospedeiro contra infecgdao com Streptococcus
pneumoniae. Uma tal vacina pode ser utilizada wvantajosamente

como uma vacina global de meningite.

Ainda noutra forma de realizacao preferida, a composicéo
imunogénica da invencgao é formulada com polissacaridos
capsulares ou oligossacadridos derivados de um ou mais de
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae b, Streptococcus
pneumoniae, Streptococci do Grupo A, Streptococci do Grupo B,
Staphylococcus aureus ou Staphylococcus epidermidis. Os
antigénios de polissacarido capsular de pneumococos sdo, de um
modo preferido, seleccionados de sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B,
7, 8, 9N, 9v, 10A, 11a, 12¢, 14, 15B, 17Fr, 18C, 197, 19r, 20,
22F, 23F e 33F (de um modo ainda mais preferido, a partir dos
sorotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F). Uma outra
forma de realizacdo preferida pode conter os polissacaridos
capsulares PRP de Haemophilus influenzae. Uma outra forma de
realizacdo preferida iria conter os polissacdridos capsulares de
Tipo 5, Tipo 8 ou 336 de Staphylococcus aureus. Uma outra forma
de realizacdo preferida deveria —conter o©0s ©polissacéaridos
capsulares de Tipo I, Tipo II ou Tipo III de Staphylococcus
epidermidis. Uma outra forma de realizacadao preferida deveria
conter os polissacdridos capsulares de Tipo Ia, Tipo Ic, Tipo II
ou Tipo III do Grupo B de estreptococos. Uma outra forma de
realizacgdo preferida deveria conter os polissacédridos capsulares
de estreptococos do Grupo A, de um modo preferido, compreendendo
ainda, pelo menos, uma proteina M e, de um modo mais preferido,
multiplos tipos de proteina M.
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Esses polissacaridos capsulares podem ser nao conjugados ou
conjugados com uma proteina transportadora, tal como o toxoide
do tétano, fragmento C do toxoide do tétano, toxdide de
difteria, CRM197, pneumolisina, Proteina D
(documento US6342224) . 0O conjugado polissacdrido pode ser
preparado através de qualquer técnica de acoplamento conhecida.
Por exemplo, o polissacdrido pode ser acoplado através de um
ligante tioéter. Este método de conjugacdao baseia-se na
activacdo do polissacédrido com tetrafluoroborato de 1l-ciano-4-
dimetilamino piridinio (CDAP) para formar um éster de cianato. O
polissacarido activado pode ser assim acoplado directamente ou
através de um grupo espagador a um Jgrupo amino na proteina
transportadora. De um modo preferido, o éster de cianato &
acoplado com hexano diamina e o polissacdrido derivado de amino
¢ conjugado com a proteina transportadora utilizando a quimica
de heteroligacao envolvendo a formacao da ligagao tioéter. Esses
conjugados sado descritos no pedido PCT publicado W093/15760,

Uniformed Services University.

Os conjugados pode também ser preparados por métodos de
aminagao redutiva directa como descrito nos documentos
US 4365170 (Jennings) e US 4673574 (Anderson). Outros métodos
sao descritos nos documentos EP-0-161-188, EP-208375 e
EP-0-477508. Um outro método envolve a acoplagem de um
polissacarido activado com brometo de cianogénio derivado com
hidrazida de 4&cido adipico (ADH) ao transportador da proteina
por condensagao de carbodiimida (Chu C. et al., Infect.
Immunity, 1983 245 256). Quando sdo incluidos oligossacéaridos, é

preferido que eles estejam conjugados.

Antigénios de ©proteinas de pneumococos preferidos séao
aquelas proteinas de pneumococos que sdo expostas a superficie
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exterior dos pneumococos (capazes de serem reconhecidos pelo
sistema imunitdrio de um hospedeiro durante, pelo menos, parte
do ciclo de vida dos pneumococos) ou sao proteinas gue séo
segregadas ou libertadas pelos pneumococos. De um modo muito
preferido, a proteina é uma toxina, adesina, transduto de sinal
2—-componente, ou lipoproteina de Streptococcus pneumoniae ou
seus fragmentos. Proteinas particularmente preferidas incluem,
mas nao estao limitadas a: pneumolisina (de um modo preferido
destoxificadas por tratamento quimico ou mutacao) [Mitchell
et al., Nucleic Acids Res. 11 de Julho de 1990; 18(13): 4010
“Comparison of pneumolysin genes and proteins from Streptococcus
pneumoniae types 1 and 2.”, Mitchell et al., Biochim Biophys
Acta 23 de Janeiro de 1989; 1007 (l1): 67-72 *“Expression of the
pneumolysin gene 1in Escherichia coli: rapid purification and
biological properties.”, documentos WO 96/05859 (A. Cyanamid),
WO 90/06951 (Paton et al.,) WO 99/03884 (NAVA)]; PspA e suas
variantes de delecdao de transmembrana (documento US 5804193 -
Briles et al.,); PspC e suas variantes de delecao de
transmembrana (documento WO 97/09994 - Briles et al.,); PsalA e
suas variantes de delecdo de transmembrana (Berry & Paton,
Infect Immun Dezembro de 1996; 64 (12) :5255-62 “Sequence
heterogeneity of Psal, a 37-kilodalton putative adesine
essential for virulence of Streptococcus pneumoniae’”); porteinas
de ligacado a colina de pneumococos e suas variantes de delecéao
de transmembrana; CbpA e suas variantes de delecao de
transmembrana (documentos WO 97/41151; WO 99/51266) ;
Gliceraldeido-3-fosfato - desidrogenase (Infect Immun. 1996 64:
3544) ; HSP70 (documento WO 96/40928) ; PcpA (Sanchez-Beato
et al., FEMS Microbiol Lett 1998, 164:207-14); proteina tipo M,
(documento EP 0837130) e adesina 18627, (documento EP 0834568).
Outros antigénios de proteina de pneumococos preferidos séao
aqueles divulgados no documento WO 98/18931, particularmente
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aqueles seleccionados nos documentos WO 98/18930 e

PCT/US99/30390.

A composicdo imunogénica/vacina da invencdo pode também
compreender, opcionalmente, preparacdes de vesicula da membrana
externa produzidas a partir de outras bactérias Gram negativas,

por exemplo Moraxella catarrhalis ou Haemophilus influenzae.

Preparagdes de vesicula de Moraxella catarrhalis

As composigdes imunogénicas da invencdo podem compreender
ainda preparagdes de OMV derivados de Moraxella catarrhalis.
Preparacgdes modificadas de OMV podem ser derivadas de Moraxella
catarrhalis como descrito no documento WO001/09350. Um ou mais
dos seguintes genes (que codificam antigénios protectores) séao
preferidos para a regulacgdao ©positiva: OMP106 (documentos
WO 97/41731 & WO 96/34960), HasR (documento PCT/EP99/03824), PilQ
(documento PCT/EP99/03823), OMP85 (documento PCT/EP00/01468),
lipo06 (documento GB 9917977.2), 1lipol0 (documento
GB 9918208.1), lipoll (documento GB 9918302.2), lipol8
(documento GB 9918038.2), P6 (documento PCT/EP99/03038), ompCD,
CopB (Helminen ME, et al., (1993) Infect. Immun. 61:2003-2010),
D15 (documento PCT/EP99/03822), OmplAl (documento
PCT/EP99/06781), Hly3 (documento PCT/EP%99/03257), LbpA e LbpB
(documento WO 98/55606), TbpA e TbpB (documentos WO 97/13785 &
WO 97/32980), OmpE, UspAl e UsplA2 (documento WO 93/03761), e
Omp2l1. Eles sadao também preferidos como genes que podem ser

introduzidos heterologamente noutras bactérias Gram-negativas.

Um ou mais dos seguintes genes sao preferidos para regulacéo
positiva: CopB, OMP106, OmpRl, TbpA, TbpRB, LbpA e LbpRB.
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Um ou mais dos seguintes genes sao preferidos para regulacéo

positiva: htrB, msbB e 1lpxK.

Um ou mais dos seguintes genes sao preferidos para a

regulacao positiva: pmrA, pmrB, pmrE e pmrF.

Preparacdes de vesiculas de Haemophilus influenzae

As composigdes imunogénicas da invencdo podem compreender
ainda preparagcdes de OMV derivados de Haemophilus influenza.
Preparacgdes modificadas de OMV  podem ser derivadas de
Haemophilus influenzae como descrito no documento WO01/09350. Um
ou mais dos seguintes genes (que codificam antigénios
protectores) sdo preferidos para a regulacado positiva: D15
(documento WO 94/12641), P6 (documento EP 281673), ThpA
(documento WO096/40929; documento W095/13370), TbpB (documento
W096/40929; WO095/13370), P2, P5 (documento WO 94/26304), OMP26
(documento WO 97/01638), HMW1l, HMW2, HMW3, HMW4, Hia, Hsf, Hap,
Hin47, e Hif (todos os genes neste operao devem ser regulados
positivamente de modo a regular positivamente a pilina). Eles
sao também preferidos como genes que podem ser introduzidos

heterologamente noutras bactérias Gram-negativas.

Um ou mais dos seguintes genes sao preferidos para regulacéo
positiva: P2, P5, Hif, IgAl-protease, HgpA, HgpB, HMWl, HMWZ,
Hxu, htrB, msbB e lpxK.

Um ou mais dos seguintes genes sao preferidos para regulacéo

positiva: pmrZA, pmrB, pmrE e pmrF.

73



A composicao imunogénica/vacina da invengdo pode também
compreender, opcionalmente, antigénios que proporcionam
proteccdo contra uma ou mais infeccgdes de Difteria, tétano e
Bordetella pertussis. A componente de pertussis pode ser células
totais mortas de B. pertussis (Pw) ou pertussis acelular (Pa)
que contenha, pelo menos, um antigénio (de um modo preferido, 2
ou todos os 3) de PT, FHA e pertactina de 69 kDa. Tipicamente,
os antigénios que proporcionaram protecg¢cdo contra a Difteria e o
tétano podem ser o toxoide da Difteria e o toxoide do tétano. Os
toxbéides podem ser toxinas quimicamente inactivadas ou toxinas

inactivadas pela introducao de mutacgdes pontuais.

A composicdo 1imunogénica/vacina pode também compreender,
opcionalmente, um ou mais antigénios que podem proteger um
hospedeiro contra Haemophillus influenzae nao tipavel, RSV e/ou
um ou mais antigénios que podem proteger um hospedeiro contra o
virus influenza. Essa vacina pode ser vantajosamente utilizada

como uma vacina global para otite média.

Antigénios de ©proteina de H. influenzae nao tipaveis
preferidos incluem proteina Fimbrina (documento US 5766608) e
fusdes compreendendo péptidos destes (eg Fuséo LB1)
(documento US 5843464 - Ohio State Research Foundation), OMP26,

P6, proteina D, TbpA, TbpB, Hia, Hmwl, Hmw2, Hap e D15.

Antigénios de virus influenza preferidos incluem virus
totais, vivos ou inactivados, virus da gripe separados,
cultivados em ovos ou em células MDCK, ou células Vero ou
virossomas da gripe totais (como descrito por R. Gluck, Vaccine,
1992, 10, 915-920) ou suas proteinas purificadas ou
recombinantes, tais como as proteinas HA, NP, NA, ou M, ou suas

combinacgdes.
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Antigénios RSV preferidos (Virus do Sincicio Respiratdrio)
incluem a glicoproteina F, a glicoproteina G, a proteina HN, a

proteina M ou seus derivados.

As composigdes imunogénicas da invencdo podem incluir
proteinas de Moraxella catarrhalis incluindo TbpZA (documento
W097/13785; W099/52947); TbpB (documento W097/13785; W099/52947;
Mathers et al., FEMS Immunol Med Microbiol 1997 19; 231-236;
Myers et al., Infect Immun 1998 66; 4183-4192), LbpA, LbpB (Du
et al., Infect Immun 1998 66; 3656-3665), UspAl, UspA2 (Aebi
et al., Infect Immun. 1997 65; 4367-4377), OMP106 (documento
US6214981), receptor dependente de Ton-B (documento WO00/78968).
CopB (Sethi et al., Infect. Immun. 1997 65; 3666-3671), e
receptor HasR (documento WO0O00/78968); proteinas de Haemophilus
influenzae incluindo HMW (St Geme et al., Infect Immun 1998 66;
364-368), Hia (St Geme et al., J. Bacteriol. 2000 182;
6005-6013), Thpl (documento W096/40929; W095/13370), Thp2
(documento W096/40929; W095/13370; Gray-Owen et al., Infect
Immun 1995 63; 1201-1210), LbpA, LbpB (Schryvers et al.,
1989,29:121-130), HasR, receptor dependente de TonB- (Fleishmann
et al., Science 1995 269; 496-512), proteina de 1ligacdo a
hemoglobina, HhuA (Cope et al Infect Immun 2000 68; 4092-4101),
HgpZA (Maciver et al., Infect Immun 1996 64; 3703-3712), HgbAa,
HgbB e HgbC (Jin et al., Infect Immun 1996 64; 3134-3141), HxuA
(Cope et al., Mol Microbiol 1994 13; 863-873), HxuC (Cope
et al., Infect Immun 2001 69; 2353-2363); proteinas de Neisseria
meningitidis incluindo Tbpl, Tbp2, FbpA, FbpB, BfrA, BfrB
(Tettelin et al., Science 2000 287; 1809-1815), LbpA, LbpB e
HmbR.
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Formulacdes de Vacina

Uma forma de realizacao preferida da invencdo ¢ a formulacéo
da composicdao imunogénica da invencdo numa vacina que pode
também compreender um excipiente ou veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

O fabrico de preparacgdes de vesicula da membrana externa a
partir de qualgquer uma das estirpes acima mencionadas
modificadas pode ser conseguido através de qualquer um dos
métodos bem conhecidos do especialista na técnica. De um modo
preferido, sao utilizados os métodos divulgados nos documentos
EP 301992, US 5597572, EP 11243 ou US 4271147. De um modo muito
preferido, é utilizado o método descrito no documento

WO 01/09350.

A preparacao da vacina ¢é geralmente descrita em Vaccine
Design (“The subunit and adjuvant approach” (eds Powell M.F. &

Newman M.J.) (1995) Plenum Press, Nova Iorque).

As composicgdes antigénicas da presente invencdo podem ser
adjuvantadas na formulacdo de vacina da invencgao. Os adjuvantes
adequados incluem um sal de aluminio, tais como hidrdéxido de
aluminio gel (alum) ou fosfato de aluminio, mas podem também ser
um sal de cdlcio (particularmente carbonato de cdlcio), ferro ou
zinco, ou podem ser uma suspensao insoluvel de tirosina acilada,
ou acucares acilados, polissacaridos cationicamente ou

anionicamente derivados, ou polifosfazenos.

Os sistemas de adjuvante Thl adequados que podem ser
utilizados incluem, Monofosforil 1lipido A, particularmente
monofosforil 1lipido A 3-de-0O-acilado e uma combinagcdo de
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monofosforil lipido A, de um modo preferido, monofosforil lipido
A 3-de-0O-acilado (3D-MPL) em conjunto com um sal de aluminio (de
um modo preferido, fosfato de aluminio). Um sistema melhorado
envolve a combinacdao de uma monofosforil lipido A e um derivado
de saponina particularmente a combinacdo de QS21 e 3D-MPL como
divulgada no documento WO 94/00153, ou uma composicdo menos
reactogénica em que QS21 é apagado com colesterol como divulgado
no documento WO096/33739. Uma formulacao de adjuvante
particularmente potente envolvendo QS21 3D-MPL e tocoferol numa
emulsdao 6leo em agua € descrita no documento W095/17210 e € uma

formulacgao preferida.

A vacina pode compreender uma saponina, de um modo mais
preferido, QS21. Pode também compreender uma emulsdo 6leo em
dgua e tocoferol. CpG ndo metiladas contendo oligonucledtidos
(documento WO 96/02555) sao também indutores preferenciais de
uma resposta TH1 e sédo adequados para utilizacdo na presente

invencao.

A preparacao de vacina da presente invencao pode ser
utilizada para proteger ou tratar um mamifero susceptivel a
infeccado, através de uma administracdo da referida vacina
através de via sistémica ou mucosa. Estas administracgdes podem
incluir injeccgao através das vias intramuscular,
intraperitoneal, intradérmica ou subcutédnea; ou através da
administracéao a mucosas nos tractos oral/alimentar,
respiratério, genitourindrio. Deste modo, ¢é aqui divulgado um
método de imunizacdo de um hospedeiro humano contra uma doenca
causada pela infeccdo de uma bactéria gram-negativa, cujo método
compreende uma administracao ao hospedeiro de uma dose

imunoprotectora da preparacgao OMV da presente invencéao.
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A qguantidade de antigénio em cada dose de wvacina é
seleccionada numa quantidade que induz uma resposta
imunoprotectora sem efeitos colaterais adversos significativos
em vacinas tipicas. Esta quantidade ird variar dependendo de
quais imunogénicos especificos sdo empregues e como  Sao
apresentados. Geralmente, espera-se qgque cada dose compreenda
1-100 pg de proteina antigénio ou preparagao OMV, de um modo

preferido, 5-50 pg e, mais tipicamente, no intervalo de 5-25 ug.

Uma quantidade &éptima para uma vacina particular pode ser
certada por estudos convencionais envolvendo a observagao de
respostas imunitdrias apropriadas em individuos. Apds uma
vacinagcdo inicial, os individuos podem receber uma ou mais

imunizacdes de reforco adequadamente espacadas.

As vacinas da invencao sao, de um modo preferido,
imunoprotectora e nao-tdxicas e adequados para utilizacao

pedidtrica ou em adolescentes.

Por wutilizacdao ©pedidtrica entende-se a utilizacdédo em

criancgas com menos de 4 anos de idade.

Por imunoprotectora entende-se que o SBA e/ou modelo de
protecgcdao animal e/ou o ensaio de bloqueamento de adesdo acima

descrito sao satisfatoriamente conseguidos.
Por nao téxico entende-se que nao existe mais do que um

nivel satisfatério de actividade de endotoxina na vacina como

medido pelo bem conhecido LAL e ensaios de pirogenicidade.
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Polinucledtidos

“Polinucledtido” refere-se, geralmente, a qualquer
polirribonucledétido ou polidesoxribonucledétido, que podem ser
ARN ou ADN nao modificados ou ARN ou DNA modificados.
“Polinucledétidos” incluem, sem limitacdo, ADN de cadeia simples
e dupla, ADN que €& uma mistura de regides de cadeia simples e
dupla, ARN de cadeia simples e dupla, e ARN que é uma mistura de
regides de cadeia simples e dupla, moléculas hibridas
compreendendo ADN e ARN que podem ser de cadeia simples ou, mais
tipicamente, de cadeia dupla ou uma mistura de regides de cadeia
simples e dupla. Adicionalmente, “polinucledétido” refere-se a
regides de cadeia tripla compreendendo ARN ou ADN ou ambos ARN e
ADN. O termo polinucledtido também inclui ADN ou ARN contendo
uma ou mails bases modificadas e ADN ou ARN com estruturas
modificadas para estabilidade ou por outras razdes. As Dbases
“modificadas” incluem, por exemplo, bases tritiladas e bases néao
usuais como inosina. Foram feitas varias modificag¢des ao ADN e
ARN; deste modo, “polinucledtido” inclui formas de
polinucledétidos quimicamente, enzimaticamente ou metabolicamente
modificadas como tipicamente se encontram na natureza, assim

como as formas quimicas de ADN e ARN caracteristicas de virus e

células. “Polinucledtido” também inclui polinucledétidos
relativamente curtos, frequentemente referidos Ccomo
oligonucledétidos.

Outro aspecto da presente divulgagdo refere-se a uma
formulacao imunoldgica/vacina que compreende um  ou mais
polinucledtido(s). Estas técnicas sao conhecidas na técnica,

ver, por exemplo, Wolff et al., Science, (1990) 247: 1465-8.
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Estas vacinas compreendem um ou mais polinucledtido(s) que
codificam uma ©pluralidade de proteinas correspondentes a

combinag¢des de proteina da invengdo acima descritas.

LA expressdo de proteinas a partir destes polinucledtidos
estard sob o controlo de um promotor eucaridtico capaz de
conduzir a expressao numa célula de mamifero. O polinucledtido
pode adicionalmente compreender a sequéncia que codifica outros
antigénios. Exemplos de promotores eucaridéticos qgue podem
conduzir a expressao incluem promotores virais de virus
incluindo promotores adenovirais, promotores retrovirais.
Alternativamente, os promotores de mamifero podem ser utilizados

para conduzir a expressao.

OQutros aspectos

Outro aspecto da presente divulgacao envolve um método para
tratamento ou prevencao de doenga de Neisseria compreendendo a
administracdo de uma dose protectora (ou quantidade eficaz) da
vacina da invencgdo a um hospedeiro em necessidade deste. A
infecgcdo com Neisseria meningitidis serogrupos A, B, C, Y ou
W135 e/ou Neisseria gonorrhoeae  pode ser vantajosamente

prevenida ou tratada.

A invencdo inclui a wutilizacdo da vacina da invengao na
preparagao de um medicamento para © tratamento de prevencgao de
infecgcdo com Neisseria. De novo a infeccdo com Neisseria inclui
a 1infeccdo por Neisseria meningitidis serogrupos A, B, C, Y,

W-135 e/ou Neisseria gonorrhoeae.
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Outro aspecto da divulgacdo € uma estirpe de Neisseria
geneticamente manipulada a partir da qual pode ser derivada uma
vesicula da membrana externa da invencao (possuindo, pelo menos,
duas proteinas da invencao recombinantemente reguladas
positivamente, como acima descrito). Estas estirpes de Neisseria

podem ser Neisseria meningitidis ou Neisseria gonorrhoeae.

A estirpe pode também ter sido manipulada (como acima
descrito) para regular negativamente a expressao de outras
proteinas de Neisseria incluindo a expressadao de um, dois, trés,
quatro, cinco, seis, sete ou oito de LgtB, LgtE, SiaD, OpC, OpA,
PorA, FrpB, msbB e HtrB. As combinacdes preferidas para a
regulacao negativa incluem a regulagao negativa (de um modo
preferido, delecadao) de, pelo menos, LgtB e SiaD, regulacéao
negativa de, pelo menos, PorA e OpC, regulacdo negativa de, pelo
menos, PorA e OpA e regulacao negativa de, pelo menos, PorlA, OpA

e OpC.

Outros aspectos da 1invencao sao métodos de preparar a
composicdao i1imunogénica ou vacina da invencdo. Estes incluem um
método compreendendo um passo de misturar em conjunto, pelo
menos, doils antigénios ou proteinas de Neisseria isolados, gue
podem estar presentes na forma de vesiculas derivadas das
estirpes de Neisseria da invencao, para preparar uma composicgao
imunogénica da invencdo e um método de preparacao da vacina da
invencao compreendendo um passo de combinacadao da composicgéao
imunogénica da invengdao com um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

Estdo também incluidos na invencado métodos de preparacao de
uma composic¢do imunogénica da invengdo compreendendo um passo de
isolar as vesiculas da membrana externa da invencao a partir da
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cultura de Neisseria. Este método pode envolver um outro passo
da combinacadao de, pelo menos, duas preparacdes de vesiculas da
membrana externa, de um modo preferido, em que, pelo menos, uma
preparagao da vesicula da membrana externa contém LPS do
imunotipo L2 e, pelo menos, uma preparacgadao da vesicula da
membrana externa contém LPS de imunotipo L3. A invencao também
inclui estes métodos, em qgue as vesiculas da membrana externa
sdo isoladas por extracgdo com uma concentracdao de DOC de 0 -
0,5%. As concentragdes DOC de 0,3%-0,5% sao utilizadas para
minimizar o conteudo em LPS. Em preparacdes de OMV em gue LPS é
para ser conservado como um antigénio, as concentragdes de DOC
de 0-0,3%, de um modo preferido, 0,05%-0,2%, de um modo ainda

mais preferido, de cerca de 0,1% sdo utilizadas para extraccéo.

Vacinas de Células Fantasma ou Completas Mortas

A requerente pretende que as melhorias acima na preparacgao
de wvesiculas e vacinas possam ser facilmente estendidas a
preparagdes e vacinas de células fantasma ou células completas
mortas (com vantagens idénticas). As estirpes da invencéao
Gram-negativa modificadas a partir das quais as preparacgdes de
vesiculas sdo feitas podem, também, ser utilizadas para preparar
preparagdes de células fantasma e completas mortas. Os métodos
de fazer preparagdes de fantasma (células vazias com envelopes
intactos) de estirpes Gram-negativas sao bem conhecidos na
técnica (ver, por exemplo, o documento WO 92/01791). Os métodos
de células completas mortas para produzir preparacdes de células
inactivadas para utilizacéo em vacinas sao também  bem
conhecidas. Os termos “preparacgdes de vesiculas [ou OMV]"” e
“vacinas de vesiculas [ou OMV]” assim como ©0S Processos
descritos ao longo deste documento sdo deste modo aplicaveis aos

82



termos “preparacgao de fantasmas” e “vacinas fantasmas”, e
“preparacao de células completas mortas” e “vacina de células
completas mortas”, respectivamente, para os propdsitos desta

invencao.

Anticorpos e imunizacdo passiva

Outro aspecto da invencdo é um método de preparacao de uma
imunoglobulina para utilizacdo na prevengdo ou tratamento de
infeccdo com Neisseria, compreendendo o0s passos de imunizacdo de
um receptor com a vacina da invengao e isolamento de
imunoglobulina do receptor. Uma imunoglobulina preparada por
este método é um outro aspecto da invencdo. E aqui divulgada uma
composicao farmacéutica  compreendendo a imunoglobulina da
invencdo e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel que pode ser
utilizada na preparagdao de um medicamento para o tratamento ou
prevencdo de doencga de Neisseria. Um método para o tratamento ou
prevencao de infeccdo com Neisseria compreendendo um passo de
administrar a um doente uma quantidade eficaz da preparacgao

farmacéutica da invencado é um outro aspecto da divulgacgéao.

Os indculos para a producado de anticorpo policlonal sao
tipicamente, preparados por dispersao da composicao antigénica
num diluente fisiologicamente toleravel, tais como solucgéo
salina ou outros adjuvantes adequados para utilizacdo humana
para formar uma composicao aquosa. Uma quantidade
imunoestimuladora de indéculo ¢é administrada a um mamifero e o
mamifero inoculado é entao mantido durante um tempo suficiente
para a composigcdao antigénica para induzir os anticorpos

protectores.
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Os anticorpos podem ser isolados na extensdo desejada por
técnicas bem conhecidas, tais como cromatografia de afinidade

(Harlow and Lane Antibodies; a laboratory manual 1988).

Os anticorpos podem incluir preparacgdes antisoro a partir de
uma variedade de animais normalmente utilizados e. g., cabras,
primatas, macacos, suinos, cavalos, cobaias, ratos ou homem. Os

animais sdo sangrados e 0s soros sao recuperados.

Uma 1imunoglobulina produzida de acordo com a presente
divulgagcédo pode incluir anticorpos completos, fragmentos ou
subfragmentos de anticorpo. Os anticorpos podem ser
imunoglobulinas completas de qualquer classe e. g., IgG, IgM,
IgA, IgD ou IgE, anticorpos quiméricos ou anticorpos hibridos
com especificidade dupla para dois ou mais antigénios da
invencao. Estes podem também ser fragmentos e. g. F(ab’),, Fab’,
Fab, Fv e semelhantes incluindo fragmentos hibridos. Uma
imunoglobulina também inclui proteinas naturais, sintéticas ou
geneticamente manipuladas gque actuam como um anticorpo por

ligagado aos antigénios especificos para formar um complexo.

Uma vacina da presente invencao pode ser administrada a um
receptor que actua, entdo, como uma fonte de imunoglobulina,
produzida em resposta a exposicdo de vacinas especificas. Um
individuo assim tratado serd dador do plasma a partir do qual
poderao ser obtidas hiperimunoglobulinaa via metodologia de
fraccionamento de plasma convencional. A hiperimunoglobulina
serd administrada ao outro individuo de modo a transmitir
resisténcia contra ou tratar infeccdo com Neisseria. As
hiperimunoglobulinas da presente divulgacao sao particularmente
Uteis para tratamento ou prevencado de doenca de Neisseria em

criancas, individuos imunocomprometidos ou quando o tratamento é
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necessario e ndo existe tempo para o individuo produzir
anticorpos em response a vacinacdao. Um aspecto adicional da
divulgacao ¢ uma composicao farmacéutica compreendendo dois ou
mais anticorpos monoclonais (ou seus fragmentos; de um modo
preferido humano, ou humanizado) reactivo contra, pelo menos,
dois constituintes da composicao imunogénica da invencao, gue
pode ser wutilizada para tratar ou prevenir a infecgdo por
bactérias Gram negativas, de um modo preferido, Neisseria, de um
modo mais preferido, Neisseria meningitidis ou Nelisseria
gonorrhoeae e, de um modo ainda mails ©preferido, Neisseria

meningitidis serogrupo B.

Estas composicdes farmacéuticas compreendem anticorpos
monoclonais que podem ser imunoglobulinas completas de qualqguer
classe e. g. IgG, IgM, IgA, IgDh ou IgE, anticorpos quimérico ou
anticorpos hibridos com especificidade para dois ou mais
antigénios da invencdo. Estes podem também ser fragmentos e. g.,
F(ab’),, Fab’, Fab, Fv e semelhantes incluindo fragmentos

hibridos.

Os métodos de preparacadao de anticorpos monoclonais sdo bem
conhecidos na técnica e podem incluir a fusao de esplendcitos
com células de mieloma (Kohler e Milstein 1975 Nature 256; 495;
Antibodies - a laboratory manual Harlow e Lane 1988) .
Alternativamente, os fragmentos Fv monoclonais podem ser obtidos
por rastreio de uma biblioteca de exposicao em fagos adequada
(Vaughan TJ et al., 1998 Nature Biotechnology 16; 535). Os
anticorpos monoclonais podem ser humanizados ou em parte

humanizados por métodos conhecidos.

Todas as referéncias ou pedidos de patente agqui citados
nesta descricdo de patente sdo agqui incorporados por referéncia.
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Os termos “compreendendo”, *“compreendem” e “compreende’” sao
aqui entendidos pela requerente a ser opcionalmente
substituiveis com os termos *“consistindo em”, *“consistem em”, e

“consiste em”, respectivamente, em cada caso.

Método de Aplicagdo Industrial da Invengéo

Os exemplos a seguir sdo realizados utilizando técnicas
convencionais, que sdao bem conhecidas e de rotina para os

especialistas na técnica, excepto se descrito de outra forma em

detalhe. O0Os exemplos sao ilustrativos, mas ndo limitam a
invencao.
Exemplo 1: Métodos para a construgdo de estirpes de

Neisseria meningitidis serogrupo B utilizadas nas preparacgdes de

vesiculas da membrana externa

O documento WO001/09350 proporciona métodos detalhados para
preparar vesiculas da membrana externa e manipular as estirpes
bacterianas a partir das quais as vesiculas da membrana externa
sdo derivadas. Quando as vesiculas da membrana externa sSao para
reter lipoproteinas, tais como TbpB e ou lipopolissacéaridos, os
métodos de isolamento com niveis de desoxicolato baixos ou

inexistentes sdo preferidos.
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Exemplo 2: Regulacgao positiva da proteina Hsf antigénio numa

estirpe recombinante de Neisseria meningitidis serogrupo B sem

genes cps funcionais mas que expressam PorA.

Como descrito nos exemplos do documento W001/09350, em
certos paises, a presenca de PorA em vesiculas da membrana
externa pode ser vantajosa e pode fortalecer a eficédcia da
vacina de vesiculas recombinantes melhoradas. No exemplo que se
segue, utilizou-se um vector pCMK(+) modificado para regular
positivamente a expressao da proteina Hsf antigénio numa estirpe
sem genes cps funcionais mas que expressa PorA. O vector pCMK(+)
original contém um promotor dquimérico porA/lacO reprimido em
hospedeiros E. coli que expressam lacI? mas € transcricionalmente
activo em Neisseria meningitidis. No pCMK(+) modificado, o
promotor porA nativo foi utilizado para conduzir a transcricgéao
do gene hsf. A codificacao do gene para Hsf foi amplificada por
PCR utilizando os oligonucledétidos iniciadores HSF 01-Ndel e HSF
02-Nhel, apresentados na tabela a seguir. Devido a sequéncia do
iniciador de HSF 01-Ndel a proteina Hsf expressa 1ird conter dois
residuos de metioninas na extremidade 57. As condigdes
utilizadas para amplificacdo por PCR foram as descritas pelo
fornecedor (HiFi DNA polymerase, Boehringer Mannheim, GmbH). Os
ciclos térmicos foram os seguintes: 25 wvezes (94 °C 1 min.,
48 °C 1 min., 72 °C 3 min.) e 1 wvez (72 °C, 10 min., 4 °C até
recuperacao). O amplicdo correspondente foi subsequentemente
clonado nos correspondentes sitios de restricao do vector de
distribuicdo pCMK(+). Neste plasmideo recombinante, designado
PCMK (+) -Hsf, removeu-se o 1lacO presente no promotor quimérico
porA/lacO através de uma estratégia de PCR recombinante. O
plasmideo pCMK(+)-Hsf foi utilizado como um molde para

amplificar por PCR 2 fragmentos de ADN separados:
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fragmento 1 contém a regidao 5’ recombinogénica porAd, o

gene de resisténcia a Canamicina e o promotor porA. Os
oligonucledétidos iniciadores utilizados, RP1(SacII) e RP2,

estdao apresentados na tabela a seguir. O iniciador RP1 é

homélogo da sequéncia mesmo a montante do operator lac.

fragmento 2 contém a sequéncia Shine-Dalgarno do gene

porA, o gene hsf e a regiao recombinogénica 37 porA. Os
oligonucledétidos iniciadores utilizados, RP3 e RP4 (Apal),
sdo apresentados na tabela a seguir. O iniciador RP3 é
homélogo da sequéncia mesmo a jusante do operador lac. A
extremidade 3’ do fragmento 1 e a extremidade 5’ do
fragmento 2 tem 48 bases de sobreposicdao. 500 ng de cada
PCR (1 e 2) foram utilizados para uma reacgao de PCR final
utilizando os iniciadores RP1 e RP4. 0O amplicao final
obtido foi subclonado no vector pSL1180 digerido com SacII
e Apal. O plasmideo modificado pCMK(+)-Hsf foi purificado
em larga escala utilizando o QIAGEN maxiprep kit e 2 ug
deste material foram wutilizados para transformar uma
estirpe de Neisseiria meningitidis serogrupo B sem genes
cps funcionais. De modo a preservar a expressao de pord, a
integragao resultante de um 4unica “crossing-over” foi
selecionada por uma combinacdo de procedimentos de
rastreio de PCR e transferéncia de Western. Os clones
resistentes a canamicina testaram positivos por PCR
especifico para porA- e transferéncia de western, foram
armazenados a -70 °C como stocks de glicerol e utilizados
para outros estudos. As bactérias (correspondente a cerca
de 5,10° bactérias) foram ressuspensas em 50 mL de tampao
PAGE-SDS, congeladas (-20 °C)/fervidas (100 °C) trés vezes
e, entado, foram separadas por electroforese PAGE-SDS num
gel 12,5%. A expressao de Hsf fol examinada em derivados
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de lisados de células bacterianas completas (WCBL) de NmB

[Cos—-, PorA+] ou NmB [Cps-, PorA+, Hsf+]. A coloracao com

Coomassie detectou um aumento significativo na expressao
de Hsf (no que respeita ao nivel de Hsf enddgeno). Este
resultado confirma que o vector pCMK(+)-Hsf modificado é

funcional e pode ser utilizado com sucesso para regular

positivamente a

externa,

expressao de

do antigénio da membrana externa.

proteinas da

sem abolir a produgdao da proteina principal PorA

Oligonucledtidos utilizados neste trabalho:

Oligonucledétidos | Sequéncia Nota (s)

Hsf01-Nde 5'- GGA ATT CCA TAT GAT GAA CAA Sitio de clonagem
AAT ATA CCG C-3' NdeT

Hsf 02-Nhe $'-GTA GCT AGC TAG CTT ACC ACT Sitio de clonagem
GAT AACCGACT -3 Nhe T

GFP-mut-Asn 5-AAC TGC AGA ATT AAT ATG AAA Sitio de clonagem
GGA GAA GAA CTTTTCY Asnl Compativel

com Ndel

GFP-Spe 5“GAC ATA CTA GTT TAT TTG TAG Sitio de clonagem

AGC TCA TCC ATG -3' speT Compat ivel
com Nhel

RP1 (SacII) 5 TCC CCG CGG GCC GTC TGA ATA Sitio de clonagem
CAT CCC GTCF " Sacll

RP2 $<CAT ATG GGC TIC CTT TIQ TAA
ATT TGA GGG CAA ACA CCC GAT ACG
TCT TCA-3'

RP3 5AGA CGT ATC GGG TGT TrG CCC
TCA AAT TTA CAA AAG GAA GCC CAT
ATG-Y

RP4 (Apal) SLGGG TAT TCC GGG CCC TIC AQA

CGQ CGC AGC AGG -¥
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Exemplo 3: Regulacao positiva do gene tbpA de

N. meningitidis serogrupo B por substituigdo do promotor.

O objectivo da experiéncia foi substituir regido do promotor
enddgeno do gene tbpA pelo promotor forte pord, de modo a
regular positivamente a producdo do antigénio TbpA. Para esse
fim, foi construido um plasmideo de substituicdo do promotor
localizado a montante da sequéncia codificante de tbpA foi
descoberto na base de dados privada Incyte PathoSeq da estirpe
de Neisseria meningitidis ATCC 13090. Este ADN contém a
sequéncia codificante para o antigénio TbpB. O0s genes sao
organizados num operdo. O gene tbpB serd removido e substituido
pela cassete do promotor Cﬁﬁ/porA. Para esse fim, um fragmento de
ADN de 3218 bp, correspondente a 509 bp da regidao de flanco 5’
do gene tbhpB, a sequéncia codificante de 2139 bp de tbhpB, a
sequéncia intergénica de 87 bp e os primeiros 483 nucledtidos da
sequéncia codificante de tbpA foi amplificado por PCR a partir
do ADN gendémico de Neisseria meningitidis serogrupo B utilizando
os oligonucledétidos BAD1l6 (5'- GGC CTA GCT AGC CGT CTG AAG CGA
TTA GAG TTT CAA AAT TTA TTC- 3’) e BAD17 (5’'-GGC CAA GCT TCC GAC
GGC GTT CGA CCG AGT TTIG AGC CTT TGC-3’) contendo sequéncias de
incorporacao e Nhel e HindIII sitios de restricao (sublinhado).
Este fragmento de PCR foi limpo com um High Pure Kit (Boerhinger
Mannheim, Alemanha) e directamente clonado num vector pGemT
(Promega, EUA). Este plasmideo foi submetido a mutagénese por
PCR circular (Jones & Winistofer (1992)) de modo a (i) inserir
sitios de restrigcdo adequados permitindo a c¢lonagem de uma
cassete do promotor CmR/PorA e (ii) para remover 209 bp da
sequéncia de flanco 5’ tbpB e da sequéncia codificante de thbhpB.
O PCR circular foi efectuado wutilizando os oligonucledtidos

BAD 18 (5’-TCC CCC GGG AAG ATC TGG ACG AAA AAT CIC AAG AAA

CCG-3’") & o BAD 19 (5’'-GGA AGA TCT CCG CTC GAG CAA ATT TAC AAA
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AGG AAG CCG ATA TGC AAC AGC AAC ATT TGT TCC G -3') contendo os
sitios de restricdo adequados Xmal, BglII e Xhol (sublinhado). A
cassete de promotor CmR/PorA foil amplificada a partir do
plasmideo pUC DI15/0mp85 previamente descrito, utilizando os
iniciadores BAD21 (5’'- GGA AGA TCT CCG CIC GAG ACA TCG GGC AAA
CAC CCG-3') & BAD20 (5’- TCC CCC GGG AGA TCT CAC TAG TAT TAC CCT

GTT ATC CC-3’) contendo os sitios de restricao adequados Xmal,
Spel, BglII e Xhol (sublinhado). Este fragmento de PCR foi
clonado no plasmideo do PCR circular. Este plasmideo sera
utilizado para transformar as estirpes Neisseria meningitidis
serogrupo B (cps-) e [cps—- porA-]. A 1integracdo por dupla
“crossing-over” na regido a montante de tbpA dirigird a insercao

do promotor porA directamente a montante do ATG de tbpA.

Exemplo 4: Construgdo de uma estirpe de N. meningitidis

serogrupo B positivamente regulada para a expressao de dois

antigénios: TbpA e Hsf.

O objectivo da experiéncia foi regular positivamente a
expressado de TbpA e Hsf, simultaneamente na mesma estirpe de
N. meningitidis serogrupo B. A producado de TbpA fol regulada
positivamente ©pela substituigcdo da sua regidao de promotor
enddégeno pelo forte promotor porA (substituicdo do promotor).
Neste contexto, o gene tbpB, localizado a montante de tbpA é
removido e a proteina TbpB deixa de estar present na membrana
externa. A expressao de Hsf foi regulada positivamente por
insercao (recombinacdao homdéloga) de uma segunda coédépia do gene
correspondente no locus porA (distribuicdo de genes). Ambas as
estirpes foram descritas numa patente separada referida como

documento WO001/09350. Os marcadores de selecdo utilizados em
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ambas as estratégias (Cm® ou Kan®) permitiram a combinacido de

ambas as integrag¢des no mesmo cromossoma.

O ADN gendmico total foi extraido a partir da estirpe
recombinante Nm.B cps—/TbpA+/PorA+ pelo protocolo do Genomic tip
500-G da Qiagen. Dez ug de ADN foram digeridos durante a noite

com a enzima de restrigcdo Dralll e utilizados para transformar

Neisseria meningitidis serogrupo B pelo protocolo de
transformacao cléassico. As células utilizadas para a
transformacao foram a NmB cps—-/Hsf+/PorA+ recombinante

(recombinacdo homdéloga por 1 “crossing over” no locus porA) ou
NmB cps—-/Hsf+/PorA- recombinante (Troca alélica/recombinacéo
homéloga por 2 “crossing over” no locus porA). Estas foram
plagueadas durante a noite em agar GC contendo 200 upg/mL de
canamicina, diluidas até ODgso= 0,1 no meio liquido GC com 10 mM
de MgCl, e incubadas 6 horas, a 37 °C, sob agitacdo vigorosa com
10 pg de ADN gendmico digerido com DraIITI. Neisseria
meningitidis recombinante resultante de um duplo evento de
“crossing over” (rastreio por PCR) foram selecionados em meio GC
contendo 200 ung/mL de canamicina e 5 ug/mL de cloranfenicol e
analisado pela expressao de TbpZA e Hsf nas preparacgdes de OMV.
Como representado na Figura 1, a producao de TbpA e Hsf foi
significativamente aumentada nas OMV preparadas a partir da
estirpe recombinante TbpA/Hsf NmB quando em comparacao com as
OMV preparadas a partir das estirpes controlo NmB cps-. 0 nivel
de sobre-expressao de cada proteina no duplo recombinante é
compardavel com o nivel de expressdo obtido nos correspondentes
recombinantes singulares. O nivel de sobre-expressao de TbpA e
Hsf foi compardvel nas estirpes PorA+ e PorA- (dados néo
apresentados). Todos Jjuntos, estes dados demonstram que: (i) a
expressao de TbpA e Hsf pode ser conjunta e concomitantemente
positivamente regulada em N. meningitidis e (ii) as vesiculas
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recombinantes enriquecidas em TbpA e Hsf podem ser obtidas e

utilizadas para imunizacao.

Exemplo 5: Construgdo de uma estirpe de N. meningitidis

serogrupo B positivamente regulada para a expressado de dois

antigénios: TbpA e NspA.

O objectivo da experiéncia foi regular positivamente a
expressao de TbpA e NspA simultaneamente na mesma estirpe de N.
meningitidis serogrupo B. A producgdo de TbpA foi regulada
positivamente substituindo a sua regido de promotor enddgeno
pelo forte promotor porA (substituicdo do promotor). A expressao
de NspA foili regulada positivamente pela insercao (recombinacgao
homéloga) de uma segunda coédépia do gene correspondente no locus
porA (distribuicdao de genes). Ambas as estirpes individuais
foram descritas numa patente separada, documento WO01/09350. Os
marcadores de seleccdo utilizados em ambas as estratégias (Cm™ ou
Kan®) permitiram a combinacdo de ambas as integrac¢des no mesmo

cromossoma.

O ADN gendmico total foi extraido a partir da estirpe
recombinante NmB cps—/TbpA+/PorA+ pelo protocolo do Genomic tip
500-G da Qiagen. Dez ung de ADN foram digeridos durante a noite
com a enzima de restrigao AatlIl e utilizada para transformar
Neisseria meningitidis SOrogrupo B pelo protocolo de
transformacéao classico. As células utilizadas para a
transformacdo foram NmB cps—-/NspA+/PorA- recombinantes. Estas
foram plagqueadas durante a noite no agar GC contendo 200 pg/mL
de canamicina, diluidas para a ODgsg = 0,1 em meio GC ligquido com
10 mM de MgCl,, e incubadas 6 horas, a 37 °C, sob agitacéao
vigorosa com 10 pg de ADN gendmico digerido com AatII. Neisseria
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meningitidis recombinante resultante de um evento de duplo
“crossing over” (rastreio por PCR) foram selecionadas no meio GC
contendo 200 ug/mL de canamicina e 5 pg/mL cloramfenicol e
analisadas para a expressao de TbpA e NspA em preparacdes de
OMV. A produgao de TbpA e NspA foi significativamente aumentada
nas OMV preparadas a partir da estirpe TbpA/NspA recombinante
NmB gquando em comparacao com as OMV preparadas a partir das
estirpes controlo NmB cps-. O nivel de sobre-expressao de cada
proteina nos recombinantes duplos € compardvel com o nivel de
expressao obtido nos correspondentes recombinantes singulares.
Todos Jjuntos, estes dados demonstram gue: (i) a expressao de
TbpA e NspA pode ser conjunta e concomitantemente regulada
positivamente em N. meningitidis e (ii) as vesiculas
recombinantes enriquecidas para TbpA e NspA podem ser obtidas e

utilizadas para imunizagao.

Exemplo 6: Construgdo de uma estirpe de N. meningitidis

serogrupo B positivamente regulada para a expressao de dois

antigénios: NspA e D15/0mp85.

O objectivo da experiéncia foi a regulacdo positiva da
expressdo de NspA e D15/0mp85 simultaneamente na mesma estirpe
de N. meningitidis serogrupo B. A producdo de D15/0mp85 foi
regulada positivamente ©por substituicdo da regido do seu
promotor enddgeno pelo promotor forte porA (substituigao do
promotor). A expressao de NspA foi positivamente regulada pela
insercao (recombinacao homéloga) de uma segunda cdépia do gene
correspondente ao locus porA (distribuicdo de genes). Ambas as
estirpes foram descritas numa patente separada,

documento WO01/09350. Os marcadores de seleccdao utilizados em
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ambas as estratégias (CmR ou KanR) permitiram uma combinacao de

ambas as integrag¢des no mesmo cromossoma.

O ADN gendmico total foi extraido a partir da estirpe
recombinante NmB c¢ps-/D15-Omp85/PorA+ pelo protocolo da Qiagen
Genomic tip 500-G. Dez pg de ADN foram digeridos durante a noite
com a enzima de restrigao AatlIl e utilizada para transformar
Neisseria meningitidis sorogrupo B pelo protocolo transformacao
classico. As células utilizadas para a transformacao foram NmB
cps—-/NspA+/PorA-recombinantes. Estas foram plagueadas durante a
noite em GC agdr contendo 200 pg/mL de canamicina, diluidas até
ODgso= 0,1 em meio liquido GC com 10 mM de MgCl,, e incubadas
6 horas, a 37 °C, sob agitagdo vigorosa com 10 ug de ADN
gendémico digerido com AatII. A Neisseria meningitidis
recombinante resultante de um duplo evento de *“crossing over”
(rastreio por PCR) foram selecionados em meio GC contendo 200
Bng/mL de canamicina e 5 pg/mL de cloranfenicol e analisado para
a expressdao de NspA e D15/0mp85 em preparacdes de OMV. A
producdo de NspA e D15/0mp85 foi significativamente aumentada
nas OMV preparadas a partir da estirpe recombinante NspA/D15-
Omp85 NmB gquando em comparacgao com as OMV preparadas a partir
das estirpes controlo NmB cps-. O nivel de sobre-expressao de
cada uma das proteinas no duplo recombinante € compardvel com ©
nivel de expressao obtido nos correspondentes recombinantes
singulares. Todos juntos, estes dados demonstram gque: (i) a
expressao de NspA e Omp85 pode ser conjunta e concomitantemente
regular ©positivamente na N. meningitidis e (ii) wvesiculas
recombinantes enriquecidas para NspA e Omp85 podem ser obtidos e

utilizados para imunizagao.
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Exemplo 7: Produgcdo e purificagcdo de formas de Hsf

recombinantes em E. coli

A andlise de computador da proteina tipo Hsf de Neisseria
meningitidis divulga, pelo menos, quatro dominios estruturais.
Considerando a sequéncia de Hsf da estirpe H44/76 como uma
referéncia, o Dominio 1, compreendendo o aminodacido 1 a 51,
codifica um péptido sinal dependente de sec caracteristico da
familia de auto-transportadores, o Dominio 2, compreendendo os
aminodcidos 52 a 473, codificam o dominio de passagem para
provavelmente ser expostos a superficie e acessiveis ao sistema
imunitdrio, o Dominio 3, compreendendo os aminocdcidos 474 a 534,
que codificam um dominio putativo enrolado-em rolo necessario
para uma oligomerisacdo de proteina e uma charneira (pescogo), O
Dominio 4, compreendendo os residuos 535 ao terminal C, &
deduzido como codificando cadeias beta para provavelmente montar
uma estrutura tipo barril e para ser ancorado na membrana
externa (Henderson et al., (1998), Trends Microbiol. 6: 370-378;
Hoiczvyk et al., (2000), EMBO 22: 5989-5999). Uma vez gue o0s
dominios 2 e 3 sao para provavelmente ser expostos a superficie,
sdao bem conservados (mais do que 80% em todas as estirpes
testadas; como descrito em Pizza et al., (2000), Science 287:
1816-1820), estes representam interessantes candidatos a
vacinas. Para esse fim, o dominio 2 (referido como dominio de
passagem de Hsf) e o dominio 2 + 3 (referido como Hsf pescogo +
dominio enrolado-rolo) foram expressos em, e purificados, a
partir de E. coli. Os fragmentos de ADN que codificam os
aminodcidos 52-473 (Hsf de passagem) e 52-534 (Hsf n+cc) foram
amplificados por PCR utilizando oligonucledétidos que adicionam
0os sitios de restricao terminais Rcal (iniciador directo) e Xhol
(iniciador reverso). 0Os amplicdes purificados foram digeridos
com RcalI/XhoI nas condicgdes recomendadas pelo fornecedor, e
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foram subsequentemente clonadas nos sitios Ncol (compativeis com
Rcal)/Xhol do vector de expressao de E. coli pET24d (Novagen
Inc., Madison WI). Os plasmideos recombinantes foram
seleccionados e utilizados para preparar plasmideos
recombinantes purificados. Para o estudo de expressao, estes
vectores (pET-Hsf pas & ©pET-Hsf ncc) foram introduzidos na
estirpe de Escherichia coli B121DE3 (Novagen), em dgue, O Jgene
para a polimerase de T7 é colocado sob o controlo do promotor
lac reguldavel por isopropil-beta-D tiogalactdsido (IPTG). As
culturas liquidas (700 mL) da estirpe recombinante de E. coli
Novablue (DE3) [pET-24bBASB029] foram cultivadas, a 37 °C, sob
agitacao até a densidade odptica a 600 nm (D0O600) atingir 0,6.
Nesse ponto, foi adicionado IPTG a uma concentracdo final de
1 mM e a cultura foi cultivada por mais 4 horas. A cultura foi,
entdao, centrifugada a 10000 rpm e o precipitado foi congelado a
-20 °C durante, pelo menos, 10 horas. Apds descongelar, o
precipitado (680 mL de cultura) foi ressuspenso durante
30 minutos, a 22 °C, em 20 mM tampdao fosfato pH 7,0 antes da
lise das células por duas passagens através de um disruptor
Rannie. As células lisadas foram precipitadas 30 min, a
15000 rpm, (Beckman J2-HS centrifuga, JA-20 rotor) a 4 °C. O
sobrenadante foi aplicado a uma coluna Q-Sepharose de fluxo
rdpido (Pharmacia) equilibrada em 20 mM de Tris-HC1l tampao pH,
8,0. Apds passagem do fluxo, a coluna foi lavada com 5 volumes
de coluna de tampdao a 20 mM de Tris-HC1 pH 8,0. A proteina
recombinante foi eluida a partir da coluna com 250 mM de NaCl em
tampao a 20 mM de Tris-HCl1 pH 8,0. As fraccdes positivas para o
antigénio, foram misturadas e dialisadas durante a noite contra
tampao 20 mM de fosfato a pH 7,0. Foram adicionados 0,5 M de
NaCl e 20 mM de Imidazole a amostra dialisada. A amostra foi
entdao aplicada numa coluna Ni-NTA Agarose (Qiagen) equilibrada
em tampao a 20 mM de fosfato pH 7,0 contendo 500 mM de NaCl e
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20 mM de Imidazole. Apds passagem do fluxo, a coluna foi lavada
com 5 volumes de coluna de tampao 20 mM de fosfato pH 7,0
contendo 500 mM de NaCl e 20 mM de Imidazole. Os contaminantes
foram eluidos com 100 mM de Imidazole em tampdo a 20 mM de
fosfato pH 7,0. A proteina recombinante foi eluida a partir da
coluna com 250 mM de Imidazole em tampdo a 20 mM de fosfato pH
7,0. As fracgdes positivas para o antigénio foram misturadas e
dialisadas versus tampao a 10 mM de fosfato pH 6,8 contendo
150 mM de NaCl. Como apresentado na figura 2, uma proteina tipo
Hsf de passagem enriquecida (pureza estimada em mais do que 90%
puro em SDS-PAGE corada com CBB), migra até por volta dos 47 kDa
(massa molecular relativa estimada), foi eluida a partir da
coluna. Este polipéptido foi reactivo contra um anticorpo
monoclonal de murganho produzido contra o motivo de
5-histidinas. Em conjunto, estes dados indicam gque o0s genes de
Hsf de passagem e Hsf ncc podem ser expressos e purificados numa

forma recombinante em E. coli.

Exemplo 8: Produgdo e purificagdo de Hap de passagem

recombinante em E. colil

A andlise computorizada da proteina tipo Hap de Neisseria
meningitidis divulga, pelo menos, trés dominios estruturais.
Considerando a sequéncia do tipo Hap da estirpe H44/76 como uma
referéncia, o Dominio 1, compreendendo o aminodcido 1 a 42,
codifica um péptido sinal dependente de sec caracteristico da
familia de auto-transportadores, o Dominio 2, compreendendo os
aminodcidos 43 a 950, codificam o dominio de passagem para
provavelmente ser exposta a superficie e estar acessivel ao
sistema imunitdrio, o Dominio 3, compreendendo os residuos 951
até ao terminal C (1457), ¢é deduzido como codificando cadeias
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beta para provavelmente montar uma estrutura tipo barril e para
ser ancorado na membrana externa. Uma vez que o dominio 2 é para
provavelmente, ser exposto a superficie, é bem conservado (mais
do que 80% em todas as estirpes testada) e pode ser produzido
como antigénios de subunidade em E. coli, ©representa um
interessante candidato a wvacinas. Uma vez que os dominios 2 e 3
sdo, provavelmente, para ser expostos a superficie, sdo bem
conservados (mais do que 80% em todas as estirpes testadas; como
descrito em Pizza et al., (2000), Science 287: 1816-1820), estes
representam interessantes candidatos a vacinas. Para esse fim, o
dominio 2 (referido como dominio de passagem de Hap fol expresso
em e purificado a partir de E. coli. Um fragmento de ADN que
codifica os aminodcidos 43-950 (Hap de passagem) foi amplificado
por PCR utilizando oligonucledétidos que adicionam os sitios de
restricdo terminais Ncol (iniciador directo) e XholI (iniciador
reverso) . 0s amplicdes purificados foram digeridos com
NcoI/ XhoI nas condicbes recomendadas pelo fornecedor e foram
subsequentemente clonadas nos sitios Ncol / Xhol do vector de
expressao em E. coli pET24d (Novagen Inc., Madison WI). Os
plasmideos recombinantes foram seleccionados e purificados em
larga escala. Para o estudo de expressao, estes vectores (pET-
Hap pass) foram introduzidos na estirpe de Escherichia coli
B121DE3 (Novagen), em dque, © gene para a polimerase T7 &
colocado sob o controlo do promotor lac reguldvel por isopropil-

beta-D-tiogalactdsido (IPTG).

Cultura de E. coli BL21[pET-Hap pass] em fermentador: Uma

aliquota da fracgao (100uL) da cultura mae foil espalhada em
placas FECO13AA (Peptona de soja A3 20 g/L, extracto de levedura
a 5 g/L, NaCl a 5 g/L, Agar a 18 g/L, H,O0 destilada até 1 L) e
cultivada 20 horas a 37 °C. A camada bacteriana foi recolhida e
ressuspensa em agua estéril contendo NaCl a 0,9%. Esta solucéo
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foi utilizada para inocular um fermentador de 20 L utilizado no
modo descontinuo em meio FECOl11AC (Peptona de Soja 24 g/L,
Extracto de levedura 48 g/L, MgS04./7H,0 0,5 g/L, K;HPO, 2 g/L,
NaH,P0,/2H,0 0,45 g/L, Glicerol (87%) 40 g e H,O destilada até
1 L). Temperatura (30 °C), pH (6,8, NaOH a 25% /H3PO, a 25%),
pressao (500 mbar) foram mantidos constantes e o arejamento foi
fixado em 20 L/min. Nestas condicles a pressdo de dissolucdo de
oxigénio foi mantida a 20% fixando a agitacdao em (100 a
1000 rpm). O indutor (IPTG, 1 mM) foi adicionado apds 8 horas de
crescimento (DO = 27,8). As amostras (6 L) foram recolhidas apds
6 horas (DO = 49,2) e 16H30 (DO = 48,6), a biomassa foi colhida
por centrifugacdo e os precipitados correspondentes armazenados

a —-20 °cC.

Purificacdo de Hap de passagem:

O HAP de passagem foi purificado a partir de um fermentador
em modo descontinuo. Foi desenvolvido um esquema de purificacéo

(ver a seqgquir).

Prensa Francesa
(Tris a 50 mM/EDTA a 5 mM, pH 8,0)
J
307 a 10000 rpm (JA1OQ)

I

solubilizar precipitado em Pi a 20 mM/ureia a 8 M, pH 7,0

1 H em agitacdo a TA
l
307 a 10000 rpm (JA1OQ)

!
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SP-Sepharose—-XL
Pi a 20mM/Ureia a 8 M; eluicao +/-50 mM de NaCl

i

++

Sepharose-FF-Cu' " quelante
Pi a 20 mM/NaCl a 0,5M/Ureia a 8 M; eluicdo +/- 100 mM de imidazole
l
Didlise
(PBS pH 6,8/arginina a 0, 5M)
!

filtracao estéril

A maior parte do Hap de passagem é recuperada no precipitado
da centrifugacdo apds ruptura das células. A solubilizacdo foi
tornado possivel <com 8 M de ureia. Apesar da cauda de
His N-terminal, IMAC nao esteve operacional como 1° passo, mas
bem apds um primeiro passo no trocador catidénico SP-XL. Nesta
SP-Sepharose—-XL, a proteina é eluida gquantitativamente no meio
de um gradiente linear de NaCl (0-250 mM). A IMAC foi realizada
com Sepharose FF Quelante com Cu++, como for FHAb. Desta vez,
contrariamente a FHAb, a IMAC mostra um significativo factor de
purificacdo. Em SDS-PAGE o HAP2/3 parece puro apds IMAC. O pico
de HAP2/3 foi no entanto muito largo em gradiente 0-200 mM de
imidazole, de modo que se tentou a eluicdo por passos de
imidazole (10 mM-100 mM); o modo do gradiente parece, no
entanto, mais eficiente em termos de pureza. Como passo final,
tentou-se a troca do tampdao ureia-para-arginina através de
permeacdo em gel, no entanto, neste caso a proteina eluiu em
dois picos. Estes dois picos mostram um perfil compardvel em
SDS-PAGE; desde modo pode ser colocada a hipdtese de que &
devido a um rearranjo parcial do HAP de passagem. Voltou-se,
entdo, a didlise clédssica como passo final para a troca de
tampdo. A andlise de SDS-PAGE mostra uma boa pureza do material
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final (ver na figura 3). A pureza do HAP de passagem ¢é ainda
confirmada por WB anti-his. E reconhecido por anti-E. coli. E

encontrado um peso molecular de 96,1 KD.

Exemplo 9: Produgdo e purificacdao de formas de FrplA/C

recombinantes em E. coli

Neisseria meningitidis codifica duas proteinas RTX,
referidas como FrpA & FrpC segregadas apds limitacdo de ferro
(Thompson et al., (1993) J. Bacteriol. 175:811-818; Thompson
et al., (1993) Infect. Immun. 61:2906-2911). A familia de
proteinas RTX (Repeticdao de ToXina) tem, em comum, uma série de
9 aminodcidos repetidos préximo do seu terminal C com O
cConsenso: Leu Xaa Gly Gly Xaa Gly (Asn/Asp) Asp Xaa.
(LXGGXGN,pDX) . Supde-se que as repeticdes em E. coli HlyA sao o
sitio de 1ligacdo de Ca’’. Como representado na Figura 4, as
proteinas meningocdcicas FrpA e FrpC, como caracterizadas na
estirpe FAM20, partilham uma extensa semelhang¢a de aminodcidos
na sua regido central e C-terminal mas uma semelhanca muito
limitada (se alguma) no terminal N. Além disso, a regiao
conservada entre FrpA e FrpC exibe algum polimorfismo devido a
repeticdao (13 vezes em FrpA e 43 vezes em FrpC) de um motivo de
9 aminodcidos. Para avaliar o potencial da vacina de FrpA &
FrpC, ©produziu-se recombinantemente em E. coli regides de
proteina conservadas entre FrpA e FrpC. Com esse fim, um
segmento de ADN cobrindo os aminodcidos 277 a 1007 (no que
respeita a sequéncia peptidica de FAM20 de N. meningitidis) foi
amplificado por PCR a partir do genoma de N. meningitidis
serogrupoB H44/76 utilizando (o iniciador directo
FrpA-19 (5’'-CTCGAGACCATGGGCAAA TAT CATGTCTACGACCCCCTCGC-3') e o
iniciador reverso FrpA-18 (37-GTG
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CATAGTGTCAGAGTTTTTGTCGACGTCGTAATTATAGACC-3’). Trés amplicdes de
respectivamente ~1530 bp (3 repeticdes), ~2130 bp
(13 repeticdes) e 2732 bp (23 repeticgdes) foram obtidos e
digeridos com as endonucleases de restrigdo Ncol e Sall. Estes
fragmentos foram, entao, inseridos nos sitios Ncol/Xhol
(compativeis com Sall) de pET24d e os plasmideos recombinantes
(PET-Frp3, PET-Frpl3 e PETFrp23 respectivamente) foram
seleccionados e utilizados para transformar células de E. colil
BL21DE3. Como representado na figura 5, todas as trés
construgdes produziram dominios conservados recombinantes de
FrpA/C apds inducgdo. Além disso, o aumento do numero de
repeticdes aumentou a solubilidade da proteina recombinante,
como determinado por andlise de fraccionamento de células (dados

nao apresentados).

Purificacdo do dominio conservado de FrpA/C contendo 23

repeticdes do nonapéptido LXGGXGN/DDX (911 aa no total): Foram

cultivadas 3,5 litros de E. coli Bl21DE3[pET-Frp23] e induzidas
durante 4 horas por adicao de 2 mM de IPTG quando a DO atingiu
0,6. As células foram colhidas por centrifugacdo e o precipitado
correspondente foi rebentado por pressao, clarificado por
centrifugagcdo e o correspondente sobrenadante aplicado numa
coluna de afinidade com o 180 metdlico Ni2' (Ni-NTA-agarose,
Qiagen GmBh). Foi wutilizado imidazole 0 para eluicdo e foi
finalmente removido por didlise extensa contra 10 mM de fosfato

de Na pH 6,8, 150 mM de NaCl.
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Exemplo 10: Produgdao e purificacdo de formas de FHA

recombinante em E. coli

Clonagem de uma FhaB truncada de N.meningitidis

O AND genémico foi extraido a partir de 10'° células de
estirpe de N. meningitidis serogrupo B H44/76 utilizando o kit
de extracgcdao do ADN gendmico da QIAGEN (Qiagen Gmbh). Este
material (1 pg) foi, entdo, submetido a amplificacdo de ADN por
Reacgcao de Polimerizacdao em Cadeia wutilizando os seguintes
iniciadores especificos do gene FhaB: JKP: 5’AAT GGA ATA CAT ATG
AAT AAA GGT TTA CAT CGC ATT ATC3’ e 57JKP 5’'CCA ACT AGT GTT TTT
CGC TAC TTIG GAG CTG T3'. Um fragmento de AND de cerca de
4200 bp, que codifica os primeiros 1433 aminodcidos N-terminais
da proteina, foi obtido, digerido pelas endonucleases de
restricdo NdeI/SpeI e inseridas nos sitios correspondentes do
MCS de pMG (derivado de pMG, Proc Natl Acad Sci USA 1985
Jan;82 (1) :88-92) utilizando técnicas de Dbiologia molecular
convencionais (Molecular Cloning,a Laboratory Manual, Segunda
FEdigao, Eds: Sambrook, Fritsch & Maniatis, Cold Spring Harbor
press 1989).). A sequéncia de AND do fragmento FhaB clonado foi
determinada utilizando o Big Dye Cycle Sequencing kit (Perkin-
Elmer) e um sequenciador de ADN ABI 373A/PRISM (ver fig. 1). O
plasmideo pMG-FhaB recombinante (1 ug) foi, entédo, submetido a
amplificagcdo de ADN por Reacgdo de Polimerizagcdo em Cadeia
utilizando 0os iniciadores especificos FhaB (XJKPO3
5"AATGGAATACATATGAATAAAGGTTTAC ATCGCATTATCTTTAG3' e XJKP5702
5’GGGGCCACTCGAGGTTTTTCGCTACTTGGAGCTGTTTCAG ATAGG3’). Foi obtido
um fragmento de ADN de 4214 bp, digerido pelas endonucleases de
restricdo Ndel/Xhol e inserido nos sitios correspondentes do
vector de clonagem/expressdao pET-24b (Novagen) utilizando
técnicas de biologia molecular convencionais (Molecular Cloning,

104



a Laboratory Manual, Second Edition, Eds: Sambrook, Fritsch &
Maniatis, Cold Spring Harbor press 1989). A sequenciacao de
confirmagcdao do pET-24b recombinante contendo o FhaB truncado
(pET24b/FhaB2/3) foi efectuada utilizando utilizando o Big Dyes
kit (Applied biosystems) e andlise num sequenciador de ADN ARIT
373/A nas condicbdes descritas pelo fornecedor. A sequéncia de

nucledétidos resultante é apresentada na Figura 6.

Expressdo e Purificacdo de proteina FhaB recombinante

truncada em Escherichia coli.

A construcgdo do vector de clonagem/expressdo pET24b/FhaB2/3
foi descrita acima. Este vector comporta o gene FhaB truncado
isolado a partir da estirpe H44/76 em fusdo com uma cadeia de 6
residuos de Histidina (no terminal C do produto recombinante),
colocado sob o controlo do forte promotor do bacteridfago T7
gene 10. Para o estudo da expressao, este vector foi introduzido
na estirpe de Escherichia coli Novablue (DE3) (Novagen), nas
quais, o gene para a polimerase T7 é colocado sob o controlo do
promotor lac reguldvel ©pela isopropil-beta-D-tiogalactdsido
(IPTG). As culturas 1liguidas (100 mL) da estirpe de E. colil
Novablue (DE3) [pET24b/FhaB2/3] recombinante foram cultivadas a
37 °C, sob agitacao, até a densidade o6ptica a 600 nm (DO 600)
atingir 0,6. Nesse ponto, foi adicionado IPTG a uma concentragao
final de 1 mM e a cultura foi cultivada por mais 4 horas. A
cultura foi entdo centrifugada a 10000 rpm e o precipitado foi
congelado, a -20 °C, durante, pelo menos, 10 horas. Apbds
descongelar, o precipitado foi ressuspendido durante 30 min, a
25 °C, em tampao A (6 M de cloridrato de guanidina, 0,1 M de
NaH,PO,, 0,01 M de Tris, pH 8,0), passado trés-vezes através de
uma agulha e clarificado por centrifugacao (20000 rpm, 15 min).
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A amostra fol entdo aplicada a uma taxa de fluxo de 1 mL/min
numa coluna Hitrap com Ni?' (Pharmacia Biotech). Apds passsagem
do fluxo, a coluna foi lavada sucessivamente com 40 mL de tampéao
B (8 M de Ureia, 0,1 M de NaHy;PO4, 0,01 M de Tris, pH 8,0), 40 mL
de tampdo C (8 M de Ureia, 0,1 M de NaH,PO,, 0,01 M de Tris, pH
6,3). A proteina FhaB2/3/His6 recombinante foi entdo eluida da
coluna com 30 mL de tampdo D (8 M de Ureia, 0,1 M de NaH;PO,,
0,01 M de Tris, pH 6,3) contendo 500 mM de imidazole e foram
recolhidas fracgdes de 3 mL. Como apresentado na figura 7, uma
proteina FhaB-2/3/His6 altamente enriquecida, gque migra por
volta dos 154 kDa (massa molecular relativa estimada), foi
eluida da coluna. Este polipéptido foi reactivo contra um
anticorpo monoclonal de murganho produzido contra o motivo
5-histidina. Em conjunto, estes dados indicam gue a FhaB2/3 pode

ser expressa e purificada sob uma forma recombinante em E.coli.

Imunizagdo de murganhos com FhaB2/3/His recombinantes

A proteina FhaB2/3/His6é recombinante parcialmente purificada
expressa em E. coli foil injectada trés vezes em murganhos Balb/C
nos dias 0, 14 e 29 (10 animais/grupo). Os animais foram
injectados pela via subcuténea com cerca de 5 pg de antigénio em
duas diferentes formulagdes: adsorvidas em 100 pg de AlPO, ou
formuladas em emulsadao SBAS2 (emulsdao SB62 contendo 5 pg de MPL e
5 ng de QS21 por dose). Um grupo controlo negativo consistindo
em murganhos imunizados com apenas a emulsdao SBAS2 foi, também,
adicionado na experiéncia. Os murganhos foram sangrados nos dias
29 (15 dias P6s II) e 35 (6 dias Po6s III) de modo a detectar
anticorpos anti-FhaB especificos. Os anticorpos anti-FhaB

especificos foram medidos em SO0ros misturados (de
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10 murganhos/grupo) por ELISA na FhaB2/3/His recombinante

purificada.

Exemplo 11: Actividades de bloqueamento de adesdo de soros

de murganho e de coelho produzidas contra os antigénios FHA, Hap

e Hsf

As proteinas homélogas com as tipo FHAB, tipo Hsf e tipo Hap
meningocdcicas foram descritas previamente como sendo
importantes determinantes de viruléncia e para mediar a adeséo
bacteriana de Bordetella pertussis (FHA) e Haemophilus influenza
(Hap e Hsf). A adesdao a células epiteliais e endoteliais ¢é
conhecida como sendo crucial para a colonizacdo das nasofaringes
e cruzamento da barreira hemato-cefdlica pelo meningococos.
Deste modo, a interferéncia com a adesdao de N. meningitidis
representa uma abordagem valiosa para controlar a colonizacédo e
infecgcdo meningocécica. Agqui testou-se se os antisoros dirigidos
contra os antigénios meningocécicos FHAB 2/3*%, tipo Hap e tipo
Hsf foram capazes de interferir com a adesdao de Neisseria
meningitidis a células endoteliais. Foi wutilizado o seguinte

procedimento experimental:

Inibicdo da adesdo a HUVECs: a estirpe meningocdcica de

teste utilizada neste estudo foi um derivado nao capsulado, néao
piliado, Opa-— e Opc— da estirpe NmA8Q013. As células
meningocdcicas (2.10E5 unidades formadoras de coldénias (CFU) do
derivado NmA8013) foram incubadas durante 30 minutos, a 37 °C,
num meio composto por 400 uL de RPMI, 50 pL de soro fetal de
bovino e 50 pL do soro a ser testado para as propriedades de
bloqueio de adesdo. Esta mistura foi depois colocada num pogo
contendo monocamadas confluentes das células endoteliais de veia
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umbilical humana (HUVECs) cujo meio de cultura foi previamente
removido. As Dbactérias e as células HUVEC foram incubadas
durante 4 horas a 37 °C, sob 5% de CO,. As monocamadas de células
foram, depois, lavadas trés vezes com soro RPMI fresco e
subsequentemente raspadas da placa. As CFU associadas as células
HUVEC foram depois determinadas por diluicéao seriada e
plaqueamento do lisado de células em placas GC. As placas foram
incubadas durante 48 horas, a 37 °C, para permitir a recuperacao

e crescimento de meningococos associados a células.

Actividades de adesdo-bloqueio de soros de murganho e de

coelho produzidos contra FHAB2/3*® recombinante, antigénios Hap &

hsf: anticorpos anti-FHA 2/3, anti-Hsf de comprimento total
(descrito no documento W099/58683) e anti-Hap de comprimento
total (documento W099/55873), assim como anti-soros dirigidos
contra os correspondentes Hsf & dominio de passagem de Haps,
interferem com a adeséao meningocdcica a células HUVEC
endoteliais. A Figura 8 mostra que anticorpos especificos
induzidos por FHA 2/3 formulados em AlPO, foram capazes de inibir

a adesdo de Neisseria meningitidis B a células HUVEC em

comparagdo com apenas o adjuvante. Quando comparado com O
adjuvante SBAS2 isolado (sem antigénio, grupo 4), o abs anti-FHA
2/3 (formulacdo SBAS2) ¢é ainda eficaz, mas menos potente do que
A1PO,. O adjuvante SBAS2 isolado (sem antigénio) nao induz
anticorpos capazes de interferir com a adesdo. Comparado com O
grupo 4, os anticorpos anti-Hap (grupo 1) podem ter um ligeiro
efeito de inibigcdo. No grupo 5; quando é testada a mistura de
anticorpos anti-FHA 2/3, anti-Hsf e anti-Hap, inibicdo da adesao
¢ mais forte do que com anti-FHA 2/3 isolado, sugerindo um
efeito sinergético dado pelos anticorpos anti-Hap e anti-Hsf.
Numa segunda experiéncia de inibicao (Fig 2), um antissoro
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especifico de coelho dirigido contra anti oMV que
sobre-expressam Hsf (como uma proteina candidata) foi capaz de

inibir parcialmente a fixagcdo de Neisseria meningitidis B as

células endoteliais em comparagdao com o controlo negativo
(grupo 3 vs 4). Foi demonstrado que este antissoro de coelho
continha um titulo de anticorpo anti-Hsf especifico. Os
anticorpos contra Hsf rec (Hsf de passagem e Hsf de comprimento

total) sdao também capazes de inibir a adesdao de bactérias em

células HUVEC. Isto é verdade com SOros de murganho
(grupos 5 - 6) assim como com soros de coelho (numa extensao
laser) (grupos 7-8). Nesta segunda experiéncia, anticorpos

especificos anti-rec FHA 2/3 (grupo 1) Jja testados na primeira
experiéncia confirmam o seu efeito inibidor muito elevado. Estes
resultados indicam que estes antigénios especificos (Hap, FHA2/3
e Hsf), isolados ou em combinacgdao, sao antigénios de wvacina

interessantes.

Exemplo 12: Efeito protector de OMV Recombinantes no modelo

de exposig¢do em murganho

Varias OMV recombinantes foram avaliadas em murganhos Balb/C
para o seu efeito protector apds exposicdo letal. Este modelo de
imunizacao activa envolveu injeccao intraperitoneal de
meningococos de varias estirpes (ressuspensas em meio TSB sem
ferro) em murganhos adultos Balb/C ou OF1 (6 - 8 semanas de
idade), apds uma série de imunizacdo pela via subcuténea. O
dextrano de ferro, utilizado como uma fonte externa de ferro
parece ser necessario manter bacteriemia e induzir a mortalidade
num animal infectado. Embora este modelo IP em murganho tenha
mostrado ser eficaz para avaliar a viruléncia, a proteccgao
imunitdria e o papel do ferro na infeccgdo, estes ndo incorporam
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a fase de transporte faringico, gue precede a bacteriemia e a
meningite em humanos. Este modelo foi utilizado para rastrear os
varios candidatos OMV que sobre-expressam NsphA, TbpA ou Hsf. Nas
experiéncias que se seguem, murganhos Balb/C (consanguineos) ou
OF 1 (ndo relacionados) foram imunizados trés vezes nos dias 0,
14 e 28 pela via subcutédnea com 3 (PVOONO049) a 5 ug
(experiéncias PVOONO035 e PVOONOQ43) de oMV rec. que
sobre-expressam Hsf, NspA ou TbpA formulados em Al(OH)s (100 ng
Al (OH)s3/animal) (PVOONO0O35 e PVOON043) ou em AlPO, (100 ng de
Al1PO,/animal). Depoils, os animais sdo sangrados nos dias 28
(dia 14 passado II) e 35 (dia 7 passado III) para avaliacao
especifica de Ab. No dia 35, 10 mg de dextrano de ferro sao
injectados intraperitonealmente uma hora antes da exposigao. As
exposicgdes foram efectuadas com as estirpes H44/76
(B:15:P1.7,16) ou CU-385 (B:4:P1.19,15), com cerca de 1,10 e7
CFU/animal (ver a tabela de resultados para as exactas doses de
exposicdo). As estirpes heterdlogas preparadas com a estirpe CU-
385 é mais restringente do quando se utiliza a estirpe homdloga.
As mortalidades foram registadas desde os dias 1 a 5. A tabela 1
ilustra a seguir que guando em comparac¢ao com OMV porA (-) e com
OMV porA (+) numa menor extensdo, existe ja uma melhor proteccgédo
observada com OMV TbpA (+) (1/10 e 3/5 para porA(-) e 9/10 e 3/5
para porA (+)), com OMV NspA (+) (4/10 e 4/5) e com OMV Hsf (+)
(3/10, 2/10 e 3/5). Isto €& a observacao global gque se pode fazer
nestas trés experiéncias. Estes dados mostram que os antigénios
TbpZ, Hsf e NspA, expressos a superficie das vesiculas, sao de

interesse para uma futura vacina menB.
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Tabela

vesiculas de membrana externa recombinante.

1: Actividade protectora no modelo de murganho de

A tabela resume o0s

resultados obtidos durante trés experiéncias (PV0OON35, PV0OON043
& PVOONO49)
OMV (vesiculas)

Taxa de sobrevivéncia (no dia da

protecgdo activa em murganho
Rec OMV | PVOONO35 em | PVOONO43 em | PVOONO49 em Abs
(H44/76 de murganhos murganhos murganhos Imunoespecificos
fundo = por OF1 Balb/c OF1 por Médias de
A P1.17, Estirpe de exposigdo (+ Elisa — PVOONO49
le) H44/76 H44/76 CU-385 apenas

(B:15:P1.7, | (8:15:P1.7, | (B:4:P1.19,1

1.27 1.0 1.1

OMV porA(-) 1/10 0/10 1/5 /
oMV por 2/10 9/10 4/15 /
A(+)
OMV ThpA NT 9/10 3/5 <
POTrA(+)
oMV TbpA NT 1/10 3/5 <
porA (-)
oMV NspA 1/10 4/10 4/5 155 - (<
porA (-)
oMV Hsf 3/10 2/10 3/5 7802 - (5496)
PorA(-)
OMV Hsf Por NT 9/9 NT /
A(+)
Sem 0/10 0/10 1/5 /
antigénio

NT : Nao testada.
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Exemplo 13: Efeito protector de antigénios de subunidade

recombinantes no modelo de exposigdo em murganho

Varias proteinas recombinantes purificadas foram avaliadas
em murganhos Balb/C para o seu efeito protector apds exposicédo
letal. Este modelo de imunizacgcao activa envolveu a 1injeccéao
intraperitoneal de meningococos de varias estirpes (ressuspensas
em meio TSB sem ferro) em murganhos adultos Balb/C ou OF 1 (6 -
8 semanas de idade) apdés uma série de imunizagdes por via

subcutéanea.

O dextrano de ferro, utilizado como uma fonte externa de
ferro parece ser necessdario para manter a bacteriemia e induzir
a mortalidade num animal infectado. Embora este modelo IP em
murganho tivesse mostrado ser eficaz para avaliar a viruléncia,
proteccdo imunitdria e o papel do ferro na infeccdo, estes nao
incorporam a fase de transporte faringico, gque ©precede a
bacteriemia e meningite em humanos. Este modelo foi wutilizado
para rastrear varios candidatos a vacinas de subunidade menB

como as moléculas recombinantes FrpC, TbpA, FHA2/3 e Hap.

Nesta experiéncia, os murganhos OF1 (ndao relacionados) foram
imunizados trés vezes nos dias 0, 14 e 28 pela via subcuténea
com 5 pg (PVOONO0O50) destas proteinas formuladas em A1PO, (100 ug)

na presenca de 10 ug de MPL (por animal).

Depois, o0s animais sdo sangrados nos dias 28 (dia 14
passado II) e 35 (dia 7 passado III) para avaliacao especifica
de Ab, enquanto sao expostos no dia 35. No dia da exposicgao, 10
mg de dextrano de ferro sdo injectados intraperitonealmente uma
hora antes da exposicdo. As exposicgdes foram efectuadas com as
estirpes CU-385 (B:4:P1.19,15), que sao heterdélogas neste caso,
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de facto, as sequéncias dos antigénios que vém da H44/76
(B:15:P1.7,16), excepto para o TbpA do qual a sequéncia vem da

estirpe B16B6 (B:2a:P1.2).

Os resultados ilustrados na tabela 2 indicam que FrpC, TbpA,
FHAB2/3rd, Hap induzem proteccao significativa neste modelo: de
2 a 4 em 5 murganhos sobreviveram apds exposicdo, em comparacgao
com apenas 1/5 com o adjuvante isolado. Em todos os grupos,
menos um, o titulo do anticorpo especifico foram elevados
(titulo de anti-TbpA especifico foi moderado). Todos estes dados
apoiam que o dominio conservado de FrpC, FrpA, FrpA/C, TbpA,
FHAB2/3rd, Hap apresenta como antigénios de subunidade, isolados
ou em combinacdo, sao de interesse para o desenvolvimento de uma

vacina menB.
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Tabela 2: Actividade protectora no modelo de murganho de
vesiculas de membrana externa recombinante. A tabela resume oS

resultados obtidos durante uma experiéncia (PVOONO050).

Antigénios de subunidade
Taxa de sobrevivéncia
(no dia 5) Modelo de
Murganho De Protecgéo
Activa
Antigénios PVOONO50 (em murganho | Ab ImunoEspecifica
subunidade rec (a OF1l) pela Média em Elisa
partir da sequéncia |Estirpe de exposicdo - (GMT)
de H44/76 Ag) (+ dose)
CU-385 (B:4:pl.19, 15)
1,4 10e7
Tratado com FrpC 3/5 31477- (27068)
Ca2**
FHAB 2/3 rearranijado 2/5 98200 - (73220)
FHAB 2/3 ndo 3/5 55939 - (35347)
rearranjado
Hap N-ter 4/5 9960 - (12811)
recTbpA em SBAS4 3/5 875 - (520)
SBAS4 1/5 /

Exemplo 14: Método para mostrar o efeito sinergético de

combinagdes de antigénios de vacina

Diferentes OMV recombinantes disponiveis (OMV porA (+)

rmp-LbpB, OMV porA (-) TbpA (+) Hsf (+), OMV porA (-) TbpA (+),
OMV porA (-) NspA (+), OMV porA (-) Hsf (+), OMV porA (-) TbpA
(+) NspA (+)) podem ser testados isolados ou em combinacdo para

determinar estatisticamente as melhores combinacdes, em termos

de deteccdao de um efeito sinergético destas combinacgdes de
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candidatos a vacinas. Este trabalho pode também ser efectuado
com combinacgdes de antigénios de subunidade, assim  como
combinacdo de antigénios de subunidade + OMV recombinantes. 32
grupos de 5 murganhos OFl/gripo podem ser injectados e testados
para actividade bactericida & opsdénica no soro, proteccgado activa
e passiva no modelo de murganho (se houver necessidade de
utilizar quantidades sub-déptimas de antigénios individuais). Uma
indicacdao de combinacgbdes de antigénios sinergisticas é se o
nivel de ©protecgado conferido apds imunizacdo combinada é

superior ao da soma dos antigénios individuais.

Exemplo 15: Andlise SDS-PAGE do conteudo em Hsf e TbpA das

Vesiculas da Membrana Externa corado com azul de Coommassie

15 ng de proteina em preparacgdes de vesicula da membrana
externa com regulacado positiva de Hsf ou TbpA ou de Hsf e TbpA,
foram diluidas num tampao de amostra contendo R-mercaptoetanocl e
aquecidas, a 95 °C, durante 10 minutos. As amostras foram,
depois, separadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Novex 4-20%
de Tris-glicina 1,5 mm 2Dwell SDS Page), corados em azul de
Coomassie durante uma hora e descorados em varias lavagens de
descoloracao. Os resultados sao apresentados na Figura 9, dque
mostram que o nivel de Hsf e TbpA sao consideravelmente maiores
em preparacgdes de vesicula da membrana externa, derivadas de N.

meningitidis em que o nivel de expressao foi melhorado.
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Exemplo 16: Imunogenicidade de OMV com regulagado positiva de

Hsf e/ou TbpA

Grupos de 20 murganhos foram imunizados trés vezes com OMV
pela via intramuscular nos dias 0, 21 e 28. Cada inoculacao foi
constituida por 5 pg (conteudo em proteina) de OMV formulados em
A1PO, com MPL. As OMV  foram derivadas da estirpe de
N. meningitidis H44/76, manipulada de modo a que 0s
polissacaridos capsulares e PorA fossem regulados negativamente.
Uma comparagac foi efectuada com OMV em que Hsf, TbpA, Hsf e
TbpA ou nenhum foram regulados positivamente. No dia 41, foram
retiradas amostras de sangue para andlise por ELISA ou por

ensaio bactericida em soro.

ELISA para detectar anticorpos contra Hsf

Microplacas de 96 pocgos (Nunc, Maxisorb) foram revestidas
durante a noite, a 4 °C, com 100 pL de 1 ug/mL de antigénio
especifico em PBS. Apds lavagem com NaCl a 150 mM de Tween 20 a
0,05%, as placas foram saturadas com 100 pL de PBS-BSA a 1% sob
agitacao, a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Entre cada
passo (efectuados sob agitacdo a temperatura ambiente durante
30 min e com PBS-BSA a 0,2% como tampao diluente), os reagentes
em excesso foram removidos por lavagem com NaCl-Tween 20. Cem
microlitros de amostras diluidas em soro foram adicionados por
micropogo. Os anticorpos ligandos foram reconhecidos por uma Ig
anti-murganho biotinilada (Prosan) (1/2000). 0 complexo
antigénio-anticorpo foi divulgado por incubacao com
estreptavidina- conjugado de peroxidase biotinilada (Amersham)
(1/4000). OrtoFenilenoDiamina/H,0, (4 mg/10 mL de tampdo citrato
0,1 M pH 4,5 + 5 uL de H;0;) é utilizada para divulgar o ensaio.
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As placas foram incubadas, durante 15 min, a temperatura
ambiente no escuro antes da interrupcdo da reaccdao por adicao de

50 pL de 1 N de HC1l. A absorvéncia foi lida a 490 nm.

Ponto Médio da Titulacgao

(em soros misturados)

gl, vesiculas TbpA-HSF, IM 15471
g2, vesiculas TbpA, IM 15,41
g3, vesiculas HSF, IM 14508

g4, vesiculas CPS(-)PorA(-), IM -
g5, MPUAIP04, IM -

Os resultados apresentados na tabela acima, mostram que
titulos de anticorpo elevados e equivalentes contra Hsf foram
produzidos por imunizacdo com OMV com regulacdo positiva de Hsf
ou Hsf e TbpA. Virtualmente, nenhum anticorpo contra Hsf pode
ser detectado em soros produzidos apds inoculacdo com adjuvante
isolado ou OMV em que nem Hsf nem TbpA foram regulados
positivamente ou oMV em que apenas TbhpA foi regulado

positivamente.

Exemplo 17: Actividade Bactericida no Soro de antisoros

produzidos contra OMV com regulacdo positiva de Hsf e/ou TbpA

A actividade bactericida no soro de antisoros dos murganhos
inoculados com OMV com regulacao positiva de Hsf, TbpA, Hsf e
TbpA ou sem regulacdao positiva foram comparados em ensaios
utilizando a estirpe homdloga H44/76 ou as estirpes heterdlogas
Cu385. 0O ensaio bactericida em soro foil apresentado para mostrar

boa correlacdao com a protecgcao e & deste modo uma boa indicacéao
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de quido eficaz uma composicdo candidata serd na estimulacao de

uma resposta imunitdria protectora.

As estirpes de tipo selvagem de Neisseria meningitidis de
serogrupo B (estirpe H44/76 =B:15.P1.7,16 L3,7,9 e estirpe
Cu385 =B: 4 P1.19,15 L3,7,9) foram cultivadas durante a noite em
placas de Petri com MH + 1% Polyvitex + 1% soro de cavalo, a
37 °C, + 5% de CO,;. Estas foram subcultivadas durante 3 horas num
meio TSB ligquido suplementado com 50 uM de Desferal (Quelante de
ferro) a 37 °C sob agitacdo para atingir uma densidade déptica de

aproximadamente 0,5 a 470 nm.

Os soros misturados ou individuais foram inactivados durante
40 min a 56 °C. As amostras de soro foram diluidas 1/100 em
HBSS-BSA a 0,3% e, depois, serialmente diluidas em duas vezes
(8 diluig¢des) numa volume de 50 pL em microplacas de fundo

redondo.

As bactérias, com a DO apropriada, foram diluidas em HBSS-
BSA a 0,3% para produzir 1,3 10e4 CFU por mL. Foram adicionados
37,5 plL desta diluicdo as diluigbdes do soro e as microplacas
foram incubadas durante 15 minutos, a 37 °C, sob agitacao.
Depois, 12,5 pL de complemento de coelho foram adicionados a
cada pog¢o. Apdés 1 hora de incubacao, a 37 °C, e sob agitacao, as

microplacas foram colocadas em gelo para interromper a morte.

Utilizando o método inclinado, 20 pL de cada pogo foram
plagueados em placas de Petri de MH + 1% Polyvitex + 1% de soro
de cavalo e incubadas durante a noite, a 37°C +CO,. As CFU foram
contadas e a percentagem de mortalidade foi calculada. O titulo
do soro bactericida € a ultima diluicdo produzindo =2 50% de
morte.
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H44/76 cu385
oMV GMT % de GMT % de
responsivos responsivos
CPS(-) PorA (-) 93 30% 58 5%
CPS(-) PorA (-) Hsf 158 40% 108 20%
CPS(-) PorA (-) TbpA 327 60% 147 30%
CPS(—-) PorA (-) Hsf - TbpA 3355 100% 1174 80%

Os resultados semelhantes aos apresentados na tabela acima

foram obtidos em duas outras experiéncias semelhantes.

Um aumento dramdtico nos titulos bactericidas (GMT) contra a

estirpe homdéloga e as estirpes heterdlogas foram observadas apds

vacinagéao com OMV em que Hsf e TbpA  foram regulados

positivamente. Por comparacao, o0s GMT Dbactericidas medidos em
murganhos vacinados com OMV com Hsft ou TbpA  regulados
positivamente foram semelhantes aos obtidos com murganhos

vacinados com OMV de controlo.

O Dbeneficio da dupla regulacdao positiva foi também

claramente observado na percentagem de murganhos que produziram
um nivel bactericidas (titulos

significativo de anticorpos

superiores a 1/100), particularmente nas experiéncias utilizando

as estirpes heterdlogas.
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Exemplo 18: Efeito da mistura de soros anti-Hsf e anti-TbpA

na actividade bactericida

Os grupos de 20 murganhos foram imunizados trés vezes com
OMV pela via intra-muscular nos dias 0, 21 e 28. Cada inoculacéo
foi constituida por 5 pg (contetdo em ©proteina) de OMV
formulados em Al1PO; com MPL. As OMV foram derivadas da estirpe N.
meningitidis H44/76, manipulada de modo a que os polissacaridos
capsulares e PorA foram regulados negativamente. Um grupo de
murganhos foi imunizado com OMV controlo em gque nao existiu
regulacdo positiva de proteinas. Num segundo grupo, a expressao
de Hsf foi regulada positivamente, num terceiro grupo a
expressado de TbpA foi regulada positivamente e num quarto, a

expressao de ambos Hsf e TbpA foi regulada positivamente.

Os soros foram misturados, utilizando soros de murganhos no
mesmo grupo ou por mistura de soros isolados a partir do grupo
com Hsf isolado ou TbpA isolado foram regulados positivamente. A
actividade bactericida no soro foi medida para cada um dos soros

misturados e os resultados sado apresentados na tabela a seguir.

SBA efectuado em soros misturados de | Titulo de SBA
murganhos imunizados com

Vesiculas TbpA-Hsf 774

Vesiculas TbpA 200

Vesiculas Hsf 50

Vesiculas CPS(-) PorA(-) 50

Mix de soros anti-TbpA + anti-Hsf 1162
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Os resultados na tabela acima mostram gque a mistura de
antisoros anti-Hsf e anti-TbpA resultaram numa muito maior
actividade Dbactericida no soro do que foi conseguido pelos
antisoros individualmente. O efeito sinergistico parece ser

conseguido pela presenca de anticorpos contra Hsf e TbpA.

Exemplo 19: Proteinas Hsf truncadas podem combinar

sinergisticamente com TbpA

Uma série de construcdes de Hsf truncado foram preparadas
utilizando procedimentos convencionais de biologia molecular.
Estes incluem uma construcdo que codifica os aminodcidos 1 a 54
que contém a sequéncia sinal de Hsf e os aminodcidos 134 a 592
de Hsf (TrlHsf). Um segundo Hsf truncado continha os aminodcidos
1-53 da sequéncia sinal de Hsf seguida por os aminodacidos
238-592 de Hsf (Tr2Hsf). Estas duas construgdes de Hsf truncado
e o Hsf de comprimento total foram introduzidos em N.
meningitidis B estirpe MC58 siaD-, Opc—-, PorA-, de modo a que a
sua expressao possa ser regulada positivamente e as vesiculas da
membrana externa foram produzidas utilizando os métodos acima

descritos.

As preparacdes de vesicula da membrana externa foram
adsorvidas em Al1(OH); e injectadas em murganhos nos dias 0, 21 e
28. No dia 42, 0s murganhos foram sangrados e 0SS SOros
preparados. Os soros foram misturados com soros de murganhos
vacinados com OMV que regularam positivamente TbpA e os ensaios

de soros bactericidas foram efectuados como acima descrito.
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Resultados

Titulos no Soro Bactericida

Grupo H44/76 CU385
MC58 PorA+ siaD+ 25600 25600
MC58 PorA- siaD- Hsf 1530 800
MC58 PorA- siaD- TrlHsf 1015 1360
MC58 PorA- siaD- Tr2Hsf 50 50
Controlo negativo 50 50
TbpA + MC58 PorA+ siaD+ 25600 24182
TbpA + MC58 PorA- siaD- Hsf 2595 1438
TbpA + MC58 PorA- siaD- TrlHsf 4383 2891
TbpA + MC58 PorA- siaD- Tr2Hsf 1568 742
TbpA + Controlo negativo 778 532

Os resultados apresentados na tabela acima divulgam gque a
primeira truncagem (TrlHsf) estimula uma resposta imunitdria que
€& capaz de combinagdo com antisoros contra TbpA para produzir
uma maior actividade bactericida no soro do que quando o Hsf de
comprimento total ¢é utilizado. ©No entanto, a extensao da
truncagem ¢é importante e a truncagem produzida em Tr2 tem um
efeito prejudicial em comparacgao com o Hsf de comprimento total.
A  actividade Dbactericida melhorada de TrlHsf foi observada

contra ambas as estirpes utilizadas.

Exemplo 20: Actividade no soro bactericida de anticorpos

contra TbpA, Hsf e uma terceira proteina meningocdédcica

A estirpe de N. meningitidis H66/76 em que PorA e 0s
polissacaridos capsulares foram regulados negativamente como

acima descrito, foi wutilizada como a estirpe de fundo para
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regular positivamente TbpA e Hsf, LbpB, D15, PilQ ou NspA
utilizando o procedimento acima descrito. As vesiculas de
membrana externa foram preparadas a partir de cada estirpe como
acima descrito. FHAb, FrpC, FrpA/C e Hap recombinantes foram
preparados utilizando técnicas aqui descritas anteriormente e
conhecidas na técnica (como descrito nos documentos

PCT/EP99/02766, W092/01460 e W098/02547).

As preparag¢des de vesicula da membrana externa e proteinas
recombinantes foram adsorvidas em Al(OH); e injectados em
murganhos nos dias 0, 21 e 28. No dia 42, os murganhos foram
sangrados e 0s so0ros preparados. 0Os soros contra TbpA e Hsf que
regularam positivamente as OMV foram misturados com soros de
murganhos vacinados com OMV contendo LbpB, D15, PilQ ou NspA OMV
ou recombinante FHAD, FrpC, FrpA/C ou Hap regulados
positivamente e o ensaio de soros bactericidas foram efectuados

como acima descrito.

Resultados

Os resultados sao apresentados na tabela a seguir. Em
ensalios wutilizando a estirpe homdloga H44/76, a adicdo de
anticorpos contra um terceiro antigénio meningocdédcico, com a
excepcgao FrpC, nao produz um titulo no soro bactericida mais
elevado do que o produzido utilizando anticorpos contra TbpA e

Hsf isolado.

No entanto, a adicdo de anticorpos contra um terceiro
antigénio foi wvantajosa num ensaio de soros bactericidas

utilizando uma estirpe heterdloga. Os anticorpos contra D15
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(OMP85), Hap, FrpA/C e LbpB foram particularmente eficazes no

aumento do titulo no soro bactericida contra a estirpe CU385.

Titulo do Soro Bactericida
Mix de Antisoros H44/76 CU385
anti-TbpA-Hsf e soros nao imunes 5378 2141
anti-TbpA-Hsf e anti-FHA 5260 2563
anti-TbpA-Hsf e anti-Hap 4577 5150
anti-TbpA-Hsf e anti-FrpA/C 5034 4358
anti-TbpA-Hsf e anti-LbpB 5400 4834
anti-TbpA-Hsf e anti-D15 4823 4657
anti-TbpA-Hsf e anti-PiIQ 4708 2242
anti-TbpA-Hsf e anti-NspA 4738 2518
anti-TbpA-Hsf e anti-FrpC 6082 2300

Exemplo 21: Efeito de FrpB KO em vesiculas da membrana

externa e na sSua capacidade para estimular uma resposta

imunitdria bactericida em estirpes homdélogas e heterdlogas

Duas estirpes de N. meningitidis H44/76 foram utilizadas
para preparar preparagdes de vesicula da membrana externa como
descrito no documento WO01/09350, utilizando uma extraccdo com
0,1% de DOC, de modo que o conteudo em LOS foi cerca de 20%. A
estirpe B1733 é siaD(-), PorA (-), tem regulacdao positiva de e
Trl Hsf (exemplo 19) e 1gtB estd anulado. A estirpe B 1820 B1733
é siaD(-), PorA(-), tem regulacdo positiva de Trl Hsf, 1gtB esta
anulado e FrpB estda também anulado. Ambas as estirpes foram
cultivadas em meios suplementados com 60 pM de Desferal de modo

a que as proteinas reguladas pelo ferro tal como LbpA/B e TbpA/B

sao reguladas positivamente.
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As preparagdes de vesiculas foram adsorvidas em Al (OH); e
5 ng foram injectados intramuscularmente em grupos de 30
murganhos no dia 0 e dia 21. As amostras de sangue foram

retiradas no dia 28.

Os ensaios bactericidas dos soros foram efectuados em trés
estirpes L3 (a estirpe homdéloga do tipo selvagem H44/76 e duas
estirpes L3 heterdlogas; NzZ1l24 e M97250687), como descrito no

exemplo 17.

Resultados
Vesiculas utilizadas H44/76 M97250687 Nz124
para inoculacgao GMT SC GMT SC GMT SC
B1733 1518 30/30 151 11/30 70 4/29
B1820 781 19/30 1316 24/30 276 19/30
GMT indica média geométrica do titulo dos soros no SBA.
SC indica o numero de murganhos soroconversores (titulo de SBA>1/100).

Os resultados mostram, claramente, gque vesiculas FrpB KO
(B1820) induzem uma melhor resposta heterdloga bactericida
cruzada do que as vesiculas FrpB(+) (B 1733). Os titulos de SBA
foram mais elevados e a maior proporgao de murganhos
soroconverteram—-se em estirpes M97250687 e Nzl1l24. Os resultados
na estirpe homdéloga nao foram tao bons como quando FrpB foi
removido. Estes dados sugerem dque FrpB conduz a resposta
imunitdria, mas uma vez que esta proteina da membrana externa &
altamente varidvel, os anticorpos contra esta proteina séao

apenas capazes de induzir a morte da estirpe homdloga.

Lisboa, 31 de Maio de 2013
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1.

REIVINDICACOES

Composigdo imunogénica compreendendo:

(i) um antigénio de proteina de auto-transporte de

Neisseria que é NadA ou Hsf;

(ii) um antigénio de proteina de aquisicdao de Fe de

Neisseria que é Lipo28 ou TbpA; e

(i1ii) uma composicado vesicula da membrana externa

compreendendo LPS imunotipo L3;

e em que os referidos antigénios, gquando presentes numa
vesicula da membrana externa, foram recombinantemente

regulados positivamente na vesicula da membrana externa.

Composicao 1imunogénica da reivindicagdo 1, em dque ©
antigénio da proteina de autotransporte de Neisseria e o
antigénio da proteina de aquisigcdo de Fe de Neisseria sao

isolados.

Composigdo 1imunogénica da reivindicagdao 1 ou 2, em gue a
referida composicdao imunogénica compreende uma composicao
de subunidades e a composicdao de vesicula da membrana

externa.

Composicdao imunogénica de qualgquer reivindicacédo anterior,
em que a composicao de vesicula da membrana externa

compreende LPS imunotipo L3,7,9.



10.

11.

12.

Composicadao imunogénica de qualgquer reivindicacdo anterior,
em que a composicdao de vesicula da membrana externa
compreende uma concentracdo de LPS imunotipo L3 que &
obtenivel utilizando extraccao com 0,02-0,4% de

desoxicolato.

Composicao imunogénica de qualquer reivindicacao anterior,
em que, pelo menos, um dos antigénios ¢é derivado de

Neisseria meningitidis.

Composicdo imunogénica da reivindicagédo 6, em gque todos o0s

antigénios sao derivados de Neisseria meningitidis.

Composicao imunogénica de qualgquer reivindicacao anterior,
compreendendo, ainda, um ou mals polissacdaridos bacterianos

capsulares ou oligossacaridos.

Composicao imunogénica da reivindicagdo 8, em que o0s
polissacaridos capsulares ou oligossacdridos sdo derivados
de Dbactérias seleccionadas do grupo consistindo em:

Neisseria meningitidis serogrupo A, C, Y e W-135.

Composicao imunogénica de qualgquer reivindicacdo anterior,

compreendendo, ainda, um adjuvante.

Composicado imunogénica da reivindicacdao 10, em que o

adjuvante compreende um sal de aluminio.

Composicdo imunogénica da reivindicacao 11, em que o sal de

aluminio é hidrdéxido de aluminio gel.



13.

14.

15.

16.

17.

Composicadao imunogénica de qualgquer reivindicacdo anterior,
em que o antigénio da proteina de autotransporte de

Neisseria é NadA.

Composicadao imunogénica de qualquer reivindicacao anterior,
em que o antigénio da proteina de aqguisicdo de Fe de

Neisseria € Lipo28.

Composicdo imunogénica de qualgquer reivindicacdo anterior,
compreendendo, ainda, um antigénio que ¢é uma proteina

associada a membrana de Neisseria.

Composicadao imunogénica de qualquer reivindicacao anterior,
que compreende, ainda, um antigénio seleccionado do grupo

congistindo em: GNA1870, Hap, LbpB e Omp85.

Composigdo imunogénica da reivindicacgdo 15 ou 16, em que o

antigénio adicional é isolado.

Lisboa 31 de Maio de 2013
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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ATGAATAARGGTTTACATCGCATTATCTTTAGTAAARAGCACAGCACCATGGTTGCAGTAGCCGAAACT
GCCAACAGCCAGGGCAAAGGTAAACAGGCAGGCAGTTCGGTTTCTGTTTCACTGAARACTTCAGGCGAC
CTTTGCGGCAAACTCAAAACCACCCTTARAACTTTGGTCTGCTCTTTGCTTTCCCTGAGTATGGTATTG
CCTGCCCATGCCCARATTACCACCGACARATCAGCACCTAAAAACCAGCAGGTCGTTATCCTTAAAACC
ARCACTGATGCCCCCTTCGTGAATATCCAAACTCCGAATGGACGCGGATTGAGCCACAACCGCTATACG
CAGTTIGATGTTGACAACAAAGGGGCAGTGTTAAACAACGACCGTAACAATAATCCGTTTGTGGTCAAA
GGCAGTGCGCAATTGATTTTIGAACGAGGTACGCGGTACGGCTAGCARACTCAACGGCATCGTTACCGTA
GGCGGTCAARAGGCCGACGTGATTATTGCCAARCCCCAACGGCATTACCGTTAATGGCGGCGGCTTTARA
AATGTCGGTCGGGCGCATCTTAACTACCGGTGCGCCCCAAATCCABCAAAGACGCGTGCACTGACAGGATTT
GATGTGCGTCAAGGCACATIGACCGTRGGAGCAGCAGGTTGGAATGATAAAGGCGGAGCCGACTACACC
GGGGTACTTGCTCGTGCAGTTGCTTTGCAGGGGAAATTACAGGGTAAAAACCTGECGGTTICTACCGGT
CCTCAGAAAGTAGATTACGCCAGCGGCGAAATCAGTGCAGGTACCGCAGCGGGTACGAAACCGACTATT
GCCCTTGATACTGCCGCACTGGGCGCTATGTACGCCGACAGCATCACACTGATTCGCCAATGAAAAAGGCT
GTAGGCGTCARAAATGCCGGCACACTCGAAGCGGCCAAGCAATTGATTGTGACTTCGTCAGGCCGCATT
GAAARCAGCGACCGCATCGCCACCACTGCCGACGGCACCGARGCTTCACCGACTTATCTCTCCATCGAR
ACCACCGAAAAAGGAGCGGCAGGCACATTTATCTCCAATGGTGGTCGGATCGAGAGCAAAGCCTTATTG
GTTATTGAGACGGGAGAARGATATCAGCTTGCGTARCGGAGCCGTGGTACAGAATARCGGCAGTCGCCCA
GCTACCACGGTATTAAATGCTGGTCATAATTTGGTGATTGAGAGCAARACTAATGTGAACAATGCCARA
GGCCCGGCTACTCTGTCGCCCCACGCGCCEGTACCGTCATCAAGGAGGCCAGTATTCAGACTGGCACTACC
GTATACAGTTCCAGCAAAGGCAACGCCGAATTAGGCAATAACACACGCATTACCGGGECAGATGTTACC
GTATTATCCAACGGCACCATCAGCAGTTCCGCCGTAATAGATGCCAAAGACACCGCACACATCGARGCA
GGCAAACCGCTTTCTTTGGAAGCTTCAACAGTTACCTCCGATATCCGCTTAAACGGAGGCAGTATCAAG
GGCGGCAAGCAGCTTGCTITACTGGCAGACGATAACATTACTGCCARAAACTACCAATCTGAATACTCCC
GGCAATCTGTATGTTCATACAGGTARAGATCTGAATTTGAATGTTGATAAAGATTTIGTCTGCCGCCAGT
ATCCATTTGARATCGGATAACGCTGCCCATATTACCGGCACCAGTAAAACCCTCACTGCCTCARAAGAC
ATGGGTGTGGAGBCAGGCTCGCTGAATGTTACCAATACCARTCTBCGTACCARCTCGGETAATCTGCAC
ATTCAGGCAGCCAAAGGCAATATTCAGCTTCGCAATACCAAGCTGAACGCAGCCAAGGCTCTCGARACC
ACCGCATTGCAGGGCAATATCGTTTCAGACGGCCTTCATGCTGTTTCTGCAGACGGTCATGTATCCTTA
TTGGCCAACGGTAATGCCGACTTTACCGGTCACAATACCCTGACAGCCAAGGCCGATGTCAATGCAGGA
TCGGTTGGTAARRGGCCGTCTCAAAGCAGACAATACCAATATCACTTCATCTTCAGCAGATATTACGTTG
GTTGCCGGCARCGGTATTCAGCTTGGTGACGGAAARCAACGCAATTCAATCAACGAAAAACACATCAGC
ATCAARAACARCGGTGGTAATGCCGACTTARAAAACCTTAACGTCCATGCCAAAAGCGGGGCATTGARC
ATTCATTCCGACCGCGCATTCGAGCATACAAAATACCAAGCTGGAGTCTACCCATAATACGCATCTTAAT
GCACAARCACGAGCGGGTAACGCTCAACCAAGTAGATGCCTACGCACACCGTCATCTAAGCATTACCGGC
AGCCAGATTTGGCARAACGACARACTGCCTITCTGCCAACAAGCTGGTGGCTAACGGTGTATTGGCACTC
AARTGCGCGCTATTCCCAAATTGCCAACAACACCACGCTCAGAGCGGGTGCARTCARCCTTACTGCCGET
ACCGCCCTIAGTCAAGCGCGGCAACATCAATTGGAGTACCGTTICGACCAAAACTTTGARAGATAATGCC
GAATTAARACCATTGGCCGGACGGCTGAATATTGAAGCAGGTAGCGGCACATTAACCATCGAACCTGBCC
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AACCGCATCAGTGCGCATACCGACCTGAGCATCAARACAGGCGGARAATTGCTGTTGTCTGCAAAAGGA
GGRAATGCAGGTGCGCCTAGTGCT CAAGTTTCCTCATTGGARGCAAARGGCAATATCCGTCTGGTTACA
GGAGAAACAGATTTAAGAGGTTCTAAAATTACAGCCGGTAARAACTTGGTTGTCGCCACCACCAAAGGC
AAGTTGAATATCGARGCCGTARACAACTCATTCAGCAARTTATTTICCTACACAAAAAGCGGCTGAACTC
AACCAAAAATCCAAAGAATTGGAACAGCAGATTGCGCAGTTGAAAAAAAGCTCGCCTAAARGCAAGCTG
ATTCCAACCCTGCAAGAAGAACGCGACCGTCTCGCTTTCTATATTCAAGCCATCAACAAGGAAGTTAAA
GGTAAAAAACCCAAAGGCAAAGAATACCTGCAAGCCAAGCTTTICTGCACAAAATATTGACTTGATTTCC
GCACAAGGCATCGAAATCAGCGGTTCCGATATTACCGCTTCCAAAAAACTGAACCTTCACGCCGCAGGC
GTATTGCCAAAGGCAGCAGATTCAGAGGCGGCTGCTATTCTGATTGACGGCATAACCGACCAATATGAA
ATTGGCAAGCCCACCTACAAGAGTCACTACGACAAAGCTGCTCTGAACAAGCCTTCACGTTTGACCGGA
CGTACAGGGGTAAGTATTCATGCAGCTGCGGCACTCGATGATGCACGTATTATTATCGGTGCATCCGAA
ATCAAAGCTCCCTCAGGCAGCATAGACATCAAAGCCCATAGTGATATTGTACTGGAGGCTGGACAARAAC
GATGCCTATACCTTCITAAARACCAAAGGTAAAAGCGGCAAARTCATCAGAAAAACCARGTTTACCAGC
ACCCGCCACCACCTGATTATGCCAGCCCCCGTCCAGCTGACCGCCAACGGCATAACGCTTCAGEGCAGGC
GGCAACATCGAAGCTAATACCACCCGCTTCAATGCCCCTCGCAGGTAAAGTTACCCTGGTTGCGGGTGAA
GAGCTGCAACTGCTGGCAGARGAAGGCATCCACAAGCACGAGTTGGATGTCCAAAARAGCCGCCGCTTT
ATCGGCATCAAGGTAGGCAACAGCAATTACAGTAAARACGAACTGAACGAAACCAAATTGCCTGTCCGC
GTCGTCGCCCAAACTGCAGCCACCCGTTCAGGCTGGGATACCGTGCTCGAAGGTACCGAATTCAAAACC
ACGCTGGCCGGTGCGGACATTCAGGCAGCTGTAGGCGAAAAAGCCCGTGCCGATGCGAAAATTATCCTC
AAAGGCATTGTGAACCGTATCCAGTCGGAAGAAAAATTAGAAACCAACTCAACCGTATGGCAGAAACAG
GCCGGACGCGGCAGCACTATCGAAACGCTGAAACTGCCCAGCTTCGAAAGCCCTACTCCGCCCARACTG
ACCGCCCCCGGTGGCTATATCGTCGACATTCCGAAAGGCAATTTGAAAACCGAAATCGAAAAGCTGGCC
ABRACAGCCCGAGTATGCCTATCTGAAACAGCTCCAAGTAGCGAAAAACACTAGTGGCCACCATCACCAT
CACCATTA STOP -3’
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E. coli BL 21 pET24-b/Indugdo as 20 h

v
Prensa Francesa
(Tris a 50 mMIEDvTA a5mM, pH 8,0)
60’ a 10 000 rpm (JA10)
solubilizar precipitado em Pi a 20 mM/ureiaa 8 M, pH 7,0
1Hem agitvagéo aTA*
30"a 10000 rpm (JA10)
CEX em SPYSepharose-XL
Pi a 20mM/Ureia a 8 M'veluigéo +/-120 mM de NaCl

IMAC em Sepharose-FF-Cu++ quelante
Pi a 20 mM/NaCl a 0,5 M/Ureia a 8 M; eluigao +/- 20 mM de Imidazole

GPC em Suvperdex $-200
(PBS pH 6,8/arginina a 0,5M)
filtragao esteéril

v
Massa purificada
&&
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Figura8 A
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Figura 8 B

Inibigao da adesao celular
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Figura 9
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