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REPRESENTA UM NUMERO INTEIRO SUPERIOR A I. AS PROTEINAS EM QUE CADA UM DOS N
RADICAIS - X- PARTILHA UMA IDENTIDADE DE SEQUENCIA COM OS OUTROS RADICAIS ;X-,
SAO CONSIDERADAS UMA "PROTEINA EM SERIE".



RESUMO

“EXPRESSAO HIBRIDA E EM SERIE DE PROTEINAS DE NEISSERIA”

A 1invengdo diz respeito a duas ou mails proteinas de
Neisseria que sdo unidas de tal modo tal que sdo traduzidas
como uma cadeia polipeptidica individual. As proteinas
hibridas s&o representadas pela férmula geral NH,-A-[-X-L-
].~B-COCH, em gque o simbolo X representa uma sequéncia de
amincdcido, o© simboloc L representa uma sequéncia de
amincacido de ligacdo facultativa, o simbolo A representa
uma sequéncia de aminocdcido do terminal N, o simbolo B
representa uma sequéncia de amincacido do terminal C
facultativa e o simbolo n representa um numerc inteiro
superior a I. As proteinas em que cada um dos n radicais -
X- partilha wuma identidade de seguéncia com 0s outros

radicais -X-, sdo consideradas uma “proteina em série”.



DESCRICAO

“EXPRESSAO HIBRIDA E EM SERIE DE PROTEINAS NEISSERIA”

Todos o0s documentos citados sdao aqui incorporados na

sua totalidade por referéncia.

CAMPO TECNICO

A presente invengdo pertence ao campo da expressao de
proteinas. Em particular, a invengdo diz respeito a
expressdo de proteinas de Neisseria (v.g., N. gonorrhoeae

ou, de preferéncia, N. meningitidis).

ANTECEDENTES DA TECNICA

As referéncias 1 e 2 dizem respeito a abordagens
alternativas e melhoradas para a expressdo das proteinas de
Neisseria descritas nas referéncias 3 a 6. Tal método
consiste na producdo de proteinas “hibridas”, em gque duas
ou mais proteinas de Neisseria $80 expressas Como uma
cadeia polipeptidica individual. Esta abordagem apresenta
duas vantagens. Em primeiro lugar, uma proteina que pode
ser 1instavel ou apresentar uma expressac fraca por si sé
pode ser assistida por meio da adicdo de um parceiro
hibrido adequado que permita ultrapassar o© problema. Em
segundo lugar, a producdo comercial é simplificada, uma vez
gue apenas €& necessario utilizar uma expressdo e
purificacdo para a producdoc de duas proteinas separadas
Uteis.

Constitui um objecto da presente invencao proporcionar
outras abordagens alternativas e melhoradas para a

expressdo de proteinas de Neisseria.



DESCRIGAO RESUMIDA DA INVENGAO
A invencdo proporciona uma proteina hibrida que
satisfaz a férmula geral:
NH,-A-[-X-L-],-B-COOH
em que o simbolo L representa uma sequéncia de aminoacido
de ligagdaoc facultativa, o simbolo A representa uma
sequéncia de aminodcido do terminal N facultativa, o
simbolo B representa uma Ssequéncia de aminoacido do
terminal C facultativa e o simbolo n = 2,
(1) o simbolo X; representa
(a) a sequéncia de 936 aminodcidos de N. meningitidis
(SEQ ID 2884 do documento WO 99/57280)
1 MUPKPHTVAY LIAAIFSLAL SCCUBAYIGS ARVGAXSAVD RRTTSAGYDD
Bl WVENMLRIETT SREYLRGRNGQ THGYTROISY VOYRAHLLLL GOVATEGEXY
181 FYGQIARSED AAEQUYMYIT VASLEATAGD IAUDTHNTSE VHRATLLGIsE
351 ATQARVEIVEY TGRVEYVHGT LTVERGRQIT QBVATTVENG KVITLYORYY
i OB, :
ou
(b) uma sequéncia de aminodcidos que possui uma
identidade de sequéncia de 90% ou superiocr com a sequéncia
de aminodcido de (a) e
(ii) o simbolo X, representa
(a) a sequéncia de 741 aminodcidos de N. meningitidis

(SEQ ID 2536 do documento WO 99/57280)

1 YBRIAFCCLS LTTALILYAC SSCOGRVARD IGRGLADNEY BPLONRDRGL
51 QILTLODEVR ANSKLKLARD CREKTYSHGD SINTOELWBD RVSRFOTIRG
101 IEVEGOLITL ESGRPRVYRG SHAALTANY BOLODSEHSS KRVAKROFRE
131 GUIAGENTSE DKLPEGGRAT YRGTATGHID AGGKLTYRID FRANGONGKI
205  EHLSSPELRY DIABADIKPD CHRHAVISSS VLUNQRERGS YSLGIFGOEA
251 QEVAGEARVE TYMGIEHIGL ARKS,

(b) uma sequénciaz de amincacidos que compreende a
seguéncia de (a) com uma supressdo no terminal N até, e
incluindo, o residuo 26 da sequéncia de aminodcidos de (a)

ou



(c) uma sequéncia de aminodcidos que possuil uma
identidade de sequéncia de 90% ou superior com a seguéncia

de aminocdcido de (a) ou (b).

Proteinas hibridas

Assim, a invencdo proporciona um método para a
expressdo simultanea de duas proteinas de Neisseria, em que
as referidas duas ou mais proteinas s&oc unidas de um modo
tal que sdo traduzidas como uma cadeia polipeptidica
individual. De um modo geral, as proteinas hibridas da
invengdo podem ser representadas pela férmula geral: NH,-A-
[-X-L-],-B-COOH, em gue o simbolo X representa uma
sequéncia de aminodcido, o simbolo 1 representa uma
seguéncia de aminoacido de ligacdo facultativa, o simbolo A
representa uma sequéncia de aminoidcidos do terminal N
facultativa, o simbolo B representa uma sequéncia de
amincacidos facultativa do terminal C e o simbolo n

representa 2.

Os radicais -X-

Os dois radicais -X- sdo 741 ou

(b) uma sequéncia de aminodcidos que possuil uma
identidade de sequéncia de 90% ou superior com a seguéncia
de aminoacido de (a).

No caso de um radical -X- possuir uma sequéncia
peptidica lider na sua forma de tipo selvagem, a qual pode
ser incluida ou omitida nas proteinas hibridas descritas na
forma de comprimento completo, entdo estd preferencialmente
na extremidade do terminal C de uma proteina hibrida; no
caso de se pretender wutilizar no terminal N, entdo ¢

preferivel utilizar a forma AG de 741.



Os radicais -L-

Para cada um dos n casos de [-X-L-], a sequéncia de
amincacidos de 1ligacdo, -L-, pode estar presente ou
ausente. Por exemplo, no caso de n = 2, o hibrido pode ser
NH,-X;-1,;-X,-L,-COOH, NH,-X;-X,-COOH, NH,-X;-1;-X,-COOH, NH;-
X1—-X;-L,-COCH, etc..

Tipicamente, af(s) sequéncia(s) de aminodcidos de
ligagdo, -L-, 1irdo ser curtas (v.g., de 20 ou menos
aminodcidos, isto ¢, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Como exemplos refere-se as
sequéncias curtas de péptidos que facilitam a clonagem, 0S8
sequéncias de ligagdo de poliglicina (isto &, Gly,, em gue
n =2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais) e marcadores de
histidina (isto é, His”, em que n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
ou mais). Outras sequéncias de aminodcidos de 1ligacgédo
adequadas serdo evidentes para 0s especialistas na matéria.
Uma sequéncia de ligacdo Gtil é GSGGGG (SEQ ID 27), em gue
o dipéptido Gly-Ser ¢é formadoc a partir de um local de
restricdo BamHI, permitindo assim a clonagem e manipulacgdo,
sendo o tetrapéptido Gly, uma sequéncia de ligagdo poli-
glicina tipica.

No caso de X,y ser uma proteina AG e L, ser uma
seqguéncia de ligacdo de glicina, entdo pode ser equivalente

a Xp+1, em que ndo é uma proteina AG e L, estd ausente.

O radical -A-

0O radical -A- ¢ uma sequéncia de aminodcidos
facultativa do terminal N. Tipicamente, serd pequena (v.qg.,
de 40 aminodcidos ou inferior, isto &, 39, 38, 37, 36, 35,
34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20,
19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,



3, 2, 1). Como exemplos refere-se as sequéncias lider para
dirigir o trénsito de proteinas ou cadeias curtas de
péptidos que facilitem a clonagem ou purificacdo (v.g.,
marcadores de histidina, isto &, His,, em que n = 3, 4, b5,
6, 7, 8, 9, 10 ou superior). Outras sequéncias de
aminodcidos do terminal N serdo evidentes para 0s
especialistas na matéria. No caso de X; nido apresentar a
sua propria meticnina no terminal N, entdo -A- pode ser um

residuo metionina.

O radical -B-

0O radical -B- ¢ uma sequéncia de aminodcidos
facultativa do terminal C. Tipicamente, serd pequena (v.qg.,
de 40 aminodcidos ou inferior, isto ¢, 39, 38, 37, 36, 35,
34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20,
19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,
3, 2, 1). Como exemplos refere-se sequéncias para dirigir o
transito de proteinas, cadeias curtas de péptidos que
facilitem a clonagem ou purificagido (v.g., que compreendam
marcadores de histidina, isto ¢, His,, em que n = 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 ou superior) ou sequéncias que aumentem a
estabilidade das proteinas. Outras sequéncias de
aminocdcidos do terminal C serdo evidentes para o0s

especialistas na matéria.

Formas polimérficas de proteinas

A invengdo pode utilizar sequéncias de aminodcidos
obtidas a partir de quaisquer estirpes de N. meningitidis.
Referéncias a uma proteina particular incluem a proteina de
qualquer estirpe. As variag¢des de sequéncias entre as

estirpes estao abrangidas por (b).



As sequéncias de referéncia obtidas a partir do
serogrupo B de N, meningitidis compreendem:

a listagem de sequéncias das formas polimérficas das
proteinas 741 (SEQ ID 1 a 22y, que tenham sido

identificadas.

Serogrupos e estirpes

As proteinas preferidas de acordo com a invengdo
compreendem radicals -X- gue possuem a sequéncia de
aminocdcidos encontrada no serogrupo B de N. meningitidis.
Numa proteina individual da presente invenc¢do, os radicais
-X- individuais podem ser provenientes de uma ou de varias
estirpes. Por exemplo, o© radical X; pode ser da mesma
estirpe do radical X; cu de uma estirpe diferente.

No serogrupo B, o©0s radicais -X- preferidos sdo
provenientes das estirpes 2996, MC58, 95N477 ou 394/98. Por
vezes, a estirpe 95N477 é aqui designada como ‘ET-37',
sendoc este o seu tipo electroforético. Por vezes, a estirpe
394/98 ¢ aqui designada como ‘nz’, uma vez que ¢ uma
estirpe da Nova Zelandia.

De preferéncia, 741 é proveniente das estirpes MC58,
2996, 394/98 ou 95N477 do serogrupo B ou proveniente da
estirpe 90/18311 do serogrupo C.

As estirpes sdo indicadas como indice inferior, v.g.,
a 741yess € a proteina 741 proveniente da estirpe MC58.
Salvo quando 1indicado de outro modo, as proteinas aqui
referidas (v.g., sem indice inferior) sdo provenientes da
estirpe 2996 de N. meningitidis, que pode ser considerada
como a estirpe de ‘referéncia’. No entanto, faz-se observar
que a invenc¢do ndo é limitada em geral pela estirpe. Tal

como referido antes, as referéncias gerais a uma proteina



podem ser consideradas para a inclusdo de uma proteina de
qualquer estirpe. Estas apresentam uma identidade de
seguéncia em relacdo a 2996 tipicamente de 90% ou superior
(v.g., 91%, 92%, 93%, 094%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou

superior) .

Sequéncias

A invengdo também proporciona uma proteina que possuil
uma sequéncia de aminoacidos proveniente das SEQ ID 1 a 22.
Também proporciona proteinas e acidos nucleicos que possuem
uma identidade de sequéncia com estas. Tal como descrito
antes, o grau de ‘identidade de sequéncia’ ¢é superior a
90%.

A invengdo proporciona &cidos nucleicos que codificam
tais proteinas.

A 1invencdc proporciona ainda &cidos nucleicos que
codificam proteinas de acordo com a invengéo.

Faz-se observar ainda que a 1invenc¢ao proporciona
acidos nucleicos que compreendem sequéncias complementares
as sequéncias descritas antes (v.g., para fins de anti-
sentido ou de sondas).

Os acidos nucleicos de acordo com a invengdo podem ser
evidentemente preparados de diversos modos (v.g., sintese
quimica, a partir de bancos gendémicos ou de ADN¢, a partir
do préprio organismo, etc.) e podem assumir diversas formas
(v.g., cadeia individual, cadeia dupla, vectores, sondas,
etc.).

Além disso, o termo “acido nucleico” compreende ADN e
ARN, bem como o0s seus andlogos, tals como os que contém as
estruturas modificadas e ainda acidos nucleicos peptidicos

(PNA), etc..



Misturas
A invencgdo também proporciona uma composicdo que
compreende duas ou mais (isto ¢, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7) das

proteinas seguintes:

(1) 287
(2) 741
(3) ORF46.1
(4) 961

(5) NH;-A-[-X-L-],-B-COOH, em que n = 2, ¥X; = 287, X

953

(6) NH;-A-[-X-L-],-B-COOH, em que n = 2, ¥X; = 287, X; =
919

(7) NH;-A-[-X-L-],-B-COOH, em que n = 2, X; = 287, X; =
961

A mistura pode compreender uma ou védrias das proteinas
seguintes, quer em combinacdao com duas ou mais das
proteinas (1) a (7) gquer em combinacdo com apenas uma das

proteinas (1) a (7):

(8) NHy-A-[-X-L-],-B-COOH, em que n = 2, X; = 287, X,
741

(9) NH,-A-[-X-L-]1,-B-COOH, em que n = ,, X; = 936, X
741

Quando as proteinas 287 e 741 estdo incluidas na
mistura (isto é, na proteina 1, 2, 5, €, 7 ou 8), entdo
podem estar sob a forma ‘AG’.

Quando a proteina 961 estd incluida, entdo esta
preferencialmente na forma de ‘961 c¢’, em que o lider do
terminal N e a membrana de ancoragem do terminal C estdo
ausentes [v.g., ver referéncias 1, 2 e 11].

Uma mistura preferida compreende as trés proteinas

seguintes:



(1) 96lc, de preferéncia 961cze (v.g., aqui SEQ 1D
31)i

(2) WNH,-A-[-X-L-1,-B-COCH, em que n & 2, -X;— & AG287
(de preferéncia AG287yz), —X;— é 953 (de preferéncia 953;99¢)
a qual falta o seu péptido 1lider, -Li—- & GSGGGG e -A-
compreende uma metionina no terminal N (v.g., -A- é M ou
MA) (v.g., aqul SEQ ID 28 e 29) e

(3) NH;-A-[-X-L-]1,-B-COOH, em que n = 2, X; = 936 (de
preferéncia 936,99¢), X; = AG741 (de preferéncia AG741lyesg),
L, = GSGGGG (v.g., aqui SEQ ID 30).

As misturas também podem compreender vesiculas

membranares exteriores de N. meningitidis.

Hospedeiro heterélogo

Embora a expressdo das proteinas da presente invencdo
possa ter lugar em Neisseria., a presente invencdo utiliza
preferencialmente um hospedeiro heterdlogo. O hospedeiro
heterdlogo pode ser um procaridtico (v.g., uma bactéria) ou
um eucaridtico. De preferéncia, é E., coli, mas como outros
hospedeiros adequados refere-se Bacillus subtilis, Vibrio
cholerae, Salmonella typhi, Salmonenna typhimurium,
Neisseria lactamica, Neisseria cinerea, Mycobacteria (v.g.,

M. tuberculosis), leveduras, etc.

Vectores etc.

A  invencdo proporciona (a) Acidos nucleicos que
codificam as proteinas descritas antes, (b) vectores que
compreendem estas sequéncias de 4&cidos nucleicos, (¢)
células hospedeiras que contém os referidos vectores, (d)
composigdes que compreendem as proteinas ou os A4cidos

nucleicos da invencdo, as quals podem ser adequadas
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enguanto composicdes imuncgénicas (v.g., vacinas) ou
enquanto reagentes de diagndstico, (e) tals composigdes
para utilizagdo enquanto medicamentos (v.g., como vacinas)
ou enquanto reagentes de diagndstico, (f) a utilizagdo
dessas composi¢des para a producac de (1) um medicamento
para o tratamento ou para a prevengdo de uma infeccgdo
provocada por uma bactéria Neisseria, (2) um reagente de
diagndéstico para a deteccgdo da presenca de uma bactéria
Neisseria ou de anticorpos contra a bactéria Neisseria e/ou
(3) um reagente que faz aumentar o0s anticorpos contra uma
bactéria Neisseria e (g) um método para o tratamento de um
paciente, o qual compreende a administrag¢do ao paciente de
uma cuantidade terapeuticamente eficaz destas composigdes.

Tipicamente, a implementacdo da invencdoc iréd envolver
0s passos basicos gue consistem em: obter um primeiro acido
nucleico que codifique uma primeira proteina; obter um
segundo Aacido nucleico que codifique uma segunda proteina e
ligar o©0s primeiro e segundo A&acidos nucleicos. O acido
nucleico resultante podera ser inserido num vector de
expressdo ou poderd Jja fazer parte de um vector de
expressao.

Para aumentar a solubilidade, a purificacao de
proteinas hibridas podem implicar as técnicas de dobramento

aqui descritas.

Composigbes imunogénicas e medicamentos

De preferéncia, as composigdes da invengdo sédo
composigdes imunogénicas e, mais preferencialmente,
composigdes para vacinas. De preferéncia, o valor de pH da

composigdo estd compreendido entre 6 e 7. O pH pode ser
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mantido por meio da utilizagdo de um tampdo. A composigado
pode ser estéril,

As wvacinas de acordo com a invengdo podem @ ser
profildcticas (isto ¢, para prevenir a infecgdo) ou
terapéuticas (isto ¢, para tratar a infeccdo), mas serio
preferencialmente profildcticas.

A  dinvencdo também proporcicna uma composicdo da
invengdo utilizdvel enquanto medicamento. De preferéncia, o
medicamento ¢é capaz de potenciar uma resposta imune num
mamifero (isto ¢, é uma composicdes imunogénica) e &, mais
preferencialmente, uma vacina.

A invencgdo também proporcicna a utilizacdo de uma
composigdo da invencdo para a preparacdo de um medicamento
para potenciar uma resposta d1mune num mamifero. De
preferéncia, o medicamento é uma vacina.

A invencgdc proporcicna ainda um métodc para potenciar
uma resposta imune num mamifero, o gqual compreende O Passo
de administrar uma quantidade eficaz de uma composicdo da
invengdo. De preferéncia, a resposta imune é protectora. O
método pode potenciar uma resposta reforcgada.

De preferéncia, o mamifero é um ser humano. No caso de
a vacina ser para uma utilizacdo profilactica, entdo o ser
humano é preferencialmente uma crianca (v.g., uma crianca
gque estd a comegar a andar ou um bebé); no casoc de a vacina
ser para uma utilizacdo profiléactica, entdo o ser humano é
preferencialmente um adulto. Uma vacina concebida para
criangas também poderd ser administrada a adultos, v.g.,
para verificar a seguranc¢a, a dosagem, a imunogenicidade,
etc.

De preferéncia, as utilizagdes e o0s métodos dizem

respeito & prevencdo e/ou ao tratamento de uma doenca
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provocada por uma Neisseria (v.g., meningite, septicemia,
gonorreia, etc.). E preferivel para a prevencdc e/ou para o

tratamento de meningite bacteriana.

Outros componentes da composigdo

Tipicamente, a composicdo da invengdo ird compreender,
para além dos componentes referidos antes, um ou varios
veiculos farmaceuticamente aceitéveis, os quais incluem
quaisquer veiculos que ndo induzam, eles proéprios, a
producdo de anticorpos nocivos para o individuo que recebe
a composicdo. Como veiculos adequados refere-se tipicamente
grandes macromcléculas metabeoclizadas lentamente, tais como
proteinas, ©polissacaridos, 4cidos polildacticos, 4cidos
poliglicdlicos, amincacidos poliméricos, copolimeros de
aminocacidos, tre-halose (WO 00/56365) e agregados de
lipidos (tals como gotas oleosas e lipossomas). Tais
veiculos sdo bem conhecidos pelos especialistas na matéria.
As vacinas também podem conter diluentes, tais como Agua,
soluto salino, glicerol, etc., Além disso, também podem
estar presentes substancias auxiliares, tais como agentes
humectantes ou emulsionantes, substdncias tampdo de pH e
semelhantes. Para uma discussdao mais minuciosa sobre
excipientes farmaceuticamente aceitdveis veja-se a obra
Remington's Pharmaceutical Sciences.

As composicdes imunogénicas utilizadas comc vacinas
compreendem uma quantidade 1munologicamente eficaz de
antigénio, bem como de qualgquer outros dos componentes
supramencionados, consoante necessério. A expressdo
“quantidade imunoclogicamente eficaz” pretende designar que
a administracdo dessa quantidade a um individuo, guer seja

como dose individual guer seja como uma parte de um
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conjunto de doses, é eficaz para o tratamentoc ou para a
prevengdo. Tal quantidade varia em func¢do do estado de
salde e da condigcdo fisica do individuo que se pretende
tratar, da idade, do grupo taxondmico do individuo gue se
pretende tratar (v.g., primata ndo humano, primata, etc.),
da capacidade do sistema imune do individuo para sintetizar
anticorpos, do nivel de protecgdo desejado, da formulagdo
da vacina, do Jjulgamento médico para tratar a situacdo
médica e de outros factores relevantes. E esperado que a
guantidade esteja compreendida num intervalo relativamente
amplo & que possa ser determinado por ensaios de rotina. A
dosagem de tratamento pode ser num regime de dose
individual ou num regime de doses multiplas (v.g.,
incluindo doses reforgadas). A vacina pode ser administrada
em conjunto com outros agentes imunorreguladores.

A vacina pode ser administrada em conjunto com outros
agentes imunorreguladores.

A composicdo pode compreender outros adjuvantes para
além (ou em vez de) do sal de aluminio. Como adjuvantes
preferidos para potenciar a eficacia da composicédo refere-
se, mas sem que 1isso constitua qualquer limitacdo: (1)
formulagcbes em emulsdc do tipo 6leo-em-agua (na presenga ou
na auséncia de outros agentes imuno-estimuladores
especificos, tails como péptidos de muramilo (ver adiante)
ou componentes da parede celular bacteriana), tails como,
por exemplo, (a) MF59™ (WO 90/14837, capitulc 10 na ref.
13), que contém 5% de esqualeno, 0,5% de Tween 80 e 0,5% de
Span 85 (e contém facultativamente MIP-PE), formulado em
particulas submicron utilizando um microfluidificador, (b)
SAF, contendo 10% de esqualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de

polimero L121 bloqueado com plurdnico e thr-MDP
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microfluidificado numa emulsdo submicron ou preparado num
vértice para se obter uma emulsdo com um tamanho grande de
particulas e (c) (c) sistema adjuvante Ribi™ (RAS) (Ribi
Immunochem, Hamilton, MT), contendo 2% de esqualeno, 0,2%
de Tween 80 e um ou varios componentes de parede celular
bacteriana provenientes do grupo constituido por
monofosforil-lipido A (MPL), dimicolato de tre-halose (TIDM)
e esqueleto de parede celular (CWS) e de preferéncia MPL +
CWS (Detox™); (2) adjuvantes de saponina, tais como QS21 ou
Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA) podem ser
utilizados, ou particulas geradas a partir destes, tais
como ISCOM (complexos imuno-estimuladores), ISCOM gue podem
ser destituidos de um detergente suplementar, v.g., WO
00/07621; (3) adjuvante completo de Freund (CFA) e
adjuvante incompleto de Freund (IFA); (4) citoquinas, tais
como interleucinas (v.g., IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, IL-12 (WO 99/44636), etc.), interferdes (v.g.,
interferdo v), factor estimulador da c¢colénia de macrédfagos
(M-CSF), factor de necrose tumoral (TNF), etc.; (5)
monofosforil-lipido A (MPL) ou MPL 3-0O-desacitado (3dMPL),
v.g., GB-2220221, EP-A-0689454; (6) combinac¢des de 3dMPL,
por exemplo, com QS21 e/ou emulsdes do tipo ¢leo-em-agua,
V.g., EP-A-0835318, EP-A-0735898, EP-A-0761231; (7)
oligonucledtidos que compreendem motivos CpG [Krieg Vaccine
2000, 19, 618-622; Krieg Curr- opin Mol Ther 2001 3:15-24;
Roman et al., Nat. Med., 1997, 3, 849-854; Weiner et al.,
PNAS USA, 1997, 94, 10833-10837; Davis et al., J. Immunol.,
1998, 160, 870-876; Chu et al., J. Exp. Med., 1997, 186,
1623-1631; Lipford et al, Eur. J. Immunol., 1997, 27, 2340-
2344; Moldoveanu et al., Vaccine, 1988, 16, 1216-1224,
Krieg et al., Nature, 1995, 374, 546-549; Klinman et al.,
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PNAS USA, 1996, 93, 2879-2883; Ballas et al., J. Immunol.,
1996, 157, 1840-1845; Cowdery et al., J. Immunol., 199¢,
156, 4570-4575; Halpern et al., Cell. Immunol., 1996, 167,
72-78; Yamamoto et al., Jpn. J. Cancer Res., 1988, 79, 866-
873; Stacey et al., J. Immunol., 1996, 157, 2116-2122;
Messina et al., J. Immunol., 1991, 147, 1759-1764; Yi et
al., J. Immunol., 1996, 157, 4918-4925; Yi et al., J.
Immunol., 1996, 157,5394-5402; Yi et al., J. Immunol 1998,
160, 4755-4761; e Yi et al., J. Immunol., 1998, 160, 5898-
5906; pedidos de patente de invencdo internacionais n”® WO
96/02555, WO 98/6247, WO 98/18810, WO 98/40100, WO
88/55495, WO 98/37919 e WO 98/52581], isto &, gue contém
pelo menos um dinucledétido CG, sendo facultativamente
utilizada S5-metilcitosina em vez de citosina; (8) um éter
de polioxietileno ou um éster de polioxietileno, v.g., WO
99/52549; (9) um tensioactivo de éster de polioxietileno-
sorbitano em combinacdao com um octoxinol (v.g., WO
01/21207) ou um tensioactivo de éter ou éster alquilico de
polioxietileno em combinagdo pelo menos com um tensioactivo
ndoc 1idénico suplementar, tal como um octoxincl (v.g., WO
01/21152); (10) um oligonucledtido imuno-estimulador (v.g.,
um oligonucledtido CpG) e uma saponina, v.g., WO 00/62800;
(11) um imuno-estimulante e uma particula de um sal
metalico, v.g., WO 00/23105; (12) uma saponina e uma
emulsdo de tipo bélec-em-4gua, v.g., WO 99/11241; (13) uma
saponina (v.g., QS521) + 3dMPL + OL-12 (facultativamente +
um esterol), v.g., WO 98/57659; (14) outras substdncias que
actuem como agentes imuno-estimuladores para aumentar a
eficdcia da composicéo.

Como péptidos de muramilo refere-se N-acetil-muramil-

L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nonuramil-L-
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alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-
D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’'-2' -dipalmitoil-sn-glicero-

3-hidroxifosforiloxi)-etilamina MTP-PE), etc..

Outros antigénios

Como outros antigénios que ¢é possivel dncluir na
composigdo da invengdo refere-se:
- uma preparagdo de vesicula da membrana exterior (OMV)
proveniente do serogrupo B de N. meningitidis, tal como a
descrita nas refs. 14, 15, 16, 17, etc.
- Um antigénio de sacarido proveniente dos serogrupos A, C,
W135 e/ou Y de N. meningitidis, tal comc o oligossacérido
descrito na ref. 18 do serogrupo C [ver também ref. 19] ou
o cligossacarido da ref. 20.
- Um antigénio de sacadrido proveniente de Streptococcus
pneumoniae [v.qg., refs. 21, 22, 23].
- Um antigénio de proteina proveniente de Helicobacier
pylori, tal como CagA [v.g., 24], VacA [v.g., 24], NAP
[v.g., 25], HopX [v.g., 26], HopX [v.g., 26] e/ou urease.
- Um antigénio proveniente do virus da hepatite A, tal como
virus inactivado [v.g., 27, 28].
- Um antigénio proveniente do virus da hepatite B, tal como
os antigénios da superficie e/ou do ntcleo [v.g., 28, 29].
- Um antigénio proveniente do virus da hepatite C [v.g.,
307.
- Um antigénic proveniente de Bordetella pertussis, tal
como holotoxina pertussis (PT) e hemaglutinina filamentosa
(FHA) proveniente de B. pertussis, facultativamente também
em combinagdo com pertactina e/ou aglutinogénios 2 e 3

[v.g., refs. 31 e 32].
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- Um antigénio de difteria, tal como um toxdide de difteria
(v.g., capitulo 3 da ref. 33], v.g., o mutante CRM197
[v.g., 341].

- Um antigénio de tétano, tal como um toxdide de tétano
[v.g., capitulo 4 da ref. 33].

- Um antigénio de sacdrido proveniente de Haemophilus
influenzae B [v.g., 19].

- Um antigénio proveniente de N. gonorrhoeae [v.g., 3, 4,
5].

- Um antigénioc proveniente de Chlamydia pneunomiae [V.g.,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41].

- Um antigénio proveniente de Chlamydia trachomatis [v.g.,
427 .

- Um antigénio proveniente de Porphyromonas gingivalis
[v.g., 43].

- Antigénios de poliomielite [v.g., 44, 45], tais como IPV
ou OPV.

- Antigénio(s) de raiva [v.g., 46] tais como virus
inactivado liofilizado [v.g., 47, RabAvert™],

- Antigénios de sarampo, ©papeira e/ou rubéola [v.g.,
capitulos 9, 10 e 11 da ref. 33].

- Antigénio(s) de gripe [v.g., capitulo 19 da ref. 33],
tais como hemaglutinina e/ou proteinas da superficie de
neuraminidase.

- Um antigénio proveniente de Moraxella catarrhalis [v.g.,
487.

- Um antigénio de proteina proveniente de Streptococcus
agalactiae (grupo B de estreptococos) [v.g., 49, 50].

- Um antigénioc de sacdrido proveniente de Streptococcus



18

- Um antigénio proveniente de Streptococcus pyogenes (grupo
A de estreptococos) [v.g., 50, 51, 52].
- Um antigénio de Staphylococcus aureus [v.g., 53].

A composicdo pode compreender um ou varios destes
antigénios suplementares.

No caso de ser utilizado um antigénio de um sacarido
ou de um hidrato de carbono, entdo ¢é preferencialmente
conjugado com uma proteina de transporte para aumentar a
imuncgenicidade [v.g., zrefs. 54 a 63]. Como proteinas de
transporte preferenciais refere-se toxinas ou toxdides
bacterianos, tais como toxdides de difteria ou do tétano. E
particularmente preferido o toxdide de difteria CRMjs7;. Como
outras proteinas de transporte adequadas refere-se a
proteina da membrana exterior de N. meningitidis [v.g.,
ref. 64], péptidos sintéticos [v.g., 65, 66], proteinas
resistentes ao calor [v.g., 67], proteinas pertussis [v.g.,
68, 69], proteina D proveniente de H. influenzae |[v.g.,
70], toxina A ou B proveniente de C. difficile [v.g., 71],
etc.. No caso de a mistura compreender sacdridos capsulares
dos serogrupos A e C, entdo ¢ preferivel que a proporcgdo
(p/p) sacarido MenA:sacdrido MenC seja superior a 1 (v.g.,
2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10: ou superior). O0s sacaridos de
serogrupos diferentes de N. meningitidis podem ser
conjugados nas mesmas proteinas de transporte ou num
diferente.

E possivel utilizar qualquer reaccdo de conjugagao
adequada, com qualquer sequéncia de ligacdo adequada se
necesséario.

Os antigénios de proteinas tdéxicas podem ser
desintoxicados se necessario (v.g., desintoxicacdo da

toxina pertussis por meios quimicos e/ou genéticos [32]).
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No caso de um antigénio de difteria ser incluido na
composigdo, entdo € preferivel incluir também um antigénio
de tétano ou um antigénio de pertussis. De igual modo, no
caso de se incluir um antigénio de tétano, entdo ¢é
preferivel incluir também os antigénios de difteria e de
pertussis. De 1igual modo, no <caso de se incluir um
antigénio de pertussis, entdo é preferivel incluir também
0s antigénios de difteria e de tétano.

Os antigénios sdc preferencialmente misturados com (ou
mais preferencialmente adsorvidos num) sal de aluminio
(v.g., fosfatc, hidrdéxido, hidroxifosfato, oxi-hidréxido,
ortofosfato, sulfato). O sal pode assumir gqualquer forma
(v.g., gel, cristalina, amorfa, etc.).

Tipicamente, o0s antigénios na composicdc irdo estar
presentes numa concentracdo pelo menos de 1 pg/mL cada. De
um modo geral, a concentracdo de cada antigénio devera ser
suficiente para provocar uma resposta imune contra o
antigénio.

Como alternativa a wutilizacdo de antigénios de
proteinas na composicdo da invencdo, ¢é possivel utilizar
dcidos nucleicos que codifiquem o antigénio [v.g., refs. 72
a 80]. Os componentes proteicos das composicdes da invenc¢do
podem assim ser substituidos por &cidos nucleicos (de
preferéncia ADN, v.g., na forma de um plasmideo) que

codifique a proteina.

Definigdes

O termo “compreender” designa “incluir”, bem como “ser
constituido”, v.g., uma composicido que “compreende” X pode
ser constituida exclusivamente por X ou podem incluir

outros componentes adicionais, v.g., X + Y.
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O termo “cerca de” em relacdc a um valor numérico x

designa, por exemplo, x = 10%.

DESCRIGAO RESUMIDA DOS DESENHOS

A figura 1 mostra um alinhamento de vinte e trés
sequéncias para a proteina 741. Estas representam as SEQ ID
1 a 22 mais a sequéncia proveniente de MC58.

A figura 2 mostra as proteinas hibridas e em série da

invencao.

FORMAS DE REALIZAGAO DA INVENGAO

Proteinas hibridas - X; = 961lc ou 961lcL
Para além das descritas nas referéncias 1 e 2, foram
construidas oito proteinas hibridas com 96lc ou com 961cL

(isto &, 961c + péptido lider) no terminal N:

ne n X; L; X, L,
1 2 - 287 -
2 2 - 287 (His)¢
96lc
3 2 - 230 (His)¢
4 2 - 936 (His)¢
! 2 - 287 -
6 2 - 287 (His)¢
961cL
7 2 - 230 (His)¢
2 - 936 (His)e

Estas proteinas foram preparadas com adjuvante
completo de Freund (FCA) ou com 3,3 mg/mL de hidrdxido de
aluminio (alum) e foram utilizadas para imunizar murganhos.

0O soro resultante fol testado contra diversas estirpes de
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Neisseria wutilizando um ensaio bactericida. 0s titulos

utilizando a proteina n® 8 foram os seguintes:

Estirpe (°e-°97F°) 2996® | mc58® | 394/98® | 44/76® | r6124™

Hidréxido de Al 8192 8192 512 1024 < 16

FCA 65536 16384 > 2048 > 2048 8192
Os titulos obtideos apds imunizagdo com 96lc-741 [refs.

1 e 2] foram os seguintes:

Estirpe™ ™™ [ 2996® [ Mc58® [ 394/98%® [ 44/76™ [ F6124™ [ Bz133@

Hidréxido de Al | 65536 32768 4096 >32768 16384 >2048

FCA >16384 | 262144 4096 >16384 - >2048
Estes resultados podem ser melhorados através da

mistura de 961c-741 com ORF46.1 ou com AG287-919.

Os resultados obtidos apds imunizacdo com as proteinas

descritas nas refs. 1 e 2, testados contra a estirpe
homéloga, foram os seguintes:
Titulo bactericida ELISA
n X1 L]_ xz L2
FCA Alum FCA Alum
ORF46.1 32768 1024 »>109350 | »109350
2 | 961c| - 741 (His) ¢ >16384 8192 »>109350 | »109350
936 >32768 8192 >109350 | >109350

Os resultados cobtidos apds imunizacdo com as proteinas

descritas nas refs.

1 e 2 foram 0s seguintes:

Titulo bactericida ELISA
n X L, X5 L,
FCA Alum FCA Alum
- 961 (His) e 8192 8192 21558 >109350
2 | ORF46.1
- 96l1c (His) ¢ 8192 128 9020 76545
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Proteinas hibridas - X; = 936

Para além das descritas nas referéncias 1 e 2, foram

construidas sete proteinas hibridas com 936 no terminal N:

n?o n X1 L; X, L
3 2 - 7415137 (His)e
4 2 - T4 1yces (His)e
5 2 936 = | 7419c/18211 | (His)s
0 2 - T41sexa77 (His)e
7 2 - 741 (His)e
Estas proteinas foram preparadas com adjuvante
completo de Freund (FCA) ou com 3,3 mg/mL de hidrédxido de

aluminio (alum) e foram utilizadas para imunizar murganhos.
0 soro resultante foi testado contra diversas estirpes de

Neisseria utilizando um ensaio bactericida.

Estirpe®°9™r) | 2996® [ Mc58™ [394/98% | 44/76® F6124™
Hidréxido de Al | 16384 | 32768 1024 2048 <1,6
FCA 65536 | 65536 >2048 8192 2048 (36%)

Os titulos obtidos utilizando a proteina n° 4 foram os

seguintes:

Estirpe °*7°9F°) 2996 | Mc58®™ [394/98% | 44/76%® F6124%®
Hidréxido de Al 256 | >262144 | >2048 32768 8192
FCA 1024 |>262144 | >2048 >32768 >32768

Os titulos obtidos utilizando a proteina n° 7 foram os

seguintes:
Estirpe®®#%) 2996® | mc58%® | 394/98% | 44/76% | F6124™ | Bz133©
Hidréxido de Al 256 130000 16000 32000 g§000 16000
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Os resultados obtidos apds imunizag¢do com as proteinas

descritas nas refs. 1 e 2, testados contra a estirpe
homdéloga, foram os seguintes:
Titulo bactericida ELISA
n X3 Ly X5 L,
FCA Alum FCA Alum
741 1024 256 1466 5715
2| 936 | - (His)
936 >32768 >32768 | >109350 | >109350
Misturas de proteinas hibridas
Efectuou-se a imunizagdo de murganhos com trés

proteinas adjuvadas com hidréxido de aluminio,

287y,-953;

s6s quer numa combinacdo tripla:

(1)

quer por si

(2)

936-741

e (3) 96lc. A mistura permitiu induzir titulos bactericidas
mais elevados contra diversas estirpes:
2996® [ Mc58™ | NGH38 | 394/98™ | H44/76® | F6124™ [ B2133© [ c11©
(1) 32000 | 15000 | 130000 | 16000 32000 8000 16000 8000
(2) 256 131000 128 16000 32000 8000 16000 <4
(3) 32000 8000 - - - 8000 - 32000
Mist | 32000 | 32000 | 65000 16000 260000 65000 | >65000 | 8000
(%) 4000 4000 1000 1000 >4000 1000 4000 n.d.

w_or

(X)

era

uma

combinagao

exterior, para comparagao

da proteina

287

significa que esta estirpe ndo contém o gene NadA

com vesiculas

da membrana

Tomando em consideracdo os murganhos

individuais, a

mistura induziu titulos bactericidas superiores e
consistentes:

ne° 1 2 3 5 6 7 9 10
2996 | 32768 | 16384 | 65536 | 32768 | 32768 | 65536 | 65536 | 32768 | 65536 | 8192
MC58 | 65536 | 32768 | 65536 | 65536 | 65536 | 8192 | 65536 | 32768 | 32768 | 65536
394/98 | 65536 | 4096 | 16384 | 4096 | 8192 | 4096 | 32768 | 16384 | 8192 | 16384
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ne n X1 L; X L,

1 2 AG74 1ycss - T4 1yess (His)e
2 2 AG287 5996 (Gly)s | AG287394/98 (His)e
3 2 AG2879906 (Gly) ¢ AG287 9906 (His)e
4 2 AG287594/98 (Gly)s | 8G287594/98 (His)e
5 2 AG28 7394708 (Gly)s AG28 75996 (His) ¢

Variantes alélicas - 741
Foram encontradas vinte e duas sequéncias polimdérficas
de 741 (SEQ ID 1 a 22). Na figura 1 estdo alinhadas estas

seguéncias e a sequéncia de MC5H8.

QUADRO 1
Estirpe 1343 Sequéncia Classificagdo da estirpe
72/00 + ET5 B:15:P1.7,13,13a
30/00 + ET5 B:15:P1.7,16
39/99 + ET5 C:15:P1.7,16
95330 + ET5 B:4:P1.15
M4102 + ET5 nd
MC58(21) + + ET5 B:15:P1.7,16b
BZ169(7) + + ET5 B:NT:P1.16
BZ83(19) + ET> B:15:—-.-
CU385 + + ET5 B:4:P1.15
2201731 + ETS NG:4:P1.15
64/96 + + ET5 NG:15:P1.7,16
(veiculo)
2201731 + ET5 B:4:P1.15 (veiculo)
IS31071 + nd B:15:P1.7,16 (ET5?)
BZ198(2) + + lin.3 B:8:Pl.1
980-2543 + + lin.3 B:NT:P1.4

16060 + + outro B:4:P1.14 (veiculo)
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Estirpe 1343 Sequéncia Classificagdo da estirpe
394-98 + ncd B:4:P1.4 (lin 3?)
ISS1106 + nd B:4:P1.4 (1in.37?)
BZ133(10) + + sub I B:NT:-.-
53446 + + nd B:14:P1.23,14
I551001 + + ndB:14:p1.13
2411751 + outro NG:21 :P1.16
(veiculo)
1712741 + outro NG:15:- (veiculo)
66/96 + outro B:17:P1.15 (veiculo)
861-5945 - !
96217 - Ad
312294 - Ad
90/18311 (24) - ET37
93/4286(25) - ET37
M986 - ET37
1000 (9) - outro
NGE28 (13) - outro veiculo
NGH38 (14) - outro veiculo
Bz7232(18) - outro
F6124(23) - sub III A:-.-
Cll - C:-
NMB = nd
8047 - nd
IS3759 - nd C:2b:P1.2
ISS1113 - nd C:2:P1.5
65/96 - nd 4:P1.14
2996 (96) - nd B:2b:P1.5,2
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

SEQ ID 1 - 741 da estirpe 1000

MRSV R TR PO L oL P AR L I L TAC S S RGO NVAAD TGRS LATAL TT PLONE D S LS LY LGS VERNER
LR LAAGGARS NS NEES LNTEELE NIV SRFDE IROT EVOGATTTLASSEPQ T Y RINBEAVVALQTRR TN
LK TS L NN P L S G L G TAR R P SN AT T RO KAF S SO PNG R LE Y S IDP TR Y ORI BRLRT
BEONVELASARLKADER SHAVT LA PRYGOEERGTY RLALFS DRADE L AGEATVE TRENVHE TG LAGKSY

SEQ ID 2 - 741 da estirpe 2201731 (coddo de
interrupgdo prematuro, embora sequéncia confidvel)

MTRSK VIR TAFCCLSLTTRALILTAC SSOGGEVARDIOAR i&ﬂFxLTRE’LEHKDKGL DALTLOQSVRENER
L ARG AR Y GRS LR TS LNV SR DF SRQIEVIG QLI TLESGEF VY R SHEA L TAPOTECI(

HRVARROFRIGHT ACEN T ST DR LFEGCRAT Y RGTAFG A DDAGOKL TY T DFAMQEING K T RHLE

X

KRHAVT BEEVLYTARRGEYSLOTFGGER

SEQ ID 3 - 741 da estirpe 90/18311 (incompleta)

LADALTAPL DS S S LGS LY L DS VR ENEL LE LAADRARK PYIME DR LNTEK LENDKVERFOF IROIEY
DGOLITLESG R I Y EOH SA PV AL TRE TR L DL INORS PLVSALOCEH TAFIQL FSERARYHGK
AP ST DTG R LAY SI NP TR NS VORI EBHLE T FEQNVELAS ARLEADEE SHAV I LU PRYGGEREGTYHLA

SEQ ID 4 - 741 da estirpe L93/4286 (incompleta)

AR AL ADEL TS P L O O LS LML D S VRN BN LY LA G ARE TY SR G DS LR TER LINDRVERPD
FIROT EVENT I TLASGE PO VEONHEAVVALL I EK T PRK INAL I KGR SF LY SQLAGEHTAFNQLYDG
B YRR A P S S R L Y S I DTGy SR ER L PP BN E LA SAELKADER SHAVI LG DTRYGLEE
BCTYHLALPO AR IAGSATVRIRENVHEIG I AGRY

SEQ ID 5 - 741 da estirpe 2996

MTE SR VTR T P OO LS LT AR LI L TR0 S SE0GE VAR IGASLADA L TAF LB KDH S LOQSLTLOSVRINER
LN LARCG AR TY RGOS LTS R LK N R VS RFDFIRGT VDG GL I T LESGEFQ I VKODRSAVVALO T BRI
PO IS Ly RO AP LY SR LGB T A FIOL P DS AR Y IO KA F SSDEAGRR LT Y TI D BARQRHGK T RRLNT
PRV ELARAELE AT SHAY T LD TR YGS EENR I HLALFURRAGEIAGSAT VR LGEEVRELGLAGRO

SEQ ID 6 - 741 da estirpe 30/00

KOEGLOSLTLEOSVRKNER LELARDBAERTYGNGES LHTGHLKNDEY SREDF L RO BVEGQLI TLESGER
YO S AL T AP B DS NS G VAR RO P R TG DT AGEH TS FDR LERBGGRATY RATAFI S INROLKL
TYT I DR AARONNSE IBHLE SPELAVDLAARD T K FDNKRHAY I SGEVL YRR EXGEY SLEIXGGRAJEYAG

SAEVHTVHGTRHIGLARKG
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SEQ ID 7 — 741 da estirpe 312294

MR S PUNETA FCC LA TR T VT AC S S GGOVAADT BAGLATAL TAPLDHE DE SLOSLT LDDSVRRNER
L LA O AR T DS L R L RDR S RE DN T RO L BVDG QLI TLESGEFQ LY RODHERAWVALUTEX IR
NEOE DS LI HOR S P LY SE LN E TAFNGLEDGKA B RQEA F SR DDACERLTY T LOF AAROGHEK T ERLET
FEONVE LA ELKADER SHAVI LGDTRYG S EEKGTYRLAL FGURADE AR BATVR IGER VAR TG T REKG

p s

SEQ ID 8 - 741 da estirpe 39/99 (incompleta)

CRGLOSLTLODSVRENERLR IAAQGRERTYGRGEBLNTGK LENDEVERFDF IRQIEAVTGQLITLESEERD
YYRORHSRLTAFUTERICDS EHSOEMVALEQFR IGDT AGEHTAFDE LPEGUEAT YRGTAPESIDAGGR LT
PIIOFALKOGNSK T ERLE S PRLNDLAAAD L N FDGKREAVI SV NAERG SY SLG FFGORAQEVAGS
AEVETUNG TREIGLANKG ‘

SEQ ID 9 - 741 da estirpe 5/99

WTRSK PVNRTAFCCLELTAALILTACS EGHECVAARIGASLADALTAML DHKDRGLOST TLOQSYRENER

R

LhLMQWéEE{ T’?:’»“ Ne 3 51.&@?‘31"(1 m‘”‘h’% S’RF JF IRQ I E’W\e ;lf.a’:”? LE‘E\;QEFQEWQ"}“{ KAMWALQIEKIN

SEQ ID 10 - 741 da estirpe 67/00

WTRSK PVNR TAFCOPELTAA L L TR S SCGOOVARADI GAGLANALTA FLOHR DR S LOS LT LGS VR MNER

LELARQGARY DYGNODSLNTCELKHDR VERFEF L RQIEVRGOLI TLREGEFIVYR O SHSALTALOTEQRY
PP EREGRMY AR R IGD L ACERT SEDRL PR OVMATYROGTAFGS DERSORLTY T I DFAAKDSHGHIERLE
SPELNVELATAY IR PDERHHAVISRSVL YN0 DERGEY SIS T FREQAEVRACRAEVETANG IHH ICLAAKY

SEQ ID 11 - 741 da estirpe BZ169

Q LTLD S VRENEN LK LAACARE TY QNG R LINTCR LN OV SRFDFIRQ I EVIGUL ITLESCEPGWYE

QEHSA L P P R T B H RS M K ROF R I GO T AGE R T SFDK L PR RATY R TAF S ORGSR LTY T
Dr R&}c SONCH I EHLR AP ELIVDLAAA DI K PDGEREAVT BE SV LY N ARG EY SLG I FOSKAQEVALSAEY
ETVRGIRHIGLAAKD

SEQ ID 12 - 741 da estirpe 72/00

LQaL‘I‘MI}:E‘»’RHNERLFN#Q&MNWGNNQ? \'I"(‘KU’CNERUS Pi‘}?IR«‘Q E"K QLI‘I‘LEQGEF ‘JYK

e FMKL&
KTWNGIR
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SEQ ID 13 - 741 da estirpe 93/114

WIRSKFVERTAFCUF SLTARL LLTAC S SGGCEVAADIGAGLADALTA PLDHRDEELQSLTLDDSVREYER
LH ARG RY P YONGR S LA PG H LN SR PR IRQY RVIGOL I Y LESGRFVY RO SR AL TALOTEGED
DREHSGRIVARRRFEIGDIAGERT SF LR L PRIVMR T RETAPS SDRAGER LT YT IDP RARQGRGK LEHLE
SR LAV ELATAY IR PLEEHH AV T SRSV Y NODERGSY SIS PO GG EVAS SARVETA G T RET GLAAKG

SEQ ID 14 - 741 da estirpe 95N477

KTRSKFVIRTEFCCLSL TAALIL TACS SERGEVRADTIGAGLADA L TR PLONY DR SLOSLTLEQ SVRENER
LR LAAQGARR T ORGDELNTGE L ENDRVSRPOF IR EVEG UL I TLASGEE I Y RODHSAVVA LG TBKIN
HPDRIDE LI RORST LV S LA EH TS NOLE SORA RV HGRAF B DL P G RLHY S I BP TR EQRYGRIEHLRT
PRQUVELASAELKRDER SHAY ILGRTRYGLEERGTY LA LPGURAGR LAGSATVE L REEVHE IGTAGKD

SEQ ID 15 - 741 da estirpe 96217

T REE MR TARCCL L TR LILTRC S SUOGEVAADI CASTADAT T APLORKI SLOSUTL OGS VR KHER
SRGARGAER T GNGUS LT K L DRV SR FRF IR T EVDG QL I TLESGEFGIYY IRKIN
NESH I DSLINQRSFLUSGLEGERTARNGLEDGEAEYHCES PR ADDRGRYLTYT
FECNVELAAAELEADEN SHANTLG DT RYGSERECTYHLALFGLRAQRI AGEATVRIGEN UHE T QL ARKE

DHEAVVALY

SEQ ID 16 - 741 da estirpe BZ133

HTRSK PVIRTAFICLELTARL ILTACS SOCQGVAAD TCAGLARAL TAR LOHEDR SLOSLTLDN SVRRNEKR
LRLAACORER TY NGO LN LA DR VER FOF I RO EVEG UL TLE SO ERQVTHO SREALTALQTEQVY
HEEHSGRMVARRUF RIGRI NG ER TSP ORL PEGGRAT T RGTAPGRLDASSRLTYT IR AR RGHGR L ERLE
SPELAVDLAASDIR FORRRHAVISGEVLYMQARRG R SLOI FGEQAQEVAS SR EVETANGI R L GLARKG

SEQ ID 17 - 741 da estirpe BZ232

HTRSK VR TAFCCLEL TAR LI LTAC S SEEEGVARDIGACLATALTA FLIGIROK SLOS LT LD RVRENEK
L LA QLA RN Ty G DS LY TG LM DRV SR FOF IRGIEVDEQT I TLASOEFQI YRONHER VAL IER IN
RPIKIDSLINOREFLVEGLGGEH TAFNULP DG KA EYHCEAF SSUDPNGRLHY R IDE TRRGGYGR T EHLET
PEONVELASARLNADER SHAWI LED TR GLEERATYRLALF GLRAQR TASSATVR IREEVHE YR T AGEG

SEQ ID 18 - 741 da estirpe Cl1

MPRSHPUNRTAFCOLSL AL I L TACS SO00OVAA DI CACLADAL TR P L INKOR SLOSLTLDGEVRKNEY
L’KLFAQt};&JQR’T‘:’GI\‘R‘}DEI;NTGKLKNI}K&’QRFD" IR EVTGOL UL ESGRF VRS DESA VAL Y ER I
NN DS L NGRS F LV A LG TR T A PRl R S C KA YHORA T S SOD NG LEY S IDPTRROGY SR BHLYS
PEONVELASABLEATER SHAY T LG R Y EER ST HLAL P SDRADE AG S ATVE TRERVHET G T ALRG
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SEQ ID 19 - 741 da estirpe MI1090

RSN PYRRTAPCCLEL TARLILPAC S SO0GHVAADI GASLADAL TAPLORE DESLO SLTLUGSVRNIER
LA QLA TGN DR LN T e L R SR P EF I RGL EVOGO LI TLESGRIQ T YRQDHEAVVALO T ER IN

MR DS LI NG SR LSO LG EH TR FIGL P S5 KA YHOH AP S8 BUACCH L TY T I DF AMKQOHEGK T EH LR T
PRV ELASRE LEADER S HAY T LG O RY GO R RN G TY RLALFGURADE T AG SATYE IRERVHE LG T R0

SEQ ID 20 - 741 da estirpe MI096
HYRSE PR TAFCLLSLTAALI L TAR S SOGEEYAR DI BAG LANA L TTPLIHE DK SLB L TLORE VR EREY
LELARGGER EX TY GHGOSLNTCHLKNDEVERFUF LBG TEVDGO T I TLASERFDT Y ONBSAVVALOTEX IN
NI I DL R S P LS LG EN TR PO L OO AR Y HE A P S S DO PNOR L HY S TDF TREQUYSRTEHLRY
PECNYELA S AR XA DR S HAV I LED TR Y GO R RN R T VL ALFCORADEIAGEA TVE TRERVEET G IAGRD

SEQ ID 21 - 741 da estirpe M198/172

HTRSE PR TAFCOLALTASL I TR SSGHGE VAR GASLADALTAPLEHEDY S LS L YL IO S VR ERER
LRLARGAERTY GG DS LN T G R LK DXV RO IRC L VDGO LI TLESCEFOVY RO SHEALTALOTEGVE
& NASEHTAF IR LY ECORATYRGTA R SROASGRLTEY! SOGHSRIEELE

GRMVAKBOFR)

SPELAVOLARSD TR PDREREAY I SESVLYNGAERGEY SLE I FEQCAQENAGSAEVETANGIRHIGLARKG

SEQ ID 22 - 741 da estirpe NGH38

MTESKPUNKTRFCCLSLTAAL I TR SEGECO VAR D IR LATE L TR SLOH K DR S LY BLT LTINS WR EKER
LRLAADGAER TY NG AL TG R LDV SRFOF TR QI EVDE QT I T ASSEP I VRONHSAVVALOTER IH
P DR LI RSPl S L GG ER TAFNGL PG A R Y B AT S S DO PHGRIHY S IUF TREQEYGRI BHLRT

PRV R AR AR A DN S RAV I LG TR Y GEER NG T YRLALFGURAQE IAGSATVR IRRRVHEI SIAGED

SEQ ID 23 - NMB/343 proveniente de dez estirpes de

meningococos

HGEFLYRGT SCRNDEGNNGULE PRENFARVA TR VDGR FE Y DG EATHO PEVERAV VARG TRETCLYDRTY IS
TTTDRELAKEPATESG T ERGY Iy VIR DLFGY ST FEYEVEHFENPNEXEVTI RAEDDGU T FEEVITARR
LIEIN

SEQ ID 24 - NMB/343 proveniente de gonococos

DR N LN PRGIFAEVAIRY DR FE Y IGERATHE PSVINGAV Y AHQIETDLY D
b

THRLMETSYLYROG TR
3 ¥

T
SUVISTTERREIAK

O
KEPA
IIAKELIEIN

ATEECY ENGY VL HRDLFGQY S IFEYEVER PENPDEK EVTIRAEDUGC I PERY

A
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SEQ ID 25 - sequéncia de 4cido nucleico de NMB/343

(gonococos)

3 AT AR T D AR T T T ARAT T AR TANC FEA TG AR T TTOTTNPTTATATAGALG
CATTAG TG AR CARGATHAGC AARKTAS TOGAC AGT TARARCC TA ARG DAR TARAGC THARAGTIRCA
ATTOGTTATOA TGO TAAG TTTAAR AT A T B E T AR A TAC AL A TS TOCAAGTO THARGAATGCAGTTT
ATG A T A AR T TCAAACRCA T AT AP GACCEA PO T TR AT A PO TACSA S AAC ACACAAGCARATTOC
CARGAMATTTECARCAAGC T COU AT GARAR FOGC TRTATATA TS TT P TARA TAGACATT IR T TTGET
CAA Y AT T T T T AR TR TR A T AATATUCAGAAR B CCAGR THRARR AGGAR AT A AATU AGAG
T A TP TG T A P T OO TG ARG ARG TG AT TR T TG TANAG AG TRGA TAG AR PEARC TAAG TG A
RGO AN TAT AN TGS O P TAG T TEAN T IO ARAG TGO L oA NP TORCRaAL ACGARRT G TAGA TATTA

TOGT

LGOI AC P TATAAAN TARRA LA TCCC T T ARG CANTOTEATAAT GTTPREAT TEIT TOAGAT
G

SEQ ID 26 - sequéncia de 4cido nucleico de NMB/343

(menigococos)

PR AT T P A T AR TR A A A A D O O T T AR A PO TG A TAA TR PTTSO R E TR OPTEAGAT
ARG T AT O IO TAAR P TC AR CT T ARA PR ART AR TTA TOREANAT T T T P ATAT AGAS SR TY
BT ARG ARG TG AR AR TR A TR AS TT AR AACC TARAG S TRATAAL G TR AMG T I AN
PR PO T AR T P AR T A TEA TGO TARAGC TAL AC A TOE T CAAG TOTRARGANTC CART TP A
NI AAATTE AN ACE T AT A T ARG TS TTAT AT O P A GAC RACAGA C AR SR AMNTPTE COARL
ARG CAA T AT e D A T O G AR AR TS AT A T AT IS T I T AR A TASEC A T T TS TT RO PO AAT
AT AT TP T G AR T A TGS T AR A TCCAG RRARC DD AR A TG A MAGGAAG TAAC AR TCAGAGCTGA
AGATTE PG TG T AT T S TR ARG T AT TA TGO TARAG AL TTGA TAGARAT TARCTARG TTGARAGS
AT AR GG T T AG T D AR T S AR AG TR CO CACAT TR C AR AT GARAN TR TRGRTATTAYG O

SEQ ID 27 - sequéncia de ligacéo
GSGGGG

SEQ ID 28 - hibrido AG287-953 preferido

MASPDVKSADILSKPAASVVARY : PSTLGEOIMAANSARNTORGERRTTIR P
HEDEGPONURPON SAES AN GO PARESDEA PASN AP ANGLE S RFGRVILANGYL I DO POON I TLTHE
KODSCHODNLLDE EAPSK S EP SNLNES BN ERY SRDGKSOXPINLY A TR VORISR YUY TYHDR SASSS

P YNGAL T L VDG AV S L SO SGN I P ARBGNTRY LT Y CREKLEGGSYALR
FHTENGRPY PIRORPAAK VPGS KEVIG T IDSCDDLAMATON FRART
EEVRGR Y SR P DN B F OV E AR REYDS 20000 A TR VDEYH
ANBRPA NVGGE YL TG VERIGAKRDGE L LT BVANLGRC SQHE TDHLY SADT R IRAQY PO
IR T F R G A SV G L THE K TA P VE LR EK PN Y R S PHAK T EVE G OF STT I CRTERGVTY LY
IORTHSVRIDIQIERAHQ
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SEQ ID 29 - hibrido AG287NZ_953

MRS POVR EAT DL S H PRSPV BRE T E AR B DA PO SN C A M A CO DM AV ERN TGN AAA T DR PR
NEDEGAQHDMPONAADTHS! '1"*W!{T%smrm_vwwlmmm;bsmsmrﬂpmmmmgwms A\m
AN AALETIROA SNROTAGSY ‘
IELOEEVOLECEPRELSE '11]%‘.—..-;-' N REROKNEGENDET 1 st‘wwwwﬂqum
HEARSKUSLEAEMPLIPY '\mmmmm”tm G FAEECNYR YL TY A BXL PGS VAL RUOGEP
SROEMLAGT AN PCEVL HP R TENCRES PEREH SRV DRG SESVEG T T DA0DEUHMETOR FRAR T DENGE
""FT?*I‘EM‘GEWESKFY A Y B R R B R G F SV A G R E QDG SO 0O TY BVOEY RANARE
AP G R L S S VR R KR DGH L DT T B R LR SOHFTHHLE S AT ] PRAASY PRI RIVS
;:WYNGKKL\»w.xmmx«smxmWRLMQKFNQmsmwﬁwﬁmzs ST DR TRHSVOYLVMVEHD
KSVRISIOIFAMKD

SEQ ID 30 - hibrido 936-AG741

MR K PRTVRTL IAA L FRLALSCOUS A TGS AV AR SAVDRE RS A TUENVMAL R TETTAR SV L AN
TGV RO SVUGYURHLLLLOQYAT EGER (¥ VO ARSEORAEGVYNY ITVASLPRTAGDIAGOTHNTSR
VRALLO TS FATOARVE I VT Y GV TYUME TLPPEEQAQ T TOK VS PTVEVORY T TL Y ORTTORGS ‘
AL IR LADAL DA L O L QST T SV R B L LA DA R TV NG O S LN N LY NORV S
RO IEVDGOL I T L S F VYRGS RS AL TARGTEN I (DS EE SER VAR ROFR TS DT ACERTEFDKL PRAGR
ATYRGTARGADDRGGKLTY TIOF ARKGANGR L EHLE S PELNUDLARY THPDCER AV SGSVLYNOREY
GSYELGIPOGKAGEVAGSAEVKTVNG TRFIGLARKG

SEQ ID 31 - 976¢

MATHNDDDVEXARTYA L ARSY NN GOE INGFEAGET T Y DI UENGT I TR DA TRA DVE AUV R LELAN WITH

LT T RN DA VR A A RS L T R L IR LA DA LA DAL PAT THALN K LS EN I TTFAEETRINTY

EISEXLERAVADTVOKHAZAFHE L ADS L U TH TR A A VK TANEAR O AR BT KOVDAR VRAARTAAGHAE

WG‘I‘AN’P AADHARAVARKVIL I KRR T ATHE DT AKKANSADVY TREE: SDSR PRI Z\EL&;AT‘“E.\LETF e
ASARE ST ADHDTRINGEINTVSDLRKETROGLADGAAL STLIG I ONVG
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REIVINDICACOES

1. Proteina hibrida que satisfaz a fdérmula geral

NH,-A-X;-L-X,-L-B-COOH
em que cada simbolo L representa uma sequéncia de
aminocdcido de ligacdo facultativa, o simbolo A representa
uma sequéncia de aminodcido facultativa do terminal N, o
simbolo B  representa uma sequéncia de aminoacido
facultativa do terminal C,

(i) o simbolo X; representa
(a) a sequéncia de 936 aminoacidos de N.

meningitidis (SEQ ID 2884 de WO 99/57280)

L BOOVSAYISE ARVARRIRVE SETTGRITDD
PMOSSY WSTRBNLELL GOVATEGEERDR
¥ YASLPRTACE IAGDTWETSK YRNTLLOISP
m&a&w*w SEEVTYVNGT LIPCEOAOIT DRVATTVGHS BVITLEQUTY

FE M

ou
(b) uma sequéncia de aminocdcidos com uma
identidade de sequéncia de 90% ou superior a sequéncia de
amincacidos de (a) e
(ii) o simbolo X, representa
(a) a sequéncia de 741 aminoacidos de N.

meningitidis (SEQ ID 2536 de WO 99/57280)

1 YRBTAROCLE LATREIETAC SS6G0VAY X SROREL
51 UH ENRREKEARS & } KERFEDETRG
i3 T4 EEASEPGYTHR & FEYARRDERE

151 VRHTSE DRLBISGRAT FARBOBNGKT
M1 O Y DLAARGIKEE '-:HF.HM‘J GG ‘-‘l-!‘mﬂ"ﬁ--a 3 YSLGITRGRA
281 GERNASREIVE TVNSTRHIGL RA¥D,

(b) uma sequéncia de aminoacidos que compreende a
seguéncia de (a) com uma supressdo no terminal N até e
incluindo o residuo 26 ou

(c) uma seguéncia de amincdcidecs com uma
identidade de sequéncia de 90% ou superior a sequéncia de

aminocdcidos de (a) ou (b).



2., Proteina hibrida de acordo com a reivindicacdo 1, em
gue o0 X; € 936 da estirpe 2996 e
(a) possul a sequéncia

L SGUSRAVISE ARVGARSAND RRTTSXOTDD
TROTLY VUSDRMAGL SVRITEERY
3 ARUGUYNYIT VASLERIASL IAGDIWNTEX VRATLLOISE
T OYGAVTYVRGT LTFRESONT LEWIDYYOVE BVTITLYGHYY

1 RHPRPRTVRY
i BUMBLEIETT
LRV
L BIRSRYAY
oo

(b) uma sequéncia de aminocacidos com uma identidade de
sequéncia de 90% ou superior a sequéncia de aminodcidos de

(a) .

3. Proteina hibrida de acordo com a reivindicagdo 1, em
que X

(a) possul uma sequéncia seleccionada entre uma das
SEQ ID 1 a 22 (aqui descritas); ou

(b) uma sequéncia de aminodcidos com uma identidade de
seguéncia de 90% ou superior a sequéncia de amincacidos de

(a) .

4, Proteina hibrida de acordo com uma cualquer das
reivindicagbes 1 a 3, em gque L possul 20 aminodcidos ou

menos.

5. Proteina hibrida de acordo com uma cualquer das
reivindicagdes 1 a 4, em que L é uma sequéncia de ligacgdo

poli-glicina.

6. Proteina hibrida de acordo com uma gualquer das
reivindicagbes 1 a 5, em que L possul a sequéncia de

aminodcidos GSGGGG.



7. Proteina hibrida de acordo com uma gualgquer das
reivindicagdes 1 a 6, em que A possul 40 aminocdcidos ou

menos.

8. Proteina hibrida de acordo com uma gualquer das

reivindicacbes 1 a 7, em gue B possui 40 aminodcidos ou

menos.

9. Proteina hibrida de acordo com a reivindicagdoc 1 que

possuil a sequéncia descrita na SEQ ID 30.

10. Acido nucleico que codifica a proteina de acordo com

uma cqualquer das reivindicagdes 1 a 9.

11. Composig¢do que compreende a proteina de acordo com uma
gualguer das reivindicag¢bes anteriores e uma ou varias das
proteinas seguintes:

(1) proteina de Neisseria 287

(2) proteina de Neisseria 741

(3) proteina de Neisseria ORF46.1

(4) proteina de Neisseria 961

(5) NHy-A-[-X-L-],-B-COOH, em que n = 2, X; = proteina
de Neisseria 287, X, = proteina de Neisseria 953

(6) NH,-A-[-X-L-],-B-COOH, em que n = 2, X; = proteina
de Neisseria 287, X, = proteina de Neisseria 919

(7) NHz;-A-[-X-L-],-B-COCH, em que n = 2, X

proteina
de Neisseria 287, X, = proteina de Neisseria 961
(8) NH,-A-[-X-L-],-B-COOH, em que n = 2, X; = proteina

de Neisseria 287, X, = proteina de Neisseria 741.



12. Composigcdo de acordo com a reivindicacao 11, que

compreende as proteinas (4) e (5).

13. Composigdo de acordo com a reivindicacdo 12, em que a
proteina (4) compreende a SEQ ID 31 e a proteina (5)

compreende a SEQ ID 28 ou a SEQ ID 29.

14. Composicéo de acordo com uma qualquer das
reivindicagdes 11 a 13, a qual compreende ainda:

- um antigénioco de ©proteina proveniente de N.
meningitidis;

- uma preparacdo de vesicula de membrana exterior
(OMV) proveniente de N. meningitidis;

- um antigénio de sacdrido proveniente de N.
meningitidis;

- um antigénio de sacarido proveniente de
Streptococcus pneumoniae;

um antigénio proveniente do virus de hepatite A, B ou

Ci

- um antigénio proveniente de Bordetella pertussis;

- um antigénio de difteria;

- um antigénio de tétano;

- um antigénio de proteina proveniente de Helicobacter
pylori;

- um antigénio de sacdrido proveniente de Haemophilus
influenzae;

- um antigénio proveniente de N. gonorrhoeasg;

- um antigénio proveniente de Chlamydia pneumoniae;

- um antigénio proveniente de Chlamydia trachomatis;
- um antigénio proveniente de Porphyromonas gingivalis;

- antigénio(s) de poliomielite;



- antigénio(s) de raiva;

- antigénios de sarampo, papeira e/ou rubéola;

- antigénio(s) de gripe;

- um antigénic proveniente de Moraxella catarrhalis;

- um antigénio proveniente de Streptococcus agalactiae;

- um antigénio proveniente de Streptococcus pyogenes
e/ou

- um antigénio proveniente de Staphylococcus aureus.

15. Composicéo de acordo com uma qualquer das
reivindicagdes 11 a 14, a qual compreende ainda um veiculo

farmaceuticamente aceitével.

16. Composigdo de acordo com a reivindicagédo 15,

utilizavel como medicamento.

17. Utilizagdo de uma composigdo de acordo com a
reivindicacdo 15 para a preparacdo de um medicamento para o

tratamento de uma doenca provocada por Neisseria.

18. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 15 para
utilizacdo no tratamento de uma doenc¢a provocada por

Neisseria.

19. Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 17 ou a
composigdo de acordo com a reivindicagdo 18, em que a

referida doenca ¢ a meningite bacteriana.
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