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DESCRICAO

EPIGRAFE: | “EXPRESSOES HIBRIDAS DE PROTEINAS DE NEISSERIA”

CAMPO TECNICO

Esta invencdo estéd incluida no campo da expressdo de
proteinas. Em particular, refere-se a expressdo heterdloga de
proteinas a partir da Neisseria (por exemplo N.gonorrhoeae ou,

preferivelmente, N.meningitidis).

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Os Pedidos de Patente Internacionais W099/57280 e
WO00/22430 revelam proteinas provenientes da Neisseria
meningitidis e Neisseria gonorrhoeae. Estas proteinas sé&o
tipicamente descritas como sendo expressas em £E.coli (i.e.
expressdo heterdloga) quer como fusdes GST N-terminais ou
fusdes C-terminais marcados com His, se bem que outros
sistemas de expresséo, incluindo expressdo em Neisseria
nativa, sdo também revelados.

Guillen et al., Biotecnolagia aplicada, 1996, wvol. 13,
n.4, paginas 271-275 descreve uma proteina de fusdo da
Neisseria P.1.15 com a proteina P64K e a sua expressido em
E.coli.

E um objecto da presente invencdo fornecer tentativas
alternativas e aperfeicoadas para a expressdo heterdloga
dessas proteinas. Estas tentativas afectardo, tipicamente, o
nivel de expressdo, a facilidade de purificacdo, a localizacéo
celular da expressdo, e/ou as propriedades imunoldégicas da

proteina expressa.




EXPOSIGAO DA INVENGAO

De acordo com a invencédo, duas proteinas da neisseria sé&o
expressas como uma unica proteina hibrida. E preferivel que
ndo seja utilizado nenhum parceiro de fusdo nédo-Neisseria
(e.g. GST ou poli-His).

Isto oferece duas vantagens. Primeiro, uma proteina que
pode ser instédvel ou fracamente expressa por Si mesma pode ser
auxiliada adicionando um parceiro hibrido adequado que
ultrapassa o problema. Em segundo lugar, o fabrico comercial é
simplificado - apenas necessitam de ser wutilizadas uma
expressdo e uma purificacdo para produzir duas proteinas
separadamente Uteis.

Assim, a invencdo fornece uma proteina hibrida com a
férmula NH;-A-B-COOH, na qual A compreende a proteina da
Neisseria AG287 e B compreende a proteina de Neigsseria 953, e
na qual a sequéncia de aminoacidos da proteina hibrida é como
revelado na SEQ ID NO:6 ou ¢é uma sequéncia gue possui
identidade de sequéncia com a mesma superior a 70%.

As proteinas sdo preferivelmente provenientes da estirpe
2996 ou da estirpe 394/98.

Preferivelmente, as proteinas constituintes (A e B), numa
proteina hibrida, de acordo com a invencdo, serdo provenientes
da mesma estirpe.

As proteinas fundidas na hibrida podem ser directamente

ligadas, ou podem ser ligadas através dum péptido linker,

e.g., através dum linker poli-glicina (i.e., G,, em que
n=3,4,5,6,7,8,8,10 ou mais) ou através duma sequéncia de
péptidos reduzida que facilita a clonagem. Evidentemente que

é preferivel ndo Jjuntar uma proteina AG ao terminal C de um
linker poli-glicina.

As proteinas fundidas podem ter falta de péptidos lideres
nativos ou podem incluir a sequéncia peptidica 1lider do

parceiro de fusdo N-terminal.



Hospedeiro

E  preferivel wutilizar um hospedeiro heterdélogo. 0
hospedeiro heterélogo pode ser procaridtico ou eucaridético. E
preferivel a E.coli, mas outros hospedeiros adequados inclui
Bacillus subtilis, Vibrio cholerae, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium, Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria lactamica, Neisseria cinérea,

Mycobacteria (e.g. M.tuberculosis), levedura, etc.

Sequéncias

A invencdo fornece também uma proteina com uma identidade
de sequéncia COM a proteina SEQ ID N°.6. Como acima descrito,
0 grau da “identidade de sequéncia” ¢é preferivelmente maior
que 70% (e.g., 80%, 90%, 95%, 99% ou mais).

O grau da “identidade de sequéncia” ¢é preferivelmente
determinado pelo algoritmo de pesquisa de homologia Smith-
Waterman, como implementado no programa MPSRCH (Oxford
Molecular), utilizando uma pesquisa de intervalo afim com
pardmetros gap open penalty=12 e gap extension penalty=1.
Tipicamente, 50% de identidade ou mais entre duas proteinas é
considerado uma indicacdo da egquivaléncia funcional.

As proteinas da invencdo sdo encontradas no serogrupo B da
N.meningitidis.

As proteinas preferidas da invencdo sdo as do serogrupo B
da estirpe 2996 da N.meningitidis (Petterson e tal. Intect.
Immun. 1993, 61(11):4724-4733) ou estirpe 394/98 (uma estirpe
da Nova Zelédndia) (Martin e tal. JID, 1998, 177:447-500). A
menos que constatado de outra forma, as proteinas mencionadas
aqui sdo provenientes da estirpe 2996 da N.meningitidis.
Contudo, seréd apreciado gque a invencdo ndo ¢é, em geral,

limitada pela estirpe.



BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS
As Figuras da 1 a 6 mostram proteinas hibridas aqui

descritas.

FORMAS DE REALIZAGAO DA INVENGAO

Exemplo 1 - hibridos de AG287
Descobriu-se que a deleccdo da sequéncia de (Gly)g em 287
tinha um efeito dramdtico na expressdo da proteina. A

proteina sem o0s aminoacidos N-terminal acima da GGGGGG ¢é

designada “AG287”. Na estirpe MC58, a sua sequéncia Dbésica
(péptido lider sublinhado) é:

SPDOVKS ADTLSKPARP VVSEKETEAK EDAPQAGSQS QCAPSAQGSS DMARVSEENT
GNGGAVTADN PRKNEDEVRQN DMPONARGTD SSTPNHTPDP NMLAGHMENQ ATDAGESSQPR
ANQPOMANAA DGMOGDDPSA GGONAGNTAA QGANQAGNND BAGSSDPIRA SNPAPANGGS
NEGRVDLANG VLIDGPSQNI TLTHCKCDSC SGNNFLDEEV QLKSEFEKLS DADKISNYKK
DGENDKEVGL VADSVOMEGI NQYITFYKPK PTSFABFRRS ARSRRSLPAE MPLIPVNQAD
TLIVDGEAVS LTGHSGNIFA PEGNYRYLTY GAEKLPGGSY ALRVQGEPRK GEMLAGRAVY
NGEVLHPHTE NCGRPYPTRGR FARKVODFGSK SVDBIIDSGD DLHMGTOREK AATDGNGFXG
TWTENGSGEDRY SGKEYGPAGE EVAGRYSYRP TDAEKGGPGV FAGEEKEQD®

AG287, com ou sem marcador His (“AG287-His” e “AG287K”,
respectivamente), sdo expressos a niveis muitos bons em
comparacdo com o “287-His” ou W“2g87"dc marcada”

Com base nos dados de variabilidade dos genes, 0s
variantes de AG287-His foram expressos em E.coli a partir de
vadrias estirpes MenB, em particular a partir das estirpes
2996, MC58, 1000, e BZ232. Os resultados também foram bons -

cada um deu titulos ELISA elevados e também titulos de

bactericidas de serum >8192. AG287K, expresso a partir de Pet-
24b, deu excelentes titulos nos ensaios ELISA e de soro
bactericida.

A deleccdo das sequéncias poli-Gly é também aplicavel ao
Tbp2 (NMB0460), 741 8nmb 1870), e 893 8NMB 1969). Quando
clonado no vector pET e expresso em E.coli sem a sequéncia

codificante para os péptidos lideres e sem poli-Gly (i.e.,



como “formas AG”),

foi verificado o mesmo efeito - a expresséo

foi boa nos clones possuindo a delegcdo do estiramento poli-

glicina,

e fraca ou ausente se as glicinas estdo presentes na

proteina expressa.

AG287 foi fundido directamente in-frame a montante de 919,

953, 96l

(sequéncias abaixo representadas) e ORF46.1:

HG287~913

APCGCTAGCCCCCATOTTAARATCEGLGGACACLCTETCARARCCGECCGOUTRCTGTTET TECTGARRRAGAGALAGAG
CTARAAGRAGRTSCOCCACAGECACGTTCTCARABCACAGGECGCCUCATUCACACRAGOUACCORAGATATEGREECS
GTTTLCGCAGRARATACAGGCARTRGCRETRUGRCARCAACGOACARRCCCARAMATCRAGRCHAGOGACCGCARAATY
GATATGCCCECARRATYCORCOGRARTCCHCARAXTCARACAGCRABRCARCCARCCOGUCEAT TCTTCAGATTCLGLRELR
SCGTUABACCCTECACCTGUCARTCELGETAGTAAT T T TGRAASCE TYEAT T TERLUTARTGGCET TTICATTGATRSG
G CGLARRA TR P ARCGT TRACCCACT G TAARCHUGAT T TIRTAATROTGAT AAT T TATTRCATCRAGRAGLACEG
TCARANTCAGAATTTCAAARTTTARATCAGTOTCRACGAAT TCAGRRATATAAGARRGA TCOGAAAAGCEATRARTTT
ACTAATTTOETTCCERCAGCAGSTTCAASCTARTSCABCT SACRARTATGTCATCATT TATABAGACRAGTCLOCTTCR.
YT RT LT GEGCGAT TCAGGLGTTC TS CALGGTCGRGGRGGTCHCTTCCTGUUGAGATOCLGUTARTCCCLOTUAAT
CAGCUGCATACCCTCAT TETCCGATGOORAAGCGHT CAGUCTEACGERGCATTCOCREAATATCTTUECGRCCORARGE
ARTTACCERETATCTIGRCT TACGHHGCGRARAMR TT O CUGGUEGATCGTATEOLUCT CORTEPGUARGCLOGAALCEEOA
ARAGGCRAARTEUTIGCTGGUACGGUCCTOTATARTGGUGARGTOCIGRATTTTUATRACGGARRAALGELCETLCETALC
CLGRACTAGAGOLAGRTTTGCRGLARRRGTEGAT T TUGLIAGCARATCTETCRACEGCAT TATCGACARCORCORTGAT
TTCCATATECOTACCCARBAAT TCARAGCCGCCATCGATCEABACELC T TARGGEEACT TERACGEAARATORCGEE
GGECATGTTTLCHCARGH T TTTACEGCLCGRUCHGUGAGEAAGTRGCECHRABATACAGCTATLGCUCGACASATGLG

GRARAGEOCORATTCOGRE PG TR TCLCCHCARAAAAAGAGCAGGATEGATCROARGAGRASRATEOCARAGIAAGARC
ATCCARACCTTICCCAACCLGACACAINICERCATCAMIGHCCOGEACCEEC UG TOBGUATCRCLGRCCTOGOCGEA
ACGACEGTCEEORGHEGCEAAETOATTATARCE T TACCGCACO TRICCCTEORCCAC TGEACHErGCAGRATTTE
GECARBAGUOPSCARTCOTTCrGRITCAGUTRICOMAR T TTEAAARACCELCAAGCLTORUACGATOTOTGCECCIAR
GO RRARCOCCOGTCCAT TCOT TICACGCAARACAOT I I PTG AACGOTAT PR IALGLCETSRCABRTTRORGEC
AACGEAAGCCTICCROETACCETTACCEGOTAP TRCGRACCCSETECTEAAGRCC EGAIGACABCOIGRACHGLACAREIC
G O A T A AT T LGRS A T P T T AT C T NG T OO NGO TR OGO P TP GORGAGCEOARRRGLCCTT
SICQGUATCARCUAGACHRGAAA RAACARCHGRCRCAATIGACARTACCGACGECARACATACCOCCER COTOTCOCER
TECCCCATCACCECERECACAACEECAATTARAGGCACEITIRARIGARGUCHCTTCUTNCCCTALCACACGREGLRAL
CARATCAAC GO GECECEC T IR A ARG C O RA T A TORGT PACCOC S AAC ACCCO IR GAACT TP T TRITATE
CACATCCARGEUTOAGECCH T ICAARACLCCHTOCCGECAAATACATCCROAPCEEOTAYECCHRACAARAACGEIALAT
COOPACHET R TOATCERACEC TATATGECEGACARAGECTACOTIAAGUTCHCSCAMNCOTUGATERABGHTATCARA.
SUCTATATGOGRCARIATCCSUARCECOTCECCO ARSI PICGETCARAACCCCASCTATATC PITTTCCGUGAGCTT
SOCHBRARSCAGCAATHALGGTCCOGTCORCEUAL TEOGUACGLOGTIGATCGCECAATATGLCEEORCABTRGACORG
AT AT RO EGCCE T AN TG COCCACCELCOAT IO TAL CCGCARASCTIPRARCCOLOTEATT
APECCGCAGGATACCGETACUECGAT TAARGGCEONCTGLEOGTGEAT AT T LT IICECATACECUCACRANGCTEOR
CAACTTRCLGENARACAGARARACCACSEOT TAL GO PRGCAGI PO OTALCOARCGGTATEAAGCOCEAATACCOIRNG

TRACTOGRGE

k3 MREPDUNEAD TLESKFRAYVY ARKETEVEED APORASUCOE ARSTQUISODNM

5% AAVERENTGN GGARTTDRIR NEDRGPONDM PQUSARSANG TONMQPARSS
101 DEAPASHPAP ARGGSHFGRY LLANGVLIDE PSQNITLTHC KSDSONGINL
15% LOREAPSRKSE FENLNESERT ERYKRDORSD RKFINLVATAV ORNGTHRYVI
201 IYHDKEASHS SARPRREARE RRSLPARMEL IPVROADTLY VRGEAVSLEG
25% HOGNIFARES NYRYLIYGAR KLPGOSYALR WQGEFARCEM LAGSTAVYNGE
381 VLHFHTERGR PYPIRERFAA KVDFGSKEVD GLIDSGDDLH MITQRPRAARY
383 DONGFROTRT INGECIVSGR FPYRPAGREVA GRYSYRPTDE BREGFGVFAR
491 FREQDGSBGG GUQSKESIQTF PREDTSVING PURPVGIFDE AGITVGEGHA
451 VYPWVEFRLEL PHRBAQDFAR SLOSFRIGUA NLENRQEBWOD VCAQMFQTEV
501 HEPOAKDEFE RAYFIPHNQUAG NGSLASTVTS YYEPVLKGDD RRTAQARFRY
551 YEIPDOFISY PLPAGLRSEFK ALVRIRQEPGK NRGTIDNTGG THTADLSREP
501 IPARTTAIRG RFBEGSRFLPY HTRNQINGIN LUGEAPILGY ABDPVELFEM
6531 RIQCHERLET PREGRYIRICY ADKNEHFYVS IGRYMADRCY LELOQTSMOG
F0L TRAYMRONPQ RLABVLGONP SYIPFRELAG SSNDGPVEAL GTPLMGEYAS
81 AVORHYITLG APLFVATAHD VPREALNRLI MAQDTESAIK GAVRUDYFWG
801 YODEAGELAG RORTTOYVIHR LLPNGMRPEY REY



AGIET~I53
ATRCUTAGCICCHATETTARATCORCEGADACBOY S TCAAARCORGLOCOITOIGTICTICC TRARSARGAGACAGAG
CTABAAGAAGRAPRCRICATAGECAGGTTCTCAAGCGRCAGGICEOGUCATCIACACAAGRCAGCLAMIATATEGORGCA
STTTCCOCARARAATACAGCCARTGOCAGTECEECRACAMIGEACARRUCCASMARNTCARBACCACECACCGTARART
GRTATGCOGUAARATTCCGLUCGARPCCHCARATCRRACAGEGAACAACCAR CCOEUOBATICTTCAGATPCOBIORCT
GREGTCARAICCTGCACCTEURARTGRCEATAGCARTTITEGARGEGTIGATTIGHOPAATEGUITTY PTRAT REANGEE
TG PCRCAARATATARCGTTGA CCCACTE TAARGECEATTCTICTAATCRTCATAATT T AT IS GATGRAAGALGIRCIG
TCAAAAPCAGANTTIGRAAMATT TARA TCACTOTCAACCRAT TR RARMTAT R AGRANIAPGOG AR ARG UG AT AANTIY
ACTAACTTGETTECGATAGCAG T TUARGOTAATERAAUTAACARATATE TCAT CATT TATAR AGACARITCQEQTTCA
TCTPCADITRCGCEATTCAGECETICTECACGH TORAGEABFPIGCTTCCTOCI GAGATACCGCTAR CCOCIRTCAAT
CAGGLEGATACORTGATIRICEATECEEM AGCHFIABCCTEAMGEEEUATTCLCEUAATATCPTCRCECCOGARGGH
ANTTACCEETATCTEACYTACGEGGCEGEAARS ATTRCCCEEOGAATCETATRCCCTOURTETOCARBEURARCCEACA
BAAAGECERAATRCTTECTEECALNGOUCSTETACARCEGCERARG IO CTRCATE T CATACOGARARCGEUCETCOGTAL
COGRCTAGACECACRTTIGCCETARAACTCOATI TCEOCAGCARRTL TETERACHECATTAT CGALAGCCRECGATEAT
TPGCATATEECTACGCAARAATTERAAGCOGUCATCEATRCARMCGROT T TARGERCACTIGRACRGARBATERCGEC
SERAAYGTTTCCGHEARGGTTT TACORCOCHELOGRCRAEEAAGTICCECHAMAATACAGCTANDORCORACAGATGRG
SRAARGEECEEATTCEECOTCTIIRCOGELAARLAAGABCAGCATEOATCOCGGAGGAGCAGGARUCACCTACARAGTG
FACGARTATCACROCRACHCCCOTTTGCIATCGRANCAT T TCARCACCAGIACT ARG TCRECEETNTTRACHATOTS
ACCGETICCRTCRANTTCRACLAARCARBACOOOALCETARANTORACATUACIANICCCOTICICRACITRUARRGY
GRPPOGUARCAC T TIACUGACCATCTEARATCAGCOEACATIT PCRATGCCECCCAATATCCOEACK PLCOBOTETETT
TRCACCAMATPCARCTPCARCCECARRRAAC TG TTICCOTIOACGECARCCIGALCATRCARGECARARICECCCCL
GRCARMCTCARACCOGARARATTCMACTECTACCRAAGOCCEATEGLGAARACCHAASTPTGURGLERICACTTCABS
ACCACCATOAACCSCRCCARATEEGRCOTEGACTACOTCETTAACETTGETATGALCARSAGORTUCGRATOGACATT
CARRATCGRGECASCCARACAATARCTOEAG

1 MASPDVRSAD TLEKPAARPYV ARRETRVERD APQAGSQGON AFSTOGSQDM
5% BAVSAENTON GOARTTDRPK NEDRGPONDN PONSAESANG TONNQPADSS
1gl DEAPASHPAY ANGOONFGRY DLANGVLIDG FOONITLTHC RODSISIING
181 LDEEXPSKSK FENLMESERY REYREDCGKSD KPINLVATAV QANGTNRYVI

201 IYKDESASSS SARPRRSARS RRSLPAREMPL IPVNOAIILY VDERAVSLEG
251 HEGNIFAPES NYRYLAVGEAE KLPCGSYALR VOOBPARGEM LAGTAWYNGE
304 VIHEFHTENGR PYPTRORFAA RVDFGSESVD GIIDSGDDLRE MOTOHFRKAAY
351 DONGFRGTWT ERGGGDVSOR FYGPRAGEEVA GRYSYRPTDA ERGGFGVRAG
40% FREQDUSGHE GATYKVDEYE ANARFAIDHF NTSTNVOSFY GLTHSSVEFDG
451 AKRIGRIDIT IPVANLOSSS CHPTDHLESA DIFDAAQYRD IRFVATRIRE
501 NGRELUVSVIG NLTHESKTAP VKLKABKFRC YOSPMARTEV CGGDRSTTID
551 RTRWGVOYLY NVIMTRSVRI DIQIERAEQY



AG287~2361

ATGE A G AT T T AR A T UG B CRAC AU TG T AR ACCEECCOOICOPC TR TIRC TR AR AASCACACAGAS
A ARG A A TGS A RGO ARG T U T ARG GAT MGG OGO AT O AC A ARG S AGUCAAGATATOSURGCA
S CBG O AG A AR T R A A A T RGO TG GO AR A A CGER A A AL OO A A A B A T ARG SR ACORACC GO ARRAT
R A S OO O A A A T OGO G A T RO A R A T A AR S A GO AR G AR OO A A OO A T O R OB S ATIOCEOCCCL
SO AR G A R A A G S O T A G A A D T T G A RS S T A P RGO A A TCOCE T T ITCATTCATECE
R C S A A A T A O T A T A T T A R GG G R T P S TR T N T AT A A P P AT TGRS AAGAAGLCACTS
R A T A A D A R A T A A S A PG A AC AR PP B A GA R ATA TS AGA R AGAPEOCAABACCCATARATIND
A AR T G G G A AG AG T AN GO T A R GG AT B A S AN TR PO TS DO AT T RATAR A ACRACTOCCOTTCA
P O O A G O S T P ARG TG B A GE T R P GU G AGA IO G OTARTCCCOGTCRAT
AR T AL A T P I A D G C R AR G AN A G OGG AT T COCEC AR PATO P RCECCOCCCARBCE
A A AT T R R T G G AR R A T TR O B O G A T T AT O P O TG TG AR SRS AACC GRS
ARG A A D T G e CACGEC OO TG T AR A GO S A A G TGO S CAT T I TCATACCEARAACGROCRTCCTTAC
A A A R T B G A R A A G R O AT T T GO A G OB A AT T O A LG AT T AT ACAGOCECaATART
PR R OG T A GO ARAS AT T AMAGOCOC AT EGATSEARRCGOCT T IAAGCOEACTICCACCEARAATEEOGSEC
BOGR AT OGRS R T T AR GO R CGARS ARG T GG AR A ATACAGCTATORCCOERTAGATHECS
A ARG R RO T T TG OB C A AR A R AG A G ARG T A TC GG A AGC AGOAG OO ACARACEROGRT
TG AR RAA RGP A B I GICN D T GO TR TRCARC AR TEECC ARG R AATCARNGETTICA AAGLTGEA
GRGACR A AR T A TR G A GG R C AR TR AL C AR A AR AR O AR S TR AL O AT TGARGCCEACEAS
A A RGE TSRO I G AR AR A A G PO T A C T A ACC TGACC AR AR OO TC AR TEAAARCARBCAARALG TCRTGHT
ASAGTAAMAGCTIGCATANIC T GAANTAGAR A AG AN AACCAAGT TASCARRC AT TRATGCUGCPETAGCAGNTALY
G RGO GO PR G IS CRATC AN C AR GO R TG AR T A AR P RO L EEGCAAR A TATA A GACATTIGCC YEAAGACACTAAG
A AN R T AR A A AT TG A TG AR S A T T A AN CO TGO T A TALCETCRACAAGCATGCDGAAGCATTCAACGAT
APCGCOGATTCAT TGN TG RAADCAMRCTAAGECAGACHAASCCOTCARAACCOOCAATGAAGCLARRCAGALGGLL
GRAGARACAMAC AR ANCHTRCOATGCUARAGTAARAGOTR CAGARRS TECARC ACGCARAGOIGIAGOTRCCEUTGRT
ARG A G C AR O A A A GG A AR IS T OO AR ARG P TACC R AC ATC A B AGC TR TATCRCTACG AL
A AR A A T GO AR A N A G A A C A TR O A G G T A A O A A A A AG T R ARG AR AT TTETCAGRATY
A AN G A S A A A A T T A A A B T S O R O A LS AT A TGO O TC ACBATAST
COCUTERACEOTRIGRATAASACACTEICARACOT BURCAALGARRCUCRCTARBGGCCTTECAGSACBRAGLICHRCOEUTR
O S A A O T A CA R G I GG O N A A TR T B A OO T S AR T O DG SO T AT AR AT CCRANTCBGTA
GG AT G T AR T O OGO T DA LR R A A T D PR O S A AR S A GO TEGTASTO SR CACTTROGTCOGSY
PO OB AT AL AT G TSGR TC AR DAL GARTEOTARLTCGAG

i MASPDVESAD TLSKPARPUV ANRETRVNED APDAGSCGDE APSTOESODM

51 KAVSAENTGN GEAATTURFK NEDEGPOKDM PONSARSANY TENNQPADSS

101 DSAPASNPAR ANCOSNFGRY DUANGVLIDG PSONITLOHC KODSCMODNL

151 LDERAFSKSE FENLNESERT SKYKKDOKSD KFTNLVATAV QANGTNRYVI

201 IYRDKIASSS SARFRREARS RRSLPARMSL IPVNQOADTLI VOGRAVSLIG

251 HSONIPAPEG NYRYLPYGAR KLPGGSYALR VOGEPAXGEM LAGTAVYNGE

301 VLEFRTENGR PYPTRGRFAZ KVUFGSESVD (IIDSGHILE MGETOKFRAAT

351 DENGFROIWD ENGOGDVEGK PYGPAGEEVA ORVSYRPTOE BXUGFOVIAG

401 FXEQDGSGEE GATNDDDVEK AATVAIRARY MNGORINGEK AGETIYDIDE

4531 DETITKADAT AADVEADDFK GLOLEKVVIN LIKTVNENKG NUDAKVRAAR

501 SEIERLTTRL ADTOAALADT DAALDATINA LNKLOBNITT FARRTKTNIV

551 RIDEKLEAVA DYVDKHARAF NDIADSHDET NTRAUBAVKT ANEAKQTANE

601 TRONVDAKVE KAETAAGRAR RAAGTANTAN DRAEAVARKY TDIRADIATH

£51 KONTARRKANS ADVYTREESD SKXPVRIDOLN ATTEKLITRL ASAEKQIADH

01 DTRINGLOKT VSDLRKETRG SLAEQAALSG LEQPYRVGRF RUTAAVEGYR

751 SESAVAIOTG FRETENFAAK ACGUAVETSSS SSAAYHUGVN YEWS

ELISA | Bactericids
AGRET-355%-His 3834 BE538
AG287-881-His | 108827 55838
Foi comparada a eficédcia bactericida (estirpe homdloga)

dos anticorpos criados <contra as proteinas hibridas com
anticorpos criados contra misturas simples dos antigénios
componentes (utilizando 287-GST) para 9219 e ORF46.1:



Mistura com 287 | Hibrido com AG287
919 32000 128000
ORF46.1 128 16000
Foram também obtidos dados referentes a

actividade

bactericida contra as estirpes MenB e contra os serotipos A e

C:
919 ORF46.1
Estirpe Mistura | Hibrida | Mistura Hibrida
NGH38 1024 32000 - 16384
MC58 512 8192 - 512
BZ232 512 512 - -
MenA (F6124) 512 32000 - 8192
MenC (C11) >2048 >2048 - -
MenC (BZ133) >4096 6400 - 8192
As proteinas hibridas com AG287 no terminal-N sé&o,
portanto, imunologicamente superiores as misturas simples,
sendo AG287-0RF46.1 particularmente eficazes, embora contra
estirpes heterdlogas. A AG287-0ORF46.1K pode ser expressa em
Pet-24b.

Foram fabricadas as mesmas proteinas hibridas utilizando a

estirpe New Zealand 394/98 em vez da 2996:

AGZRINZ-818

ATGRCTAGLCCOGATETOARGTLGRCGHACALCOPOTCAASACOTGICGUCCUTGI TG TTRCTCARARAGACACAGAG
GCAARGRAAGADICRCCACAGGUACGTPUTCAAGHACAGGRUGLGCOATUCGRACARGEUEETCAMRATATORCGRLG
GETICORAAGRAARAPACAGECAATCEICEETGLEGLAGCAALGGACAAACUCAAMNAPEARGACIEACROGRECOCARAAT
GATATCCCGUAMRANPECCOUCCATACACATAGTTDEACACCEARTCATACTCCOGGCTRCOAATATORCOROCEEAMAT
ATHEARMACTAMCACCCCATCUCCECCAATURGASCAGCUEGCARATCAACCGEATATGECARATALGELGEACEER
ATCUACGOTEACEAICCETCACCAGRCEERCRAAMTGCOGELAMTACSGOTCCOCARGETALSAATCANGOUGAASAL
AATCARRCCECCRCTTOTCARRATCOTOCOTOPTCAKCCARFCOTAGEGOCACE AR TAGURGTGRTGRTTPIGRARAGE
ACCAACETSGECART TR IO T PG TRATTCACCEECORTCRCARART AT AACS TTCACCOACTETRAAGEUGATIOTIGY
AGTOCCAA TAAT T TCT T GUATCAAGAAG P ACKEC TAANA TCAGAAT P TGAAA AR T TAACTCATCOAGRCARANTAAGT
AATTACARCAARCATGCCGAAGBRIEACCCEARGAA PG ASAT I P COOTTTCETICCCCATACTHRRCASATGAAG
GOAATCAATCAATATATTATCT TP TATARRACCTAAACCRACT TCAT PTG CHCGAT TTAGECHTTOIGCACGRTOGRGE
CHSTOGOTTCOCEUCGAGATGTUGCTGATICOCGTCAN T CARGCEEATACECTCATTIGTCCATEEEGAAGCEGTLAGC
CPBALGEEERATTOCERCANPATCTTCBCECCCCAAGERAATTACCOITATCTCACTTACGEOECSGARANATTACCR
GELGEATCETATERCCTOCATBTTUARBGOGAACCTICAAAAGCLEAAATROTORCCRRUACERCAGTE TACAALGEC
GRAGPOCTS AT T T CA P ACGERA A ACSECCG TSR T ORI A0AGERAGR T I TGCIGCARARGTUGATTICHGR
ABCAAANCT R PEERCCGCATTATCHACAGCRGCAATEG T T TECATATRECTACGU AR AARTTUABAGCOGCCATOGR Y
GEAAAUQECT T TARGGCRACT TEGRACEHAMAATGGCAGCEOEEATETTTCLEGARABT TR TALGECOCRECTGOOREAG



GABRGTCGECEEEARRAANTACAGOTATCGUCCARCACATGCEAAAZAGEEOEEATTCAGCATATTTCCCEECARAARBGIL
TAGGATGRATCOCEAGRAGG AGEATOCCARAGRABGAGCATCCAAACCITICOSUAACCCGACACAPCCOTCATCRAL
GGCCCGEACCGECCRESTCREUATCROCGACCCCOCCGEARIGACGETRECOGEUCGECCCEECCERCTATACCEHTIGTA
TS ACOIGTCCOPGUOORACTEBECHGCCCAGEAT T TORRCAAAAGCCTECHATCOTTOOGCOTORECTHOBCCRAT
TTGARAAACCGCCARSHGC TAGCAGEATE DO TECECCCAAGECTTICAAACC OO TCCATTCCTTTCAGGOAAAACALS
TPPTPPCAACGOTATITOACECOGTGGCAGGITELAGECARACEGARGCOTTECCEE PACGE TTACCGOUTATTACGAL
COEGPGUTEARRCOCGACGARATAGRUEGACGECACAAGCCCECTTCCOEATTTACGETATTCCUGACEAT T TATORCC
FDCCCOCT S CCIROOERTITCCEEAGCEEARAARAGOUCTIGTCCCCATCAGECAGACCGOGAARRAACACCGECACRATE
GACARTACCGOEUCGCACACATACCGUUGACCTCTCCCOATRCCCCATCACOGUGCECACAACCELARTCARAGCOAGSE
TEESARSCSARGOOGUITUCTCCCCTACCACACGIGLAATCARAATCARCOGGLEERGCEOTIGACEICARRGCCOCGATA
CRCEETMTACCOCEARGACCUCETCGARC T TTTTTITATECACATCCAARGOTCEEECCETCTRGARAACCOCETLOGEC
AAATRCATCCGCATRGGSUTATECCGACARRRACHEAACATOCCTACSTITCCATCGGACGCTATATERCEGACRMBRGEC
FACCTCAAGCTCCEOCAGACUTCEATECAGCECATCAABGCCTATATGLEGCARARTCCECAACCOOTOGROGAALTT
PRRGGTCARAACIOCAGCTATATCTRTT TOCGCEARCTTECORG ARGCAGCAATGALGEPCOCCITCARCETACTEGET
ACGOUETTEATECOCEAATATECCGEUECAGTCEACCOECACTACATTACOITEEGCECECOOPTAT T PETCELRACT
SCCCATCCEETPACCLGCAARGCCCTCAACLECPEATTATGRCECAGGATACCEETAGOOCCATTARRSECECERTE
COCETEREATPATTITTTCEGHEATACGESCORACGRAGCCEGCEBACTPECCEGCAARCAGABAMCCALRCEETPACEYODGE

CRAGCTCCTACCORAACKETATGAACGCQUGANTATCGLUOCE TAKARGOETY

1 MASPOVKSAD TLEKPARPVY SERETEAKED APQASSQOGAS APSAQELODM
Sk ARVSEENTGN CORBATDRPK NEDEGAQNDM PONARDTDSL TRNHTRASNM
11 DAGNMENGAF DACSSEQPAN OPDMANTADS MOCDDPSAGE RNAGNTAADG
151 TOARNNOTA GAQIIPASSTN ROATHNEGEDE GRENVENSVY IDSPSONITL
201 THORGRSCOSE NNFLDEEVED KSEFEELODA DRISNYEEDG KNMDGKNDEEY
251 SHVADSVOME GINQYIIEVE PRPTSFARFR REARSREOSLP AENMPLIPUNG
301 ADTLIVDOEA VSLTCHSGNT FTAPSGNYRYL TVGARKLPGE SYALRVOSEP
FEL SEGEMGACTA VINGEVLEFH TENGRYSPIR CRFARKVDEG SKSVDOIIDG
403 GOGLENGTOR PRAAIDGNGS KOTWIENGGE DVSURFYGRA CREVAGKYSY
451 RPTDARKGGR OVFAGKKEGD GSOEGGCRSK STOTFPORIY SVINGPDREV
801 SIPDPAGTTV GOREAVYIVV PHLSLPHWAZ QDFAXKSLOSF RLGOANLENR
581 QEWODVOROA FOTPVHEFORA KOPFERYPDP WOVAGNGSLA STVIGYYERY
801 LEGDDRRTAD ANFPIVOIRD DPISVELFAG LROGKALVRY ROTGRNSGTT
851 CNTSOTHYAD LERFEIPART TAIRGRFEGE AFLAVHTRND TNOGRLDEKA
THL PILGYARDIV BLFFMHIOGS GRUKTPSGKY IRIGYADENE HPYVSIGRYM
751 ADRGYLRLGS TEMOGIRAYH RONPORLARY LOONPSYIFF RELAGSSNDG
BOL PUSALGTELN GEVAGAVDRH YITLGAPLEV ATAHEVIRKA LNRLIMAGDT
881 CSAINGAVEY DYFRGYGDES GRLAGKOKTY GYVWRLLENG MERRYREY



AG2HTING~-383
ATCGCTAGCLOCEATETLARGTCEECGEACACECTETCAARACCTECCELOUCTETTCYTTCTCARMARGAGACAEAG
GCABAGEAAGATECOUCACAGRCAGHTTCTCARGEACAGGOCROECTATCCEUACAAGRUGGTCAACATATSELAECE
STPPCGEAAGEARATACASCOARTECCGEIGCESCAGLARCEEACAMACCCAAAAATGAAGACGAGGREGCGLAAAAT
CATATGOONGCAABATGCCEUCCNTACACGATAGTITGACACCCANTCACACCRCGELITCEAATATECCEOUCEEARAT
ATGGRAAACCAAGRACCGRATGLCEGEEAATIGEGARTAGLOUGGCARARCCAANCGEATATGRLAARTACCRLOGGACEHRA
ATGCARGCTEARRATCORTCORCAGEUGEEEARAATICCAGCAATACGRLTECOCARGETACRAAPCAAGLCGARAAL
AT ARRCOGOCGATTOTPCARAATRCOTRTOTCTTCARCIANTCCTASCRLOAICAR TAGUGATGETCATTTICEARGE
ACGAACGTGEEUANT YOO TIGTOATTGACGEEINGTCHCAASATATAACGTTGACCCADTGTARAGECRATICTRGT
ACTGECAATAAT I I T TOCATRAACARSTACAGC T AAAATCAGRATT PEAB A AAT TAAGTOATGCAGALARAATARGT
ARPTACAAGAAACATECGAASAAT G ACCEGARCANCATARAT T IGRCGU T TIGE I TG CCCATACTE PRCACGATEARG
SGRANTCARTCARPATATTATCI T PATARACO TARACCCACPTICAPTIGCACGRT T TAGSCEPICIGCACGETCGARG
CEGTCECTTCUGSECCEARATECTGOTGATTCCCOTCAATCAGCCAGATACGUTCATTO TN GARAGEEARGCEETCAGT
CTGACEEERCATTCCEELARTATCTTCEUGCCCHAAGERARTTACCERPATCIGACTTALGEGACRGARAARTIECCC
GECREATCETATCOLOTCCETET TCARGRCGRACCTTRAARAGHCCARATCCTCECOERCACEERAGTGTACARLGER
GAAGTGCTCCATTTTCATACSGAAAACEGCCHTCCHPCCCIGTICCAGAGRCAGETTIOUCCCARRARTCGATTICGHEC
ARCABATCIGTCERACCOUATTATCGRACAGCEECGATECTY POCATATOGRTACOCARRAATTCARABUCGCOATCRAT
SEAAMCGECTTTAAGGEBACTIGCACGEAARATHGCGCLECREATGTITCCCCARAGTTITACCEROTGAROBRCRAG
CARAGTEOCGAGRARATACRGCTATCECCCAACABATGORGAAMAGRGCRGATTLRECETU P TTGCLGECARNAMAGRG
CAGCATCCATCCGOAGGAGEAGGASCCACC TACRAAG TECACRAATATCACESCCARTGLCCRTITLGCCATCGARTAT
TECARCACCAGCACCRACHINGECERTTTITACGOTCIGACOGETPCC S TCRAG T RCGATUCARGORRARCOUGRACELT
ARAATCCACATCACCATCCOUGTTGCCAACOPCCARRGUGETTCRCAACACT TTACCGACCACCTGAMATCABCCEAL
APCPICGATGCCBOCCARTATCORRACATOCECTR IO MPTCCACCAAA P ICARCTPCARCEGUAMARRCTGETTTICT
GTTGACCECARRCTGACCATGCALGCCAARACCRCCCOLGTCARACTOAARGCRGARARATTCARACTCCTACCAMAGT
COCATEGCORAARCCHAAGTTIGUGGCORCCALCTICAGCACCACCATCGACCEUACTCARATEGLGCGTGRACTACDTY
GTTARCGT TG TATRACCRARAGCETCCGCATIGACATUCABATCRAGOCABUTARACAATAARAGITY

1 MASPDVESAD TLEKPAAPVV SEXRTEANED APQASSQGAG APSAQGGODN

53 AAVSERNTGN GOABATOKPK NEDEGAQNDY PONAADTDSL TENHTPAGNM
101 PAGIDIENQAR DAGESEQPAN OPDMANTADG MOUGDDPSAGE BNAGNTAAQS
151 THOAERNNOTA GSONFASSTN PSATNSGEDE GRINVONSVV IDGPSONITL
201 THCEGDSCSG NNFLOBRUOL, KSRFERLADA DEISNYRRDE HNDOKNDKEV
251 GLVADSVOME GINQYIIFYK PRPTUFARFR REARSRRSLY AEMPLIPVNQ
301 ADTLIVOGRA VSLIGHSONI FAPEGNYRYL TYGAERLPGG SYALRVOUEP
353 SKOEMLAGTA VYNGEVLHFH TENGRPOPSR GREMAKVIRG SKSUDGIIDS
401 GDGLEMOTOR FRARIDONGF KOTWTENGGG DVSGEFYGRA GREVAGKYSY
451 RETDAERGEF CUFRAGKXEDD GSCCOGATYN VDEYHANARF AIDHPNISTN
501 VGOFYGLIGS VERDOARRDG XIDIPIPVAN LOSGSOHFTD HLKSADIFDA
551 ADQYPDIRFVS TRENFNGERL VSVDGNLIME GRTAFVKLEA BKFNCYQSPH
£01 AKTEVOGODF STTIDRTRWG VDYLVNVEMT KSVRIDIQIE AAKG*

10



AGIRINZ-RE1

ATGE OGO CCEA TG A AT GO S ARG NS T AR AACC B CCE O O PE TS TT TC T AR AARBACACARAG
GOARASCASTATGOGCOACAGOCAGR TTCPC AAGCACAGGRCEORCCATCONCACAARGCEETCAMINTATRGLGENG
ST T OGN A A TACAGGC AR TORCGETOCGCCACCARCEEACAAACCCRAAAKNTEAAGACGROHEGHCGUARAAT
A TGO A A A TC G C e A A G A A A C AC CE A IO ACACCOCGECT PO CARTATGCCGRCCBEAAAT
ATGGARN AT ARG A R PO GG A AT G OAGCARC GO AARCCAALCARATATGAU AR R TACCRUCBACTEA
BTG AT E R (AT S RO G ARG GGG AR TR CLGG AR TACEIC T ECCLAARE TATAA R TCARSCCHRAABALC
AT AR R RO LTI O AR AT P GO PO T P AR L AR TEO TAGCSCCACGAATAGCOETOETCATITIGRAMGS
ARG TG A AT T T T R A T T GACREGO L TCRCAARATATAACCTTGAL CORUTETAAAGGCEATTICTTRT
AT CAAT AN T T G TR MG ARG TACAGCTAMRA D CAG AN R IS AR R AR P AR TCATCCAGARCAABATARGT
AT ACAAGAR AR ISGGAAGAR TEACGEGAAGAA TR A P AR P T TG ORI T T GR T TECCCATARTB TOCAGATCANG
G R AT AR DA D A T A R P A T A A T R A S AL P I AP P IS G OB AT T TAGSUR TTOTGCACGOTORAGE
CEBTCEO P T OO BRCCR ARG A TGO GO G AT PO e TCAATC AGGUCAATACRCTHATT G TCOATHEGHARGUBETIAGT
G A IO GE A P G S A T T N GO SO AL G A N T AT G TATCPSACT TACSEERCCEARARATTICCC
GO OGP A TG SO PR O I A A G G A A C O I CA A AR GG AAATECTOGCGEGCATEOU AR TOTACRACREC
R TG TS AT R P IO AT A C GG AR A RGO I CCS TCO NG TOCAGACGCAGR I T IS CCHCARASGTURATT TOE0G
AGCAARTCTETGGACGECATPATCSACAGCRGCEAPEGT I TGO ATATCRGPACEURAB AANTT CAARGCCRUCATUGAT
GO At D T ARG ECEAC T I GG AT RAN AR P RGCEC GEREA TR ITTCOCSAARGSTITTALGRICCRGUTEECEAT
GRAG PEGC oG A AT A AGC AT SO A A AGA TG G AN A A GG CEHAT TCCRNGTETT TACCCECAARANAGAG
CASGARGRN I CGCAGCAGCAGRAGCATAAARGACGACGATG T TARAARAGI TGO CACTETRGCLATTCCTECToCN
A A A ATG OO ARG A AATC ARG GETITC AR AG TCHAGAGACCATCTACCACATTGATGAAGALGECALAATYACC
ARARRAGACGC AR G AGO CGATG P TG ARG OGATSACT P TAAAGSTCIGEETCTRARA RS MITCGTEALTARCOTG
ACCARDACCGTCARTCAAARCAARCARARIGTOCATOCCARAGTARRAGUTCCAGAATC TEARATAGAAAAGTTARCA,
A ARG T AGCAGAC A R G A TGOS N I ACCAGATACTC ATECC O T TERATOCARCCACCARCGUCTTIGRRTARA
GGG AN A AT T A A A AT T O IO ARG AL T A AGACAA A TATCOTARA AR TR ATGAAA AN TTAGAACOCETE
GO TG AT R A A RGO A TR SO AGC AT TCAACHR AT CG L COATTCATTCOATG ARALCARCACTAAGECABAL
ARG C ST AR LG C AR DA RGO CARRCAGALGECCOAAGRARCCARACRAAAACC TCGATOLCAAAGTARARGTY
GG ARG CAGCAG G C AR AR CEAMG IS LA U THECATAG TAATAC TECACTCCACBAGCLCEARGCTRTCGCY
GO R ARG P ACCER R T AR AGC TEAT ATCE O TACGAAC ABAGATRAATAT TR I AARSARGC AR ACAGTRCCRALETE
FACACCARAGARGAGTOTBACASCASA T RIS R CASAN P TR ATGE TCTCRACBOTAC TAL CCARAAAT PEGACACRCGE
PG T OISO P ER A AR PO AT IG O CH AT CACBATACTORCC IEMACERT TR R TA AR CAGTATCRAGACOTECGE
ARG AR ACC OGO ARG O TG CAGARC ARG CONGC RO TCCGRTO PG P PCCARCOT TACA ACGTGRETCGETTCAND
G ACEGOTCC AT TCGGCCECTACA A AT CCOAATC CEO A TCGCCATC SETACCEGCTICCGOTTTACCGARANDTTT
SR ARG AR GO TGO AG T CR A O T IO T R T IO T TCCOCAGC ATACCATE TOBGCATCARTTACGAS TGS
TARRRGOTD

1 MASPOUVRSAD TLAKPRAPUV ZEKETEAKED APQAGSQEQE APSAQEGODM
51 BAVSEENTOR GUARATDKFE NEDEGAONDM PONARDTDSEL TPNHTPASNM
ig1 PAGNMENQAP DAGHSEQPAN GPDMANTADS MOGDDPSAGS ENAGNTAADG
151 THOABNNOTA CSUNPASSTN PEATNSGGDF GRINVONIVVY IDSPSQNITL
201 THCEKGDSCHG MRFLOEEVOL REEFERLEDA DRISNYRRDG RNDGRNDERY
251 GLVADSUOMK GINQYTIIFYK PEPPSFARFR RSARSRESLE AEMPLIPUND
301 ADTLIVDGRY VSLETGHAGNIY FAPEQNYRYL TYGAPKLPOG SYALRVQGER
351 SRCGEMLAGTA VENGEVIEFH TENGRPSESR GRFAAKVIFG BREIVDGIIDS
401 COGLEMOPOR. PRKAAIDONGE ROTWIERGES DVSCKFYGRA GREEVAGRYSY
451 RPTDARRGEP GUFACGKREQD GSGOGCATND DOVEKKAATUE. IAAAYNNGOR
501 INGFRAGRETI YDIDRDATIT KKDATAADVE ADDFEGLALE XKVVIRLIRTY
351 NENRONVDAK VERARSEIBK LTTRLADTDA ALADTDRALD ATTHNALNKLG
&01 BNITTRARRT KINIVRIDEK LEAVADTVDE HARAFNDIAD SLDETHIKAD
&5 BAVETANBAX QUARRTRONV DARVEAARTR ACGKARARAGT ANTAADEAEA
0% VARRVIDIRA DIATHRDNIA FXANSADUVYT REESDSEFVR IDGINATTER
5% LDTRLASARK SIADMDTRIN SLURTVSDLR XRTRQGLAEG AALSCLPQFY
801 NVGRFWUTAR VEOVKSHSAV AJGTGFRITE NFAMRASVAV GTSSGSSARY
851 RVGVNYRW*

Exemplo 2 - Hibridos de 287

A expressdo de 287 como de comprimento total com um C-

terminal marcado com His,

um C-terminal marcado

razoavelmente

baixos.

com His,

E

ou sem o seu péptido lider,

origina niveis

conseguida

utilizando uma fusdo GST do terminal N.
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Para gerar o hibrido 953-287, os péptidos lideres das duas
proteinas foram omitidas pela designacdo do primer da frente a
jusante do lider de cada sequéncia; a sequéncia do coddo de
paragem foi omitido no primer inverso 953 mas incluido no
primer reverso 287. Para o gene 953, o0s primers 5’ e 37,
usados para amplificacdo, incluiam um local de restricdo Ndel
e um BamHI, respectivamente, enquanto que para a amplificacédo
do gene 287, os primers 5’ e 3’ incluiam um local de restricédo
BamHI e um Xhol, respectivmamente. Desta forma, pode ser
conseguida uma clonagem direccional sequencial dos dois genes
em pET21b+, utilizando Ndel-BamHI (para clonar o primeiro
gene), e, subsequentemente, BamHI-Xhol (para clonar o segundo
gene) .

O hibrido 919-287 poder ser obtido pela clonagem da
sequéncia codificando a porcdo madura do 287 no local Xhol, na
extremidade 3’ do clone 919-His em pET21lb+. Os primers usados
para amplificacdo do gene 287 foram destinados para introduzir
um local de restricdo Sal/I na extremidade 5’- e um local Xhol
na extremidade 3’- do fragmento PCR. Visto que as
extremidades coesivas produzidas pelas enzimas de restricéo
Sall e Xhol eram compativeis, o produto 287 do PCR, digerido
com Sall-Xhol, podia ser inserido no clone pET21b-919, clivado
com Xhol.

A ORF46.1-287 hibrida foi obtida de forma similar.

A eficécia bactericida (estirpe hombéloga) dos anticorpos
criados contra as proteinas hibridas foi comparada com 0S8

anticorpos criados contra as misturas simples dos antigénios

componentes:
Mistura com 287 Hibrido com 287
919 32000 16000
953 8192 8192
ORF46.1 128 8192
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Foram também obtidos dados da actividade Dbactericida
contra a estirpes MenB e contra os serotipos A e C para os

919-287 e 953-287:

919 | 953 ORF46.1
Estirpe Mistura | Hibrida | Mistura | Hibrida | Mistura | Hibrida
| mcss 52 1004 | 512 1024 - | 1024
NGH38 | fop4 | 2048 | 2048 | 4096 - 4096
BZ232 ) 128 1024 16 ; g
MenA (F6124) | 512 2048 | 2048 | 32 . 1024
| MenC (Ci1) | »2048 | nd. 52048 | nd. - n.d.
MenC (BZ133) | »4006 | »8192 | »4006 | <16 - | 2048

Foram também construidos hibridos da ORF46.1 e 919. Foram
conseguidos os melhores resultados (titulo superior a quatro
vezes) com o 919 no terminal N.

Foram também testados os hibridos 919-519His, ORF97-225His
e 225-0ORF97His. Estes originaram filtros ELISA e respostas
bactericidas de anticorpos.

Como os hibridos de duas proteinas A e B podem ser quer
NH,-A-B-COOH ou NH,;-B-A-COOH, foram também produzidos hibridos
reversos com 287 no terminal N, mas utilizando AG287. Foi
utilizado um painel de estirpes incluindo a estirpe homdloga

2996. O FCA foi utilizado como adjuvante:

: 287 & 919 287 & 953 287 & ORF46.1
Estitpe AG2B7-919 | 919-287 | AG2B7-953 | 053287 | AG2B7-46.1 | 46.1-287
2986 [128000 | 16000 65536 | 8192 teass | 8102
‘52232'- | 256 428 128 <4 | <4 s
1000 | 2048 <4 =4 <4 <« <
MCS8 Ta1e2 1024 16384 1024 512 | 128
NGH38 32000 2048 52048 | 4096 16384 | 4006
394/98 4096 | a2 256 128 128 16
MenA (F6124) | 32000 | 2048 %2048 | 82 8192 1024

13



{cortinuacso}

287 & 919 287 & 953 287 & ORF46 .1
Estirps AGPRT-919 | 919287 | AGI87-953 | 953207 | AGRET46.1 | 461287
MenC (87133} | 83000 >8192 =8182 | <1 4192 2048

Sdo geralmente vistos titulos bactericidas com 287 no

terminal N.
Quando fundidas a proteina 961 [sequéncia NH;-AG287-961-

COOH acima descrita], a proteina resultante ¢ insoluvel e deve
ser desnaturada e renaturada para purificacéo. A seguir a
renaturacéo, descobriu-se que cerca de 50% da proteina
permanecia insoluvel. Foram comparadas as proteinas soluveis
e insoluveis e foram obtidos titulos bactericidas muito

melhores com a proteina soluvel (FCA como adjuvante):

2986 BZ232 | MCH8 | NGH38 | Fe124 | BZ133
SoltGvel | 65536 | 128 4086 2048 >2048 | 4006
insoltvel | 8182 < <4 16 n.d. .

Os titulos com forma insoluvel foram, contudo,
aperfeicoados pela wutilizacdo, desta vez, de adjuvante de

aluminio:

Insolavel | 32768 | 128 | 4096 | »2048 | >2048 | 2048

A 96lc foi também wusada nas proteinas hibridas (ver
acima). Como a 961 e as suas variantes de dominio direccionam
a expressdo eficiente, elas sdo idealmente adequadas como
porcdo N-terminal duma proteina hibrida.

Deverd compreender-se que a invencdo foi descrita apenas
como exemplo e qgue se podem fazer modificacdes enquanto
permanecendo no ambito da invencdo. Por exemplo, é previsto o
uso de proteinas proveniente de outras estirpes [e.g. ver

WO00/66741 para as sequéncias polimdbérficas para o 187, e 953].
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DETALHES EXPERIMENTAIS

Estratégia de Clonagem e Design Oligonucleotidico

0Os genes codificando para os antigénios de interesse foram
amplificados por PCR, wutilizando oligonucledétidos concebidos
com base na sequéncia gendémica de N. meningitidis B MC58. o)
DNA gendémico da estirpe 2996 foi sempre usado como um padrédo
nas reaccdes de PCR, a menos que egspecificado de outra forma,
e os fragmentos amplificados foram clonados no vector de
expressdo pET21b+ (Novagen) para expressar a proteina como o
produto marcado com His C-terminal, ou em pET-24b+ (Novagen)
para expressar a proteina na forma “ndo marcada” (e.g. AG
287K) .

Quando uma proteina foil expressa sem um parceiro de fusédo
e com o seu proéprio péptido lider (se presente), foi realizada
a amplificacdo do molde de leitura aberta (coddes ATG ou de
STOP) .

Quando uma proteina foi expressa na forma “ndo marcada”, o
péptido lider foi omitido designando o primer de amplificacédo
da extremidade 5’, a jusante da sequéncia lider prevista.

A temperatura de fusdo dos primers usados na PCR dependeu
do numero e tipo de nucledétidos hibridizantes no primer total,

e fol determinado usando as fdérmulas:

T = 4 (G+C)+2 (A+T) (cauda excluida)
T = 64,9+0,41 (%GC)-600/N (primer total)
As temperaturas de fuséo dos oligonucledtidos

seleccionados foram, usualmente, entre 65°-70°C para todo o
oligo, e de 50-60°C para a regido de hibridizacdo apenas.
Os oligonucledétidos foram sintetizados utilizando um

Sintetizador Perkin Elmer 394 DNA/RNA, eluidoS a partir das
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colunas em 2.0ml de NH,;OH, e desprotegidos por 5 horas de
incubacdo a 56°C. O0Os oligos foram precipitados pela adicédo de
0,3M de acetato de Na, e dois volumes de etanol. As amostras

foram centrifugadas e os peletes ressuspensos em agua.

Bequéncias Local de Reskigaoe
f-{AR287-819-His Fudd COCGn ATCQ GGTOGIGOTGHT- Bami

CAAAGCAAGAGCATCUARALC
Rev | COCAAGCTT-TTORGGCGETATTERRAGTTC Hindil

fu-{ AGRET)-953-His Fagd CGOGOATCCGOTEOTORTGGT Bemi
GCCACCTACAAAGTGGAL
Rev | GCCCAARCTT-TTGTTITOOCTROOTCGAT Hingi
fu-{AGZET) 86 T-His Fed | SRCRGATCCGETGRTOGTRET- BamiH
ACAARCOACHACE
Hev | BCCCAAGCTT-COACTORTAATTRAGRRG Hingi
fu-{AGRR7 - rigs. t-His Fuerd COCHTGATCCOOTEGTOGTGGT SaeaHl
TCAGATTTOGLAAALGATTC
Rev | COCARGOTT-OATATCATATTTRADRTGE Hindli
fu-{AGR287-910)-0Orfa6.{-His | Pwg COCAAGCTIGOTCOTGOTGETGGT- Mingiil
TCAGATTTGGCAAACGATTC
Rev | CODGOTCGAG-DETATCATATTTCAGGTRL X
- {AGRET-OrIS. 13-019-His | Fwd CCCAAGCTTGGTGGTCGTOGTAOT- Hingi
CAAAGCAAGAGCATCCAAACT
Ray | COCGCTOGRAG COGRCHEATATTORGRCTT Xhot
fu SG287(384.58) Fad | ORDRBATOCG CHOODBATGTTAARTORGRS | Nhel

Fev | COGGEATRC-ATCOTROTCTTTTTTREEGEG Banw

NE - Todas s reacedes POR utifizan & satiops 2586 a menos gue sspecificadn de oules fanng (81 estiroe MCS8)

Em todas as construcdes iniciando com um ATG ndo seguido
por um Unico local Nhel como um local de clonagem na
extremidade 5’ (e.g. todos os que continham 287 no terminal N)
tém dois coddes adicionais (GCT AGC) fundidos a sequéncia de

codificacdo do antigénio.

Preparagdo dos templates de DNA cromossémicos
As estirpes 2996, MC58, 394,98, 1000 e BZ232 (e outras) de
N.meningitidis desenvolveram para a fase exponencial em 100ml

de meio GC, recolhidas por centrifugacdo e ressuspensas em 5ml
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de tampdo (20% de p/v de sucrose, 50mM de Tris-HCl, 50mM de
EDTA, pH8). Apds 10 minutos de incubacdo em gelo, a bactéria
foi lisada adicionando 10ml de solucdo de lise (50mM de NacCl,

1% de Na-Sarkosil, 50pg/ml de Proteinase K), e a suspensao

incubada a 37°C durante 2 horas. Foram realizadas duas
extraccdes de fenol (equilibradas para um pH de 8), e uma
extraccdo de CHClz/4lcool isoamilico (24:1). O DNA foi

precipitado pela adicdo de acetato de sdédio a 0,3M e 2 volumes
de etanol, e recolhido por centrifugacéo. O pelet foi lavado
uma vez com 70% de etanol (v/v) e redissolvido em 4.0ml de
tampdo TE (10mM de Tris-HC1l, 1Mm de EDTA, pH 8,0). Foi medida

a concentracdo de DNA pela leitura da ODjgo.

Amplificagdo por PCR

O protocolo de PCR padrdo foi como se segue: foram
utilizados 200ng de DNA gendmico provenientes da estirpes
2996, MC581000, ou B7z323, ou 10ng de preparacdo de DNA
plasmidico de clones recombinantes, como padrdo, na presenca
de 40uM de cada primer oligonucleotidico, solucdo de 400-800uM
de solucdo de dNTPs, lxtampdo PCR (incluindo 1,5mM de MgCl,),
2,5 unidades de polimerase Taqg/DNA (usando o Perkin-Elmer
AmpliTaQ, Boeringher Manheim Expand™ Long Template).

Apds uma incubacdo de 3 minutos de toda a mistura a 95°C,
cada amostra sofreu uma amplificacdo de dois passos: o0s
primeiros 5 ciclos foram realizados utilizando uma temperatura
de hibridizacdo que excluiu a cauda do enzima de restricdo do
primer (Tq1) . Isto foi seguido por 30 ciclos de acordo com a
temperatura de hibridizacdo calculada para todo o comprimento
dos oligos (Tx). Os tempos de elongamento, realizados a 68°C
e 72°C, wvariaram de acordo com o comprimento do ORF a ser
amplificado. No caso do ORFl, o tempo de elongamento, a

partir de 3 minutos, aumentou 15 segundos em cada ciclo. Os

17



ciclos foram completados com um passo de extensdo de 10
minutos a 72°C.

O DNA amplificado foi carregado directamente num gel de
agarose a 1%. O fragmento de DNA, correspondente a banda de
tamanho correcto, foi purificado a partir do gel utilizando o
Kit de Extraccdo em Gel da Qiagen, seguindo o protocolo do

fabricante.

Digestdo dos fragmentos de PCR e dos vectores de clonagem

O DNA purificado, correspondente ao fragmento amplificado,
foi digerido com enzimas de restricdo apropriados em Pet-21b+,
Pet22b+ ou pet-24b+. Os fragmentos digeridos foram
purificados utilizando o kit de purificacdo por PCR (seguindo
as instrucdes do fabricante) e eluido com H,O ou Tris 10mM, pH
8,5. Os vectores plasmidicos foram digeridos com oS enzimas
de restricdo apropriados, carregados num gel de agarose a
1,0%, e a banda correspondendo ao vector digerido purificada

utilizando o Kit de Extracdo em Gel da Qiagen QIAquick.

Clonagem

Os fragmentos correspondentes a cada gene, previamente
digeridos e purificados, foram ligados em pET21b+, Pet22b+ ou
Pet-24b+. Foi usada uma porporcéao molar de 3:1
fragmento/vector, com DNA ligase T4, no tampdo de ligacédo
fornecido pelo fabricante.

O plasmideo recombinante foi transformado em E.coliDHb5
competente ou HB10l por incubacdo na solucdo de reaccdo da

ligase e bactéria durante 40 minutos em gelo, depois a 37°C,

durante 3 minutos. Isto foi seguido por adicdo de 800pl de
soro LB e incubacdo a 37°C durante 20 minutos. As células
foram centrifugadas a uma velocidade maxima numa

microcentrifuga Eppendorf, ressupensas em, aproximadamente
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200pl do sobrenadante e carregadas numa placa de agar de
ampicilina de LB (100mg/ml).

O despiste dos clones recombinantes foi realizado pelo
desenvolvimento de coldénias seleccionadas ao acaso a 37°C em
4,0ml de soro LB + 100pg/ml de ampicilina. As células foram
revestidas e o DNA do plasmideo extraido utilizando um Kit
Qiagen QIAprep Spin Miniprep, seguindo as instrucgdes do
fabricante. Aproximadamente 1lug de cada minipreparacéo
individual foi digerido com  0S enzimas de restricéo
apropriados e o produto de digestdo carregado num gel de
agarose a 1-1,5% (dependendo do tamanho do inserto experado),
em paralelo com o marcador de peso molecular (lkb DNA Ladder,
GIRCO) . Os clones positivos foram seleccionados com base no

tamanho do segmento inserido.

Expressdo

Apbs a clonagem de cada gene no vector de expressido, o0S
plasmideos recombinantes foram transformados em estirpes
E.coli, adequadas para a expressdo da proteina recombinante.
lul de cada construcdo foi usado para transformar a E.coli
BL21-DE3 como acima descrita. Foram inoculadas colédnias
recombinantes tUnicas em 2ml de LB+Amp (100pg/ml), incubadas a
37°C durante a noite, diluidas entdo 1:30 em 20ml de LB+Amp
(100pg/ml), em frascos de 100ml, até se obter uma ODgyg entre
0,1 e 0,2. Os frascos foram incubados a 30°C ou a 37°C num
agitador de banho de &gua giratdédrio até que a ODgoo indicou um
crescimento exponencial adequado para a inducdo da expressédo
(0,4-08,8 OD). A expressdo da proteina foi induzida pela
adicdo de 1,0mM de IPTG. Apds 3 horas de incubacdo a 30°C ou
37°C a ODgyy fol medida e a expressdo examinada. 1,0ml de cada
amostra foram centrifugados numa microcentrifugadora, o pelet
resuspenso em PBS e analizado por SDS-PAGE e coloracdo com

azul de Comassie.
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Purificag¢do de Proteinas Marcadas com His

Varias formas de 287 foram clonadas a partir de estirpes
2996 e MC58. Estas foram construidas com uma fusdo de
terminal C marcada com His e incluiam uma forma madura (aa 18-
427), construcdes com delecdes (Al, A2, A3 e NA4) e clones
compostos de dominios B ou C. Para cada clone purificado como
uma fusdo His, foi registada uma Unica coldénia e desenvolvida
durante a noite a 37°C numa placa de agar LB/Amp (100ug/ml).
Foi inoculada uma coldénia isolada em 20ml de meio liquido
LB/Amp (100pg/ml) e crescido durante a noite a 37°c com
agitacéo. A cultura da noite foi diluida 1:30 em 1,0 L de
meio liquido LB/Amp (100pg/ml) e deixado crescer a temperatura
bptima (30 ou 37°C) até que a ODssg atingiu 0,6-0,8. A
expressdo da proteina recombinante foi induzida por adigdo de
IPTG (concentracdo final de 1,0mM) e a cultura incubada por um
periodo adicional de 3 horas. As bactérias foram recolhidas
por centrifugacdo a 8000g durante 15 minutos a 4°C. O pellet
bacteriano foi resuspenso em 7,5 ml de (i) tampdo A frio (300
mM de NaCl, 50 mM de tampdo fosfato, 10 mM de imidazole, pH
8,0), para as proteinas sollveis, ou (ii) tampdo B (10mM de
Tris-HC1l, 100 mM de tampdo fosfato, pH 8,8, opcionalmente, 8M
de ureia), ©para as proteinas insoltveis. As proteinas
purificadas numa forma insoltivel incluiam 287-His, Al, A2, A3
e A4287-His, A4287MC5H8-His, 287c-His e 287cMC5H8-His. A
proteina 287bMC58-His era insoluvel e foi purificada de acordo
com o estipulado. As células foram destruidas por sonicacéo
em gelo, 4 vezes durante 30 segundos a 40W utilizando um
sonificador Branson 450 e centrifugadas a 13000xg durante 30
minutos a 4°C. Para as proteinas insoltveis, os pellets foram
ressuspensos em 2,0 ml de tampdo C (6 M de hidrocloreto de
guanidina, 100mM de tampdo fosfato, 10 mM de Tris-HC1l, pH 7,5,

e tratados com trés passagens dum homogenizador Dounce. 0
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homogenizado foi centrifugado a 13000 g durante 30 minutos e o
sobrenadante retido. Os sobrenadantes para ambas as
preparacdes sollveis e insoluveis foram misturados com 150ul
de resina Ni?" (previamente equilibrada quer com tampdo A como
com tampdo B, como apropriado), e incubados a temperatura
ambiente com agitacdo suave durante 30 minutos. A resina era
Chelating Sepharose Fast Flow (Sefarose Quelante de Fluxo
Radpido) (Pharmacia), preparada de acordo com o protocolo do
fabricante. A preparacdo em lotes foi centrifugada a 700g,
durante 5 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. A resina
foi lavada duas vezes (em lotes) com 10ml de tampdo A ou B
durante 10 minutos, ressuspensa em 1,0ml de tampdo A ou B e
carregada numa coluna descartéavel. A resina continuou a ser
lavada quer com (i) tampdo A a 4°C ou (ii) tampdo B a
temperatura ambiente, até que a ODygy do fluxo corrente atingiu
0,02-0,01. A resina foi ainda lavada com quer (i) tampédo C
frio (300mM NaCl, 40mM de tampdo fosfato, 20mM de imidazol, pH
8,0), ou (ii) tampdo D (10mM de Tris-HCl, 100mM de tampédo
fosfato, pH 6,3 e, opcionalmente, 8M de ureia) até que a ODygg
do fluxo corrente atingiu os 0.02-0,01. Esta proteina de
fusdo His foi eluida por adicédo de 700ul de quer (i) tampdo de
eluicdo A (300mM de NaCl, 50mM de tampdo fosfato, 250 mM de
imidazol, pH 8,0), ou (ii) tampdo de eluicdo B (10mM de Tris-
HC1, 100 mM de tampdo fosfato, pH 4,5 e, opcionalmente, 8M de
ureia), e as fraccdes foram recolhidas até que a ODyg indicou
que foram obtidas todas as proteinas recombinantes. 20pl de
aliquotas de cada fraccdo de eluicdo foram analisadas por SDS-
PAGE. As concentracdes das proteinas foram calculadas

utilizando o ensaio Bradford.
Renaturagdo das proteinas de fusdo His desnaturadas

Foi requerida a desnaturacdo para solubilizar a 287bM

C8, de tal forma que foi utilizado um passo de renaturacdo
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antes da imunizacéo. Foi adicionado glicerol as fraccdes
desnaturadas acima obtidas para dar uma concentracdo final de
10% v/v. As proteinas foram diluidas para 200pg/ml utilizando
o tampdo de didlese I (10% v/v de glicerol, 0,5M de arginina,
50 mM de tampdo fosfato, 5,0 mM de glutationa reduzida, 0,5 mM
de glutaniona oxidizada, 2,0M de ureia, pH 8,8), durante 12-14
horas a 4°C. A concentracdo da proteina foi calculada

utilizando a férmula:

Proteina (mg/ml)=(1,55 x DO.gp)— (0,76 X OD2sp)

Imunizacgédo
Foram imunizados ratinhos Balb/C contra antigénios nos

dias 0, 21 e 35, e os soros analizados no dia 49.

Andlise de Soros - ELISA

A estirpe encapsulada MenBR M7 encapsulada e as estirpes
capsuladas foram plaqueadas em placas de agar de chocolate e
incubadas durante a noite a 37°C com 5% de CO,. Foram
recolhidas as coldénias Dbacterianas das ©placas de agar
utilizando wuma =zargatoa com ponta de dracon esterilizada e
inoculado num Soro de Mueller-Hinton (Difco) contendo 0,25% de
glucose. O crescimento bacteriano foi monitorizado a cada 30
minutos seguindo a ODgyg. As Dbactérias foram deixadas crescer
até a DO atingir o wvalor de 0,4-0,5. A cultura foi
centrifugada durante 10 minutos a 4000rpm. O sobrenadante foi
rejeitado e as bactérias foram lavadas duas vezes com PBS,
resuspensas em PBS contendo 0,025% de formaldeido, e incubadas
durante 1 hora a 37°C e entdo, depois, durante a noite, a 4°C
com agitacédo. 100pl de células bacterianas foram adicionados

a cada poco numa placa de Greiner de 96 pocos e incubados

durante a noite a 4°C. Os pocos foram entdo lavados trés
vezes com tampdo de lavagem PBT (0,1 de Tween 20 em PRS).
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200pl de tampdo de saturacdo (2,7% de polivinilpirrolidona 10
em &agua) foram adicionados a cada poco e as placas incubadas
durante 2 horas a 37°C. 0s pocos foram lavados trés vezes com
PBT. 200pl de soro diluido (Tampdo de Diluicdo: 1% de BSA,
0,1% de Tween-20, 0,1% de NaN; em PBS) foram adicionados a cada
poco e as placas incubadas durante 2 horas a 37°C. Os pocos
foram lavados trés vezes com PBT. 1001l de de soro anti-rato
conjugado de coelho HRP (Dako), diluido com um tampdo de
diluicdo 1:2000 foram adicionados a cada poco e as placas
foram incubadas durante 90 minutos a 37°C. Os pocos foram
lavados trés vezes com tampdo PBT. 100pl de tampdo substrato
para HRP (25ml de tampédo citrato pH5, 10mg de O-fenildiamina e
10pl de Hy0,) foram adicionados a cada poco e as placas foram
deixadas a temperatura ambiente durante 20 minutos. 100ul de
H,S04 a 12,5% foram adicionados a cada poco e seguiu-se a ODgygg.
Foram calculados os titulos ELISA arbitrariamente como a
diluicd&o dos soros, o que originou um valor de ODgey de 0,4

superior a 1:400.

Andlise de Soros - Ensaio de ligag¢do de Bactérias de Pesquisa
de FACS

A estirpe MenB M7 acapsulada foi plaqueada em placas de
agar de chocolate e incubada durante a noite a 37°C com 5% de
CO;. As coldénias bacterianas foram recolhidas das placas de
agar utilizando uma zargatoa com ponta de dracon esterilizada
e 1inoculadas em 4 tubos contendo cada um 8ml de Soro de
Mueller-Hinton (Difco) contendo 0,25% de glucose. @)
crescimento bacteriano foi monitorizado a cada 30 minutos

seguindo a ODgy. As bactérias foram deixadas crescer até a OD

atingir o wvalor de 0,35-0,5. A cultura foi centrifugada
durante 10 minutos a 4000 rpm. As células foram ressuspensas
num tampdo bloqueador para atingir uma ODgypo de 0,05. Foram

adicionados 100ul de células bacterianas a cada poc¢o duma
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placa de 96 pocos Costar. 100ul dos soros diluidos (1:100,
1:200, 1:400) (em tampdo bloqueador) foram adicionados a cada
poco e as placas incubadas durante 2 horas a 4°C. As células
foram centrifugadas durante 5 minutos a 4000rpm, o)
sobrenadante aspirado e as células lavadas por adicdo de
200ul/poco de tampdo blogqueador em cada poco. 100pl de R-
Ficoeritrina conjugada F(ab), de cabra anti-ratinho, diluido
1:100, foram adicionados a cada poco e as placas foram
incubadas durante 1 hora a 4°C. As células foram rodadas
descendentemente por centrifugacdo a 4000rpm durante 5 minutos
e lavadas por adicdo de 200pl/poco de tampdo bloqueador. 0
sobrenadante foi aspirado e as células ressuspensas em
200pl/poco de PBS, 0,25% de formaldeido. As amostras foram
transferidas para tubos FACScan e lidas. A condicdo para a
estabilizacdo da FACScan (Poténcia de Laser 15mW) foi: FL2 ON;
limite FSC-H:92; voltagem FSC PMT: E 01; SSC PMT:474; Ganhos

de Amp. 6,1; PMT FL-2:586; valores de compensacdo:0.

Andlise de Soros - Ensaio Bactericida

A estirpe 2996 de N.meningitidis foi deixada crescer
durante a noite a 37°C em placas de chocolate de agar
(comecando com um stock gelado) com CO,. Foram recolhidas
coldénias e usadas para inocular 7ml de soro Mueller-Hinton,
contendo 0,25% de glucose para atingir uma ODgo DE 0,05-0,08.
A cultura foi incubada durante, aproximadamente, 1,5 horas a
37°C com agitacdo até que a 0ODgo atingiu o valor de 0,23-0,24.
As bactérias foram diluidas em 50mM de tampdo fosfato, pH 7.2,
contendo 10mM de MgCl,, 10mM de CaCl, e 0,5% (p/v) de BSA
(tampdo ensaio), na diluicdo de trabalho de 10° de CFU/ml. 0
volume total da mistura de reaccdo final foi de 50ul com 25ul
duma diluicdo dupla em série do soro de teste, 12,5pl de
bactérias na diluicdo de trabalho, 12,5ul de complemento de

coelho bebé (concentracdo final 25%).
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Os controles incluiram bactérias incubadas com soro
complemento, soros imunes incubados com bactérias e com
complemento inactivado por aguecimento a 56°C durante 307.
Imediatamente apds a adicdo do complemento de coelho bebé,

10pl dos controles foram plaqueados em placas de agar Mueller-

Hinton wutilizando o método de inclinacdo (“tilt method”)
(tempo 0). A placa de 96 pocos foi incubada durante 1 hora a
37°C com rotacéo. 7nl de cada amostra foram plagqueados em

placas de agar Mueller-Hinton, como manchas, enquanto 10ul dos
controles foram plaqueados em placas de agar Mueller-Hinton
utilizando o método de inclinacdo (“tilt method”) (tempo 1).
As placas de agar foram incubadas durante 18 horas a 37° e as

coldbénias, correspondendo ao tempo 0 e tempo 1, foram contadas.

Andlise de Soros - Western Blots

As proteinas purificadas (500ng/linha), as vesiculas de
membrana externa (5ug) e extractos celulares totais (25ug)
provenientes da estirpe 2996 MenB foram carregadas num gel de
poliacrilamida SDS a 12% e transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. A transferéncia foi realizada durante 2 horas
a 150mA a 4°C, wutilizando um tampdo de transferéncia (base
Tris a 0,3%, 1,44% de glicina, 20% (v/v) de metanol). A
membrana foi saturada por incubacdo durante a noite num tampédo
de saturacdo a 4°C (10% de leite morno, 0,1% de Triton X100 em
PBS) e incubada durante 90 minutos com 1:2000 de diluicdo de
Ig de anti-ratinho marcado com peroxidase de rébano. A
membrana foi lavada duas vezes com 0,1% de Triton X100 em PBS
e desenvolvida com Substrato Opti-4CN (Bio-Rad). A reaccéo
foi parada por adicédo de &gua.

As OMVs foram preparadas como SsSe segue: deixou-se a
estirpe N. meningitidis 2996 desenvolver durante a noite a
37°C com CO; a 5% em placas GC, recolhidas com um gancho e

ressuspensa em 10ml de Tris-HCl a 20mM, pH 7,5, EDTA 2mM. A
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inactivacdo pelo calor foi realizada a 56°C durante 45 minutos
e as bactérias destruidas por sonicacdo durante 5 minutos em
gelo (50% de ciclo de trabalho, 50% de producédo, sonificador
Branson microtip 3mm). As células né&do corrompidas foram
removidas por centrifugacdo a 5000 g durante 10 minutos, o
sobrenadante contendo a fraccdo de envelope celular total
recuperado, e centrifugado ainda mais durante a noite a
50000g, a temperatura de 4°C. O pellet contendo as membranas
foi ressuspenso em 2% de sarkozil, 20mM de Tris-HC1l, pH7,5,
2mM de EDTA e incubado a temperatura ambiente durante 20
minutos para solubilizar as membranas internas. A suspenséo
foi centrifugada a 10000g durante 10 minutos para remover oS
agregados, o sobrenadante foi ainda centrifugado a 50000 g
durante 3 horas. O pellet, contendo as membranas externas,
foi lavado em PBS e ressuspenso no mesmo tampéo. A
concentracdo da proteina foi medida pelo ensaio de proteinas
da D.C. Bio-Rad (Método Modificado Lowry), utilizando BSA como
padréao.

Os extractos celulares totais foram preparados como se
segue: a estirpe N. meningitidis 2996 foi deixada crescer
durante a noite numa placa GC, recolhida com uma argola e
ressuspensa em 1 ml de Tris-HC1 20mM. A inactivacdo pelo

calor foili realizada a 56°C durante 30 minutos.
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REIVINDICACOES

Uma proteina hibrida da férmula NH,-A-B-COOH,
caracterizada por A compreender a proteina de Neisseria
AG287 e B compreender a proteina de Neisseria 953, e
sendo a sequéncia de aminodcido da proteina hibrida como
descrito na SEA ID N°:6, ou sendo uma sequéncia com uma
identidade de sequéncia superior a 70% em relacdo a
mesma.

A proteina, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por a AG287 ser proveniente da estirpe 2996
da N.meningitidis ou da estirpe 394/98 da N.meningitidis.
A proteina, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por A e B serem da mesma estirpe da
N.meningitidis.

A proteina, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizada por a sequéncia de aminodcido ser descrita

na SEQ ID N°:o6.

Lisboa, 27 de Maio de 2008
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