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DESCRIPCION
Inmunizacién contra el serogrupo y del meningococo usando proteinas
CAMPO TECNICO

La presente invencion esta en los campos de inmunologia y vacunologia. En particular, se refiere a antigenos de
Neisseria meningitidis (meningococo) y su uso en la inmunizacion.

TECNICA ANTERIOR

N. meningitidis es un patégeno humano Gram-negativo no mévil que coloniza la faringe y causa meningitis (y,
ocasionalmente, septicemia en ausencia de meningitis). Causa trastornos endémicos y epidémicos. Después de la
introduccién de la vacuna conjugada contra Haemophilus influenzae, N. meningitidis en la principal causa de
meningitis bacteriana en los Estados Unidos de América.

En base al polisacarido capsular del organismo, se han identificado varios serogrupos de N. meningitidis. El
serogrupo A es el patdgeno que con mas frecuencia estd implicado en enfermedad epidémica en Africa
subsahariana. Los serogrupos B y C son los responsables de la amplia variedad de casos en los Estados Unidos de
América y en la mayoria de los paises desarrollados. Los serogrupos W135 e Y son los responsables del resto de
los casos en los Estados Unidos de América y paises desarrollados. Después del serogrupo, la clasificacion incluye
el serotipo, serosubtipo y después el inmunotipo, y la nomenclatura estdndar enumera el serogrupo, serotipo,
serosubtipo e inmunotipo, cada uno separado por dos puntos, por ejemplo, B:4:P1.15:L3,7,9. Dentro del serogrupo
B, algunos linajes causan a menudo enfermedad (hiperinvasivos), algunos linajes causan formas mas severas de
enfermedad que otras (hipervirulentos), y otros rara vez causan enfermedad. Se reconocen siete linajes
hipervirulentos, concretamente los subgrupos I, Il y IV-1, el complejo ET-5, el complejo ET-37, la agrupacion A4 vy el
linaje 3. Estos se han reconocido por electroforesis de enzima multilocus (MLEE), pero también se ha usado la
tipificacion de secuencia multilocus (MLST) para clasificar meningococos [ref. 1].

Hasta la fecha, las vacunas contra el serogrupo A, C, W135 e Y han usado sus sacaridos capsulares como
antigenos. Una vacuna polisacarida humana autorizada contra estos cuatro serogrupos se ha conocido durante
muchos afos [2,3]. Mas recientemente, el enfoque ha permanecido sobre los sacaridos, pero la conjugacién con
proteinas portadoras. Las vacunas conjugadas contra el serogrupo C se han aprobado para uso humano, e incluyen
Menjugate™ [4], Meningitec™ y NeisVac-C™. Las mezclas de conjugados de los serogrupos A+C son conocidos
[5,6] y de los serogrupos A+C+W135+Y se han presentado [7,10].

El sacarido capsular del serogrupo B no puede usarse para vacunacion porque es un autoantigeno en humanos. Los
sacaridos del serogrupo quimicamente modificado B se han presentado [11] pero no se han adoptado para uso
clinico. Las vacunas basadas en las vesiculas de membrana externa también se han probado [por ejemplo, véase la
ref. 34], pero la proteccién proporcionada por estas vacunas tipicamente se limita a la cepa usada para hacer la
vacuna. Las secuencias del genoma para los serogrupos A [12] y B [13, 14] se han presentado, y la secuencia del
serogrupo B se ha estudiado para identificar los antigenos de la vacuna [por ejemplo, refs. 15 a 20]. Los antigenos
candidatos se han manipulado para mejorar la expresion heteréloga [refs. 21 a 23]

El dogma establecido para meningococo es por lo tanto que la inmunizacién contra los serogrupos A, C, W135e Y
se basara en cuatro sacaridos capsulares diferentes, y que la inmunizacién contra el serogrupo B no se basara en el
sacarido capsular.

DIVULGACION DE LA INVENCION

A diferencia de este dogma, los inventores han descubierto que la inmunizacién contra los serogrupos A, C, W135 e
Y (y contra el serogrupo Y en particular) puede conseguirse usando antigenos de polipéptido. Ademas, han
descubierto que los polipétidos del serogrupo B pueden conseguir esta proteccion, permitiendo de este modo una
Unica vacuna con base de polipéptido que se usara para la proteccion contra todos los serogrupos A, B, C, W135 e
Y.

De este modo la invencion proporciona un método de inmunizacidon de un sujeto contra la infeccion por el serogrupo
Y de Neisseria meningitidis, que comprende la administracion al sujeto de la composicion como la definida en las
reivindicaciones. Similarmente, la invencion proporciona el uso de uno o mas polipéptidos inmunogénicos en la
fabricacién de un medicamento para inmunizar un sujeto contra la infeccion por el serogrupo Y de N.meningitidis.

Las composiciones y usos son preferentemente para inmunizar un sujeto contra la infecciéon por el serogrupo Y y
también contra al menos uno de los serogrupos A, B, C y W135. Cuando un sujeto se inmunizada contra un
serogrupo dado de meningococo entonces la composicidon preferentemente no incluye un sacarido capsular de ese
serogrupo (bien conjugado o no conjugado). De este modo las composiciones preferentes no incluyen un sacarido
capsular del serogrupo Y, y también pueden non incluir un sacarido capsular de los serogrupos A, B, C y/o W135.
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Las composiciones para su uso de acuerdo con la invencion pueden prepararse usando técnicas conocidas, tales
como técnicas para preparar antigenos de polipéptidos meningocdécicos desvelados en las referencias 15-24, o las
técnicas conocidas para preparar OMVs desveladas en las referencias 34-38. El uso de antigenos de polipéptido
purificado es preferente al uso de vesiculas de membrana externa.

Las vacunas contra patégenos tales como el virus de la hepatitis B, difteria y tétano tipicamente contienen un unico
antigeno de proteina (por ejemplo, el antigeno de proteina de VHB, o un toxoide tetanico). Por el contrario, las
vacunas de tos ferina acelular tipicamente contienen al menos tres proteinas B.pertussis y la vacuna neumocodcica
Prevenar™ contiene siete antigenos sacaridos conjugados separados. Otras vacunas tales como las vacunas de
tos ferina celulares, la vacuna del sarampiéon y la vacuna de polio inactivada (VPI) y las vacunas OMV
meningocoécicas son por su propia naturaleza mezclas complejas de un gran numero de antigenos. Aunque la
proteccion puede obtenerse por un Unico antigeno, un pequefio nimero de antigenos definidos, o una mezcla
compleja de antigenos indefinidos, depende por lo tanto de un nimero de factores.

El(los) polipétido(s) inmunogénico(s)

La invencién supone la administracion de al menos un polipéptido inmunogénico a sujetos con el fin de proporcionar
proteccion contra infeccion de Neisseria meningitidis. Estos polipéptidos inmunogénicos incluyen secuencias de
aminoacido meningocécico, tales como secuencias de aminoacido encontradas en las cepas del serogrupo B, tales
como la cepa secuenciada MC58 [13].

Puede usarse un pequefio nimero de antigenos definidos. Mas que consistir en un Unico antigeno, es por lo tanto
preferente que la composicion de la invencién comprenda una mezcla de 10 o menos (por ejemplo, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3,
2) antigenos purificados, y es particularmente preferente que la composicién no incluya mezclas complejas o
indefinidas de antigenos, por ejemplo, es preferente no incluir vesiculas de membrana externa en la composicion.

Los polipéptidos inmunogénicos preferentes para su uso con la invenciéon son aquellos desvelados en la referencia
24: (1) una proteina “NadA”; (2) una proteina “741”; (3) una proteina (936); (4) una proteina (953); y (5) una proteina
“287". Estos antigenos se refieren en el presente documento como los “cinco antigenos basicos”. La invencion
también puede usar 1, 2, 3, 4 o los 5 de estos antigenos, siempre y cuando al menos se use uno de NadA, “741” y
“287".

Proteina NadA

“NadA” (adhesina A de Neisseria) del serogrupo B de N. meningitidis se desvela como proteina “961” en la
referencia 17 (SEC IDs 2943 & 2944) y como “NMB1994” en la referencia 13 (véase también los nUmeros de acceso
de GenBank: 11352904 & 7227256). Una descripcion detallada de la proteina puede encontrarse en la referencia
25. No se vio proteina correspondiente en el genoma del serogrupo A [2, 25], pero se han presentado cepas del
serogrupo A NadA+ desde [25].

Cuando se us6 de acuerdo con la presente invencion, NadA puede tomar diferentes formas. Las formas preferentes
de NadA son las variantes de truncamiento o supresion, tales como las desveladas en las referencias 21 a 23. En
particular, NadA sin su ancla a la membrana de terminal C es preferente (por ejemplo, la supresion de residuos 351-
405 para la cepa 2996 (SEQ ID NO: 1), que algunas veces se distingue en el presente documento mediante el uso
de un superindice “C”, por ejemplo NadA©. la expresion de NadA sin su dominio de anclaje a la membrana (por
ejemplo, SEC ID NO: 1) en E. coli da como resultado la secrecion de la proteina en el sobrenadante del cultivo con
la simultanea eliminacion de su péptido lider 23mer (por ejemplo, dejar un 327mer para la cepa 2996 [SEQ ID NO:
2]). Los polipéptidos sin sus péptidos lideres algunas veces se distinguen en el presente documento mediante el uso
de un superindice “NL”, por ejemplo NadA™" o NadA©™NY,

Las secuencias preferentes de NadA tienen un 80% o mas identidad (por ejemplo, 90%, 95%, 99% o mas) con la
SEQ ID NO: 2. Esto incluye las variantes de NadA (por ejemplo, variantes alélicas, homdlogas, ortélogas, paralogas,
mutantes, etc.). Las formas alélicas de NadA se muestran en la Figura 9 de la referencia 26.

Otras secuencias de NadA preferentes comprenden al menos n aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 1, en
los que n es 20 o mas (por ejemplo, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos
preferentes comprenden un epitope de NadA. Otros fragmentos preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) de la C-terminal y/o la T-terminal de SEQ ID NO: 1 (por
ejemplo, NadA©, NadA™, NadA®™)). Donde se suprimen los residuos de N-terminal, es preferente que la
supresion no elimine la habilidad de NadA para adherirse a las células epiteliales humanas. Un fragmento preferente
de SEQ ID NO: 1 es la SEQ ID NO: 2.

NadA se usa preferentemente en una forma oligomérica (por ejemplo, en forma trimérica).
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Proteina 741

La proteina “741” del serogrupo B se desvela en la referencia 17 (SEQ IDs 2535 & 2536) y como “NMB1870” en la
referencia 13 (véase también el nimero de acceso de GenBank GIl:7227128). La proteina correspondiente en el
serogrupo A [12] tiene el nUmero de acceso de GenBank 7379322. 741 es naturalmente una lipoproteina.

Cuando se usa de acuerdo con la presente invencion, la proteina 741 puede tomar varias formas. Las formas
preferentes de 741 son las variantes de truncamiento o supresion, tales como las desveladas en las referencias 21 a
23. En particular, la N-terminal de 741 puede suprimirse hasta incluir su secuencia de poliglicina (es decir, supresion
de los residuos 1 a 72 para la cepa MC58 [SEQ ID NO:3], que algunas veces se distingue en el presente documento
por el uso de un prefijo “AG. Esta supresion puede mejora la expresion. La supresion también elimina el lugar de
lipidacion de 741.

Las secuencias preferentes de 741 tienen un 80% o mas identidad (por ejemplo, 90%, 95%, 99% o mas) con la SEQ
ID NO: 3. Esto incluye variantes de 741 (por ejemplo, variantes alélicas, homdlogas, ortélogas, paralogas, mutantes,
etc.). Las formas alélicas de 741 pueden encontrarse en las SEQ IDs 1 a 22 de la referencia 23, y en las SEQ IDs 1
a 23 y 123-141 de la referencia 27. Las SEQ IDs 1-299 de la referencia 28 dan mas secuencias 741.

Otras secuencias 741 preferentes comprenden al menos n aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3, en los
que n es 20 o mas (por ejemplo, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos
preferentes comprenden un epitope de 741. Otros fragmentos preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por
ejemplo, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25 o mas) de la C-terminal y/o la T-terminal de SEQ ID NO: 3.

La proteina 741 es un antigeno extremadamente efectivo para obtener respuestas de anticuerpo
antimeningocécicas, y se expresa a través de todos los serogrupos meningocoécicos. El analisis filogenético muestra
que la proteina se divide en dos grupos, y que uno de estos se divide de nuevo para dar tres variantes en total [29], y
mientras el suero cultivado contra una variante dada es bactericida dentro del mismo grupo de variante, no es activo
contra las cepas que expresan una de las otras dos variantes, es decir, hay una multiproteccion intravariante, pero
una multiproteccion intervariante. Para la maxima eficacia de la cepa de cruce, por lo tanto, es preferente que una
composicion incluya mas de un variante de proteina 741. Una secuencia ejemplar de cada variante se da en las
SEQ ID NOS: 10, 11 y 12 en el presente documento, empezando con un residuo de cisteina de N-terminal al que un
lipido se unira covalentemente en la forma de lipoproteina de 741.

Es por lo tanto preferente que la composicion incluya al menos dos de: (1) una primera proteina, que comprende una
secuencia de aminoacido que tiene al menos una identidad de secuencia a% con la SEQ ID NO: 10; (2) una
segunda proteina, que comprende una secuencia de aminoacido que tiene al menos una b% identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 11; y (3) una tercera proteina, que comprende una secuencia de aminoacido que tiene al menos
¢% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12.

El valor de a es al menos 85, por ejemplo, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 o mas. El valor
de b es al menos 85, por ejemplo, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 0 mas. El valor de c es
al menos 85, por ejemplo, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 0 mas. Los valoresde a, by c
no estan intrinsecamente relacionados entre si.

Es preferente que cualquier secuencia 741 de aminoacido dada no corresponda a mas de una de las categorias (1),
(2) y (3). Cualquier secuencia 741 dada de este modo correspondera a solamente una de las categorias (1), (2) y
(2). Es de este modo preferente que: la proteina (1) tenga menos de % de identidad de secuencia con la proteina
(2); la proteina (1) tenga menos de |% de identidad de secuencia con la proteina (3); y la proteina (2) tenga k% de
identidad de secuencia con la proteina (3). El valor de i es 60 o mas (por ejemplo, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, etc.), y es como maximo a. El valor de
j es 60 o mas (por ejemplo, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, etc.), y es como maximo b. El valor de k es 60 o mas (por ejemplo, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68,69, 70,71,72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, etc.), y es como maximo c.
los valores de i, j y k no estan intrinsecamente relacionados entre si.

Proteina 936

La proteina “936” del serogrupo B se desvela en la referencia 17 (SEQ IDs 2883 & 2884) y como “NMB2091” en la
referencia 13 (véase también el numero de acceso de GenBank GI:7227353). El gen correspondiente en el grupo A
[12] tiene un nimero de acceso de GenBank 7379093.

Cuando se usa de acuerdo con la presente invencion, la proteina 936 puede tomar varias formas. Las formas
preferentes de 936 son las variantes de truncamiento o supresién, tales como las desveladas en las referencias 21 a
23. En particular, el péptido lider de N-terminal de 936 puede suprimirse (es decir, supresion de los residuos 1 a 24
para la cepa MC58 [SEQ ID NO:4]) PARA DAR 936",
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Las secuencias 936 preferentes tienen un 80% o mas identidad (por ejemplo, 90%, 95%, 99% o mas) con la SEQ ID
NO: 4. Esto incluye variantes de 741 (por ejemplo, variantes alélicas, homdlogas, ortélogas, paralogas, mutantes,
etc.). Otras secuencias preferentes de 936 comprenden al menos n aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 4,
donde n es 20 o mas (por ejemplo, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos
preferentes comprenden un epitope de 936. Otros fragmentos preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por
ejemplo, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) de la C-terminal y/o la T-terminal de SEQ ID NO: 4.

Proteina 953

La proteina “953” del serogrupo B se desvela en la referencia 17 (SEQ IDs 2917 & 2918) y como “NMB1030” en la
referencia 13 (véase también el nimero de acceso de GenBank GI:7226269). El gen correspondiente en el grupo A
[12] tiene un numero de acceso de GenBank 7380108.

Cuando se usa de acuerdo con la presente invencion, la proteina 953 puede tomar varias formas. Las formas
preferentes de 953 son las variantes de truncamiento o supresion, tales como las desveladas en las referencias 21 a
23. En particular, el péptido lider de N-terminal de 953 puede suprimirse (es decir, supresién de los residuos 1 a 19
para la cepa MC58 [SEQ ID NO:5]) PARA DAR 953™").

Las secuencias 953 preferentes tienen un 80% o mas identidad (por ejemplo, 90%, 95%, 99% o mas) con la SEQ ID
NO: 5. Esto incluye variantes de 953 (por ejemplo, variantes alélicas, homdlogas, ortélogas, paralogas, mutantes,
etc.). Las formas alélicas de 953 pueden verse en la Figura 19 de la referencia 19.

Otras secuencias 953 preferentes de comprenden al menos n aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 5, donde n
es 20 o mas (por ejemplo, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos preferentes
comprenden un epitope de 953. Otros fragmentos preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) de la C-terminal y/o la T-terminal de SEQ ID NO: 4.

Proteina 287

La proteina “287” del serogrupo B se desvela en la referencia 17 (SEQ IDs 3103 & 3104), como “NMB2132” en la
referencia 13, y como “GNA2132 en la referencia 20 (véase también el numero de acceso de GenBank Gl1:7227388).
El gen correspondiente en el grupo A [12] tiene un numero de acceso de GenBank 7379057.

Cuando se usa de acuerdo con la presente invencion, la proteina 287 puede tomar varias formas. Las formas
preferentes de 287 son las variantes de truncamiento o supresion, tales como las desveladas en las referencias 21 a
23. En particular, la N-terminal de 287 puede suprimirse hasta incluir su secuencia de poliglicina (es decir, supresién
de los residuos 1 a 24 para la cepa MC58 [SEQ ID NO:6], que algunas veces se distingue en el presente documento
por el uso de un prefijo “AG. Esta supresion puede mejora la expresion.

Las secuencias 287 preferentes tienen un 80% o mas identidad (por ejemplo, 90%, 95%, 99% o mas) con la SEQ ID
NO: 6. Esto incluye variantes de 287 (por ejemplo, variantes alélicas, homologas, ortdlogas, paralogas, mutantes,
etc.). Las formas alélicas de 287 pueden verse en las Figuras 5 a 15 de la referencia 19, y en el ejemplo 13 y la
figura 21 de la referencia 17 (SEQ ID Nos 3179 a 3184).

Otras secuencias 287 preferentes comprenden al menos n aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 6, donde n es
20 o mas (por ejemplo, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos preferentes
comprenden un epitope de 287. Otros fragmentos preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25 o mas) de la C-terminal y/o la T-terminal de SEQ ID NO: 6.

Proteinas de fusién

Los cinco antigenos pueden estar presentes en las composiciones como cinco polipéptidos separados, pero es
preferente que al menos dos de los antigenos se expresen como una cadena sencilla de polipéptidos (una proteina
“hibrida” [refs. 21 a 24]), por ejemplo, de tal manera que los cinco antigenos formen menos de cinco polipéptidos.
Las proteinas hibridas ofrecen dos ventajas principales: en primer lugar, una proteina que puede ser inestable o
expresarse pobremente sobre si misma puede ayudarse afiadiendo una pareja hibrida adecuada que supere el
problema; en segundo lugar, la fabricacién comercial se simplifica como solamente una expresién y necesita
emplearse purificacion con el fin de producir dos proteina utiles por separado.

Una proteina hibrida incluida en una composicién de la invenciéon puede comprender dos o mas (es decir, 2, 3,4 6 5)
de los cinco antigenos basicos. Los hibridos consistentes en dos de los cinco antigenos basicos son preferentes.

Dentro de la combinacién de los cinco antigenos basicos, un antigeno puede estar presente en mas de una proteina
hibrida y/o como un una proteina no hibrida. Sin embargo, es preferente que un antigeno esté presente bien como
un hibrido o como un no hibrido, pero no como ambos, aunque puede ser util incluir la proteina 741 tanto como un
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antigeno hibrido como no hibrido (preferentemente lipoproteina), particularmente donde se usa mas de una variante
de 741.

Hibridos de dos antigenos para su uso en la invencion comprende: NadA & 741; NadA & 936; NadA & 953; NadA &
287; 741 & 936; 741 & 953; 741 & 287; 936 & 953; 936 & 287; 953 & 287. Los hibridos de dos antigenos preferentes
comprende: 741 & 936; 953 & 287. Ver mas detalles en la referencia 24.

Las proteinas hibridas pueden representarse mediante la férmula NH-A-[-X-L-),-B-COOH, donde: X es una
secuencia de aminoacido de uno de los cinco antigenos basicos; L es una secuencia de aminoacido enlazante
opcional; A es un secuencia de aminoacido de N-terminal opcional; B es una secuencia de aminoacido de C-terminal
opcional; ynes2,3,4065.

Si una fraccion X tiene una secuencia de péptido lider en su forma de tipo salvaje, ésta puede incluirse u omitirse en
la proteina hibrida. En algunas realizaciones, los péptidos lideres se suprimiran excepto para los de la fraccion X
situados en la N-terminal de la proteina hibrida, es decir, el péptido lider de X, se retendra, pero los péptidos lideres
de X»...X, se omitiran. Esto es equivalente a suprimir todos los péptidos lideres y usar el péptido lider de X como
fraccion —A-.

Para cada caso n de [-X-L-, la secuencia de aminoacido enlazante —L- pude estar presente o ausente. Por ejemplo,
cuando n=2 el hibrido puede ser NHz-X1-L1-X2-L2-COOH, NH2-X1-X2-COOH, NH2-X1-L1-X2-COOH, NH2-X1-X2-L2-
COOH, et. La secuencia o secuencias de aminoacido enlazantes —L- seran tipicamente cortas (por ejemplo, 20 o
menos aminoacidos, es decir, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12,11, 9,8, 7, 6, 5 ,4, 3, 2, 1). Los ejemplos comprenden
secuencias de péptido corto que facilitan la clonacion, los enlazantes de poliglicina (es decir, que comprenden Gly,,
donden=2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 o mas), y etiquetas de histidina (es decir, His,, donde n=3,4,5,6,7,8,9,10 0
mas). Otras secuencias de aminoacido enlazantes seran aparentes para aquellos expertos en la técnica. Un
enlazante util es GSGGGG (SEQ ID NO: 9), con el dipéptido Gly-Ser formandose a partir de un punto de restriccion
BamHI, ayudando de este modo a la clonacion y manipulacion, y el tetrapéptido (Gly)s que es un enlazante tipico de
poliglicina. Si Xn+1 es una proteina AG y L, es un enlazante de glicina, esto puede equivaler a que X,+1 no sea un
proteina AG y que L, esté ausente.

-A- es una secuencia de aminoacido de N-terminal opcional. Esta sera tipicamente corta (por ejemplo, 40 o menos
aminoacidos, es decir, 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, 9, 8,7, 6,5 ,4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias lideres para dirigir la proteina circulante, o
secuencias de péptidos cortos que facilitan la clonacion o purificacion (por ejemplo, etiquetas de histidina, es decir,
Hisn, donde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o0 mas). Otras secuencias de aminoacido de N-terminal adecuadas seran
aparentes para aquellos expertos en la técnica. Si Xi carece de su propia metionina de N-terminal, -A- es
preferentemente un oligopéptido (por ejemplo, con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos) que proporciona una metionina
de N-terminal.

-B- es una secuencia de aminoacido de C-terminal opcional. Esta sera tipicamente corta (por ejemplo, 40 o menos
aminoacidos, es decir, 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, 9, 8, 7, 6, 5 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias para dirigir la proteina circulante,
secuencias de péptidos cortos que facilitan la clonacién o purificacién (por ejemplo, comprenden etiquetas de
histidina, es decir, Hisp, donde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas) o secuencias que mejorar la estabilidad de la
proteina. Otras secuencias de aminoacido de C-terminal adecuadas seran aparentes para aquellos expertos en la
técnica.

Mas preferentemente, n es 2. Dos proteinas preferentes de este tipo son: X; es una 936 y X, es una 741; X1 es una
287 y X es una 953.

Dos proteinas hibridas particularmente preferentes de la invencién son las siguientes:

n A X1 L1 X2 Lo B [SEQ ID NOZ]
2 MA AG287 SEQ ID NO:9 953M) 7
2 M 936 SEQ ID NO:9 AG741 8

Estas dos proteinas pueden usarse en combinacion con NadA (particularmente con la SEQ ID NO: 2) [24]

Las mezclas que excluyen OMVs y/o que excluyen lipooligosacaridos son preferentes.

Vesiculas de membrana externa

Ademas de usar antigenos de polipéptido, la invencion puede emplear preparaciones de microvesiculas
N.meningitidis [30], “OMVs nativas” [31], ampollas o vesiculas de membrana externa (por ejemplo, refs. 32 a 37 etc.

del serogrupo B]. Todas estas diferentes preparaciones de bacterias que han sido genéticamente manipuladas [38-
41], por ejemplo, para aumentar la inmunogenicidad (por ejemplo, hiperexpresar inmunogenes), para reducir
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toxicidad, para inhibir la sintesis de polisacarido capsular, para reducir o eliminar la expresion PorA, para reducir o
eliminar la expresion IgtB [42], etc. Pueden prepararse a partir de cepas de hiperampollas [43-46]. Las vesiculas de
una Neisseria no patogénica pueden incluirse [47]. Las OMVs pueden prepararse sin el uso de detergentes [48,49].
Pueden expresar proteinas no-Neisseriales sobre su superficie [50]. Pueden estar deplecionados de LPS. Pueden
retener lipooligosacarido como un antigeno importante [42, 51]. Pueden mezclarse con antigenos recombinantes [32,
52]. Pueden tratarse para reducir la variabilidad de fase del inmunotipo de lipooligosacarido [53]. Pueden usarse
mezclas de OMVs [30] incluyendo mezclas de diferentes serotipos y/o serosubtipos [30, 54].

Pueden usarse vesiculas de bacterias con diferentes subtipos de proteina de membrana exterior de clase |, por
ejemplo, seis subtipos [55, 56] que usan dos poblaciones diferentes de vesiculas creadas genéticamente mostrando
cada una tres subtipos, o nueves subtipos diferentes que usan tres poblaciones diferentes de vesiculas creadas
genéticamente mostrando cada una tres subtipos, etc. Los subtipos utiles incluye: P1.7,16; P1.5-1,2-2; P1.19,15-1;
P1-5-2,10; P1.12-1,13;P1.7-2,4; P1.22,14; P1.7-1,1; P1.18-1,3,6.

Resultado de la inmunizaciéon

El resultado de la inmunizacion sera la generacion de anticuerpos en el sujeto que (a) reconocen el polipéptido
inmunogeénico y (b) son protectores contra la infeccién de multiples serotipos meningocdécicos. Un resultado tipico de
la inmunizacién sera la generacion de una respuesta de anticuerpo que es bactericida contra al menos meningococo
del serogrupo Y, y mas tipicamente contra cada uno de los serogrupos A, B, C, W134 e Y.

Un resultado preferente es la inmunizacién efectiva contra: (a) serogrupos Y y A; (b) serogrupos Y y B; (c) serogrupo
Y y C; (d) serogrupos Y y W135; etc. La inmunizacion contra al menos los serogrupos A, B, C e Y es preferente.
También puede proporcionarse proteccion contra otros serogrupos (no patogénicos), por ejemplo, H, |, K, L, Z, 29E,
etc. También puede proporcionarse proteccion contra otras especies Neisseria, por ejemplo, lactamica, gonorrea,
cinérea, etc.

Después de la inmunizacion, un suero preferentemente tiene un titulo bactericida de al menos 1024 (por ejemplo,
210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 2'® o mas alto, preferentemente al menos 214), es decir, el suero es capaz de matar
al menos el 50% de las bacterias de la prueba de una cepa particular cuando se diluye 1/1024, como se describe en
la referencia 20.

Serogrupos y cepas

Las composiciones y usos de la invencién son preferentemente para inmunizar un sujeto contra la infeccién por el
serogrupo Y y también contra al menos uno de los serogrupos A, B, Cy W135.

Las proteinas usadas con la invenciéon comprenden una secuencia de aminoacido encontrada en el serogrupo B de
N. meningitidis. Dentro del serogrupo B, las cepas preferentes son 2996, MC58, 95N477 y 394/98. La cepa 394/98
es algunas veces referida en el presente documento como “NZ”, ya que es una cepa de Nueva Zelanda.

La proteina 287 es preferentemente de la cepa 2996, o mas preferentemente, de la cepa 394/98.

La proteina 741 es preferentemente de las cepas MC58, 2996, 394/98 o 95N477 del serogrupo B o de la cepa
90/18311 del serogrupo C. La cepa MC58 es mas preferente.

Las proteina 936, 953 y NadA son preferentemente de la cepa 2996.

Las cepas pueden indicarse como un subindice, por ejemplo, 741ycss es la proteina 741 de la cepa MC58. A menos
que se establezca lo contrario, las proteinas mencionadas en el presente documento (por ejemplo, sin subindice),
son de la cepa 2996 de N. meningitidis, que puede tomarse como una cepa “referencia”’. Sin embargo, se apreciara
que la invencion no esta en general limitada por la cepa. Como se ha mencionado anteriormente, las referencias
generales para una proteina (por ejemplo, “287”, “919”, etc.) pueden tomarse para incluir esa proteina de cualquier
cepa. Esto tendra tipicamente identidad de secuencia con 2996 del 90% o mas (por ejemplo, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas).

Donde una composicion incluye un antigeno de proteina particular (por ejemplo, 741 o 287), la composicién puede
incluir ese antigeno en mas de una forma variante, por ejemplo, la misma proteina, pero de mas de una cepa. Estas
proteinas pueden incluirse como proteinas tandem o separadas.

Donde se usan proteinas hibridas, los antigenos individuales dentro del hibrido (es decir, fracciones individuales —X-)
pueden ser de una o mas cepas. Donde n=2, por ejemplo, X, puede ser de la misma cepa que X; o de una cepa
diferente. Donde n=3, las cepas pueden ser (i) X1=Xo=X3 (ii) X1=Xo#X3z (iii) X1#X2=X3 (iv) ) X1#X2#X3 0 (V) X1=X3£Xg2,
etc.
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Linajes hipervirulentos y respuestas de anticuerpo bactericidas

En general, las composiciones de la invencién son capaces de inducir respuesta de anticuerpo bactericida del suero
después de administrarse al sujeto. Estas respuestas se miden convenientemente en ratones y son un indicador
estandar de eficacia de la vacuna [por ejemplo, véase nota final 14 de la referencia 20]. La actividad bactericida del
suero (ABS) mide la eliminacion bacteriana mediada por complemento, y puede ensayarse usando complemento
humano o de bebé conejo. Las normas de la OMS requieren una vacuna para inducir al menos un aumento 4 veces
en ABS en mas del 90% de los receptores.

Mas que ofrecer una limitada proteccion, las composiciones de la invencién pueden inducir respuestas de anticuerpo
bactericidas contra mas de un serogrupo de meningococo. Dentro de los serogrupos, las composiciones pueden
inducir respuestas de anticuerpo contra mas de un linaje hipervirulento. En particular, pueden inducir respuestas
bactericidas contra dos o mas de los siguientes linajes hipervirulentos: (i) grupo A4; (ii) complejo ET5; vy (iii) linaje 3.
Pueden ademas inducir respuestas de anticuerpo bactericidas contra uno o mas linajes virulentos subgrupo |,
subgrupo lll, subgrupo IV-1 o complejo ET-37, y contra otros linajes, por ejemplo, linajes hiperinvasivos. Sin
embargo, las composiciones no necesitan inducir anticuerpos bactericidas contra cada cepa de un linaje
hipervirulento particular.

Las composiciones preferentes pueden inducir respuestas bactericidas contra: (a) cepa 860800, ES13822, ES15085
y/o ES14487 de meningococo del serogrupo Y; (b) cepa F6124 de meningococo del serogrupo A; (c) cepa
LPN17592 de meningococo del serogrupo W135; (d) cepa C11 de meningococo del serogrupo C; (c) dentro de
meningococo del serogrupo B: (i) del grupo A4, cepa 961-5945 (B:2b:P1.21,16) y/o cepa G2136 (B:-); (ii) del
complejo ET-5, cepa MC58 (B:15:P1.7,16b) y/o cepa 44/76 (B:15:P1.7,16); (iii) del linaje 3, cepa 394/98 (B:4:P1.4)
y/o cepa BZ198 (B:NT:-).

La cepa 860800 del serogrupo Y se ve en la fila 29 de la referencia 1, y en la referencia 57. La cepa F6124 del
serogrupo A se ve en las referencias 20, 57 y 58. La cepa C11 del serogrupo C es una de las cepas de referencia
desveladas en la ref. 59. Las cepas 961-5945 y G2136 del serogrupo B son ambas cepas de referencia de Neisseria
MLST (ids 638 & 1002 en la ref. 60]. La cepa 44/76 se ha usado y caracterizado mucho (por ejemplo, ref. 61) y es
una de las cepas de referencia de Neisseria MLST (id 237 en ref. 60; fila 32 de la Tabla 2 en la ref. 1]. La cepa
394/98 se aisl6 originalmente en Nueva Zelanda en 1998, y ha habido varios estudios publicados que usan esta
cepa (por ejemplo, refs. 62 y 63). La cepa BZ198 es otra cepa de referencia MLST [id 409 en la ref. 60; fila 41 de la
Tabla 2 en la ref. 1].

Composiciones inmunogénicas y medicamentos

Las composiciones de la invencién son inmunogénicas, y mas preferentemente son composiciones de vacuna. Las
vacunas de acuerdo con la invencion pueden ser profilacticas (es decir, para prevenir la infeccion) o terapéuticas (es
decir, para tratar la infeccion, pero tipicamente seran profilacticas.

El pH de la composicion esta preferentemente entre 6 y 8, preferentemente aproximadamente 7. El pH estable
puede mantenerse mediante el uso de un tampén. Donde una composicion comprende una sal de hidréxido de
aluminio, es preferente usar un tampoén de histidina [64]. Las composiciones pueden ser estériles y/o libres de
pirégenos. Las composiciones de la invencion pueden ser isotdnicas con respecto a los humanos.

Las composiciones pueden presentarse en viales, o pueden presentarse en jeringas preparadas con la carga. Las
jeringas pueden suministrarse con o sin agujas. Una jeringa incluird una unica dosis de la composicion, mientras que
un vial puede incluir una Unica dosis o multiples dosis. Las composiciones inyectables seran normalmente soluciones
liquidas o suspensiones. Como alternativa, pueden presentarse en forma sdlida (por ejemplo, liofilizadas) para una
solucion o suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

Las composiciones de la invencién pueden empaquetarse en forma de unidad de dosis o en forma de multiples
dosis. Para formas de multiples dosis, los viales son preferentes a las jeringas pre-cargadas. Los volumenes
efectivos de dosis pueden establecerse rutinariamente, pero una dosis tipica para un humano de la composicién
para inyeccion tiene un volumen de 0,5 ml.

Donde una composicion de la invencion se preparara extemporaneamente antes de su uso (por ejemplo, donde un
componentes se presenta en forma liofilizada), y se presenta como un kit, el kit puede comprender dos viales, o
puede comprender una jeringa preparada con carga y un vial, usandose los contenidos de la jeringa para reactivar
los contenidos del vial antes de la inyeccion.

La inmunizacién de la invencién es en un mamifero, preferentemente un humano. Donde la vacuna es para uso
profilactico, el humano es preferentemente un nifio (por ejemplo, un bebé o nifio pequefio); donde la vacuna es para
uso terapéutico, el humano es preferentemente un adulto. Una vacuna prevista para nifios también puede
administrarse a adultos, por ejemplo, para evaluar la seguridad, posologia, inmunogenicidad, etc.
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Estos usos y métodos son para la prevencion de una enfermedad causad por la infeccion por el serogrupo Y de
Neisseria meningitidis (por ejemplo, meningitis, septicemia, bacteremia, etc.). La prevencion y/o tratamiento de
meningitis bacteriana o0 meningocdcica es preferente.

Una manera de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica el control de la infeccion Neisserial después
de la administracién de la composicién de la invencién. Una manera de comprobar la eficacia del tratamiento
profilactico implica el control de respuestas inmunes contra los antigenos administrados. La inmunogenicidad de las
composiciones de la invencion puede determinarse administrandolas a sujetos de la prueba (por ejemplo, nifios de
edad 12-16 meses, 0 modelos de animales [65]) y después determinando parametros estandares que incluyen
anticuerpos bactericidas del suero (ABS) vy titulos ELISA (GMT) de total e IgG de alta avidez. Etas respuestas
inmunes se determinaran generalmente alrededor de 4 semanas después de la administracién de la composicion, y
se compararan con los valores determinados antes de la administracion de la composicién. Un aumento de ABS de
al menos 4 veces u 8 veces es preferente. Donde se administra mas de una dosis de la composicién, puede hacerse
mas de una determinacién post-administracion.

Las composiciones preferentes de la invencion pueden conferir un titulo de anticuerpo en un paciente que es
superior al criterio para la seroproteccion para cada componente antigénico para un porcentaje aceptable de sujetos
humanos. Los antigenos con un titulo de anticuerpo asociado sobre el cual se considera que un huésped se
seroconvertira contra el antigeno son bien conocidos, y tales titulos se publican por organizaciones tales como OMS.
Preferentemente, mas del 80% de una muestra estadisticamente significativa de sujetos se seroconvierte, mas
preferentemente mas del 90%, ain mas preferentemente mas del 93% y mas preferentemente 96-100%.

Las composiciones se administraran generalmente directamente a un paciente. La entrega directa puede
conseguirse mediante inyeccion parenteral (por ejemplo, subcutaneamente, intraperitonealmente, intravenosamente,
intramuscularmente, o el espacio intersticial de un tejido, o por administracion rectal, oral, vaginal, topica,
transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar u otra administracion mucosa. La administracién intramuscular en el
muslo o en la parte superior del brazo es preferente. La inyeccion puede ser a través de una aguja (por ejemplo, una
aguja hipodérmica), pero alternativamente puede usarse inyeccién sin aguja. Una dosis intramuscular tipica es de
0,5 ml.

La invencion puede usarse para obtener inmunidad sistémica y/o mucosal.

El tratamiento de dosis puede ser un programa con una unica dosis 0 un programa con multiples dosis. Las multiples
dosis pueden usarse en un programa de inmunizacion primaria y/o en un programa de inmunizacién de recuerdo. Un
programa de dosis primaria puede estar seguido por un programa de dosis de recuerdo. La coordinacion de tiempo
adecuada entre las dosis estimulantes (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre la estimulaciéon y el recuerdo,
pueden determinarse rutinariamente.

Las infecciones Neisseriales afectan a varias areas del cuerpo y de este modo las composiciones de la invencion
pueden prepararse de varias formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, bien
como soluciones liquidas o suspensiones. También pueden prepararse formas sélidas adecuadas para la solucién
en, o suspension en, vehiculos liquidos antes de la inyeccion (por ejemplo, una composicidn liofilizada). La
composicion puede prepararse para administracion tdpica, por ejemplo, como una pomada, crema o polvos. La
composicion puede prepararse para administracion oral, por ejemplo, como un comprimido o capsula, 0 como un
jarabe (opcionalmente con sabor). La composicién puede prepararse para administracion pulmonar, por ejemplo,
como un inhalador, usando un polvo fino o un aerosol. La composicién puede prepararse como un supositorio o
pesario. La composicidon puede prepararse para administracion nasal, aural u ocular, por ejemplo, como aerosol,
gotas, gel o polvos [por ejemplo, refs. 66 & 67]. Se ha presentado el éxito con administracion nasal de sacaridos
neumocacicos [68, 69], polipéptidos neumocdcicos [70], sacaridos HIb [71], sacaridos MenC [72], y mezclas de
conjugados de sacarido Hib y MenC [73].

Las composiciones inmunogénicas usadas como vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente efectiva de
antigeno(s), asi como cualquier otro componente, si es necesario. Por “cantidad inmunolégicamente efectiva”, se
entiende que la administracién de esta cantidad a un individuo, bien en una Unica dosis o como parte de una serie,
es efectiva para el tratamiento o prevencion. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y condicion fisica del
individuo a tratar, edad, el grupo taxonémico del individuo a tratar (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la
capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccidon deseada, la
formulacion de la vacuna, la valoracion del doctor que lo trate de la situacion médica, y otros factores relevantes. Se
espera que la cantidad correspondera a un intervalo relativamente amplio que puede determinarse a través de
ensayos rutinarios, y una cantidad tipica de cada antigeno de sacarido meningococo por dosis se encuentra entre 1
Mg y 20 ug, por ejemplo, aproximadamente 1 pjg, aproximadamente 2,5 ug, aproximadamente 4 ug,
aproximadamente 5 pg o aproximadamente 10 ug (expresado como sacarido).
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Méas componentes no antigenos de la composicién

La composicion de la invencién comprendera tipicamente, ademas de los componentes anteriormente mencionados,
uno o mas “portadores farmacéuticamente aceptables”, que incluyen cualquier portador que por si mismo no induzca
la produccién de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicion. Los portadores adecuados
son tipicamente macromoléculas granes, metabolizadas lentamente tales como proteinas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacido, sacarosa [74], trehalosa [75],
lactosa, y agregados lipidos [tales como gotitas de aceite o liposomas]. Tales portadores son bien conocidos por
aquellos expertos en la técnica. Las vacunas también pueden contener diluyentes, tales como agua, solucion salina,
glicerol, etc. Ademas, pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias amortiguadoras de pH, y similares. La solucién salina fisioldgica estéril libre de pirégeno,
amortiguada con fosfato es un portador tipico. Una discusion minuciosa de excipientes farmacéuticamente aceptable
esta disponible en la referencia 76.

Las composiciones de la invencién pueden incluir un antimicrobiano, particularmente cuando se empaqueta en un
formato de multiples dosis.

Las composiciones de la invencidon pueden comprender detergente, por ejemplo, un Tween (polisorbato), tal como
Tween 80. Los detergentes estan generalmente presentes en niveles bajos, por ejemplo, <0,01%.

Las composiciones de la invencion pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para dar tonicidad.
Una concentracion de 102 mg/ml NaCl es tipica.
Las composiciones de la invencion incluiran generalmente un tampoén. Un tampén de fosfato es tipico.

Las composiciones de la invencion pueden comprender un alcohol de azucar (por ejemplo, manitol) o un disacarido
(por ejemplo, sacarosa o trehalosa), por ejemplo, alrededor de 15-30 mg/ml (por ejemplo, 25 mg/ml), particularmente
si se van a liofilizar o si incluyen material que se ha reconstituido a partir de material liofilizado. El pH de una
composicion para liofilizacion puede ajustarse alrededor de 6,1 antes de la liofilizacion.

Las vacunas de la invencién pueden administrarse en conjunto con otros agentes inmunoreguladores. En particular,
las composiciones normalmente incluirdn un adyuvante. Los adyuvantes que pueden usarse en las composiciones
de la invencién incluyen, aunque no se limitan a:

A. Composiciones gue contienen mineral

Las composiciones que contienen mineral adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen sales
minerales, tales como sales de aluminio y sales de calcio. La invencion incluye sales minerales tales como
hidroxidos (por ejemplo, oxihidréxidos), fosfato (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por ejemplo,
véase capitulos 8 & 9 de la ref. 77], o mezclas de diferentes compuestos minerales, tomando los compuestos
cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), y siendo preferente la adsorcion. Las
composiciones que contienen mineral pueden también formularse como una particula de sal metalica [78].

Los fosfatos de aluminio son particularmente preferentes, particularmente en composiciones que incluyen un
antigeno sacarido de H. influenzae, y un adyuvante tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con una proporcién
mola PO4/Al de entre 0,84 y 0,92, incluido en 0,6 mg AIPYml. Puede usarse adsorcién con una dosis baja de fosfato
de aluminio, por ejemplo, entre 50 y 100 pg APP*/ml por conjugado por dosis. Donde hay mas de un conjugado en
una composicion, no es necesario adsorber todos los conjugados.

B. Emulsiones de Aceite

Las emulsiones de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen emulsiones de
escualeno-agua, tales como MSF59 [Capitulo 10 de ref. 77; véase también ref. 79] (5% Escualeno, 0,5% Tween 80 y
0,5% Span 85, formulado en particulas submicron usando un microfluidizador). También pueden usarse Adyuvante
Completo de Freund (ACF) y Adyuvante Incompleto de Freund (AIF).

C. Formulaciones de Saponina [capitulo 22 de ref. 77]

Las formulaciones de saponina también pueden usarse como adyuvantes en la invencion. Las saponinas son un
grupo heterdlogo de glicésidos esteroidales y glicésidos triterpénicos que se encuentran en la corteza, hojas, tallos,
raices e incluso flores de una amplia variedad de especies de plantas. Las saponinas de la corteza del arbol Quillaja
saponaria Molina se han estudiado mucho como adyuvantes. La saponina también puede obtenerse comercialmente
a partir de Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophilla paniculata (paniculata), y Saponaria officianalis (planta
jabonera). Las formulaciones adyuvantes de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como QS21, asi
como formulaciones lipidas, tales como ISCOMs. QS21 se comercializa como Stimulon™.
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Las composiciones de saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado fracciones
purificadas especificas que usan estas técnicas, que incluyen QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B Y QH-C.
Preferentemente, la saponina es QS21. Un método de produccién de QS21 se desvela en la ref. 80. Las
formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol. Tal como colesterol [81].

Las combinaciones de saponinas y colesteroles pueden usarse para formar Unicas particulas llamadas complejos
inmunoestimulantes (ISCOMs) [capitulo 23 de ref. 77]. Los ISCOMs tipicamente también incluyen un fosfolipido tal
como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Cualquier saponina conocida puede usarse en ISCOMs.
Preferentemente, el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC. Los ISCOMs se describen mas en las refs.
81-83. Opcionalmente, los ISCOMs pueden estar libres de detergente adicional [84].

Un estudio del desarrollo de saponina en base a adyuvantes puede encontrarse en las ref. 85 y 86.

D. Virosomas y particulas tipo virus

Los virosomas y particula tipo virus (PTVs) también pueden encontrarse como adyuvantes en la invencion. Estas
estructuras contienen generalmente una o mas proteinas de un virus opcionalmente combinado o formulado con un
fosfolipido. Estas son generalmente no patogénicas, no duplicantes y generalmente no contienen ninguno de los
genomas virales nativos. Las proteinas virales pueden producirse recombinantemente o aislarse de los virus
completos. Estas proteinas virales adecuadas para su uso en virosomas o PTVs incluyen proteinas derivadas de
virus de influenza (tal como HA o NA), virus de Hepatitis B (tal como proteinas centrales o de la capside), virus de
Hepatitis E, virus del sarampién, virus de Sindbis, Rotavirus, virus de fiebre aftosa, Retrovirus, virus de Norwalk,
virus del Papiloma humano, VIH, ARN-fagos, QB-fago (tal como proteinas de la cubierta), GA-fago, fr-fago, AP205
fago y Ty (tal como retrotransposén Ty proteina p1). Las PTVs se analizan mas en las refs. 87-92. Los virosomas se
analizan mas en, por ejemplo, ref. 93.

E. Derivados bacterianos y microbiales

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen derivados bacterianos y microbiales tales como
derivados no toxicos de lipopolisacaridos enterobacterianos (LPS), derivados de Lipido A, oligonucleétidos
inmunoestimulantes y toxinas ADP-ribosiladas y derivados detoxificados de los mismos.

Los derivados no toxicos de LPS incluyen lipido monofosforil (MPL) y MPL 3-O-decilado (3dMPL). 3dMPL es una
mezcla de monofosforil lipido A 3 de-O-acilado con 4, 5 o 6 cadenas aciladas. Una forma preferente de “particula
pequefa” de monofosforil lipido A 3 de-O-acilado se desvela en la ref. 94. Tales “particulas pequenas” de 3dMPL
son lo suficientemente pequefias para filtrarse estériles a través de una membrana de 0,22 uym [94]. Otros derivados
LPS no téxicos incluyen imitadores de monofosforil lipido A, tales como derivados de fosfato de glucosaminida de
aminoalquilo.

Los derivados de lipido A incluyen derivados de lipido A de Escherichia coli tal como OM-174. OM-174 se describe
por ejemplo en la refs. 97 y 98.

Los oligonucleédtidos inmunoestimulantes adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
secuencias de nucleétidos que contienen la unidad CpG (una secuencia de dinucleétido que contiene una citosina
no metilada unida por un enlace de fosfato a una guanosina). Los ARNs de doble hélice y los oligonucleétidos que
contienen secuencias palindrémicas o poli(dG) también han demostrado ser inmunoestimulantes.

Los CpGs incluyen modificaciones/analogos de nucleétido tales como modificaciones de fosforotioato y pueden ser
de doble hélice o de unica hélice. Las referencias 99, 100 y 101 desvelan posibles sustituciones analogas, por
ejemplo, sustitucion de guanosina por 2’-deoxi-7-deazaguanosina. El efecto adyuvante de los oligonucleétidos CpG
se analiza mas en las refs. 102-107.

La secuencia CpG pueden dirigirse a TLR9, tal como la unidad GTGTT o TTCGTT [108]. La secuencia CpG puede
ser especifica para inducir una respuesta inmune Th1, tal como una CpG-A ODN, o puede ser mas especifica para
inducir una respuesta de célula B, tal como una CpG-B ODN. CpG-A y CpG-B ODNs se analizan en las refs. 109-
111. Preferentemente, la CpG es una CpG-A ODN.

Preferentemente, el oligonucleétido CpG se construye para que el extremo 5’ sea accesible para el reconocimiento
del receptor. Opcionalmente, pueden unirse dos secuencias de oligonucledtido CpG en sus extremos 3’ para formar
“inmundémeros”. Véase, por ejemplo, refs. 108 y 112-114.

Las toxinas bacterianas ADP-ribosiladas y los derivados detoxificados de las mismas pueden usarse como
adyuvantes en la invencién. Preferentemente, la proteina se deriva de E. coli (enterotoxina termolabil “LT” de E. coli),
célera (“CT”) o pertussi (“PT”). El uso de toxinas detoxificadas ADP-ribosiladas como adyuvantes mucosales se
describe en la ref. 115 y sus adyuvantes parenterales en la ref. 116. La toxina o toxoide tiene preferentemente la
forma de una holotoxina, comprendiendo subunidades A y B. Preferentemente, la subunidad A contiene una
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mutacion detoxificante; preferentemente la subunidad B no estd mutada. Preferentemente, el adyuvante es un
mutante LT detoxificado tal como LT-K63, LT-R72 y LT-G192. El uso de toxinas ADP-ribosiladas y derivados
detoxificados de las mismas, particularmente LT-K63 y LT-R72, como adyuvantes pueden encontrarse en las refs.
117-124. La referencia numérica para sustituciones de aminoacido se basa preferentemente en las alineaciones de
las subunidades A y B de toxinas ADP-ribosiladas establecidas en la ref. 125, incorporada especificamente en el
presente documento por referencia en su integridad.

F. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para su uso en la invencion incluyen citoquinas, tales como
interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [126], etc.) [127], interferones (por ejemplo,
interferén-y), factor estimulante de colonia de macroéfago, y factor de necrosis tumoral.

G. Bioadhesivos y Mucoadhesivos

Los bioadhesivos y mucoadhesivos también pueden usarse como adyuvantes en la invencion. Los bioadhesivos
adecuados incluyen microesferas de acido hialurénico esterificado [128] o mucoadhesivos tales como derivados
reticulados de acido poli(acrilico), alcohol de polivinilo, pirrolidona de polivinilo, polisacaridos y carboximetilcelulosa.
Chitosan y derivados de los mismos también pueden usarse como adyuvantes en la invencion [129]

H. Microparticulas

Las microparticulas también pueden usarse como adyuvantes en la invencién. Las microparticulas (es decir,
particula de diametro de ~100 nm a ~150 ym en didmetro, mas preferentemente de ~200 nm a ~30 pm en
diametro, y mas preferentemente de ~500 nm a ~10 ym en didmetro) formadas a partir de materiales que son
biodegradables y no toxicos (por ejemplo, un acido poli(a-hidroxi), un acido polihidroxibutirico, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.), con poli(lactido-co-glicélido) son preferentes, opcionalmente tratados para tener una
superficie con carga negativa (por ejemplo, con SDS), o una superficie con carga positivo (por ejemplo, con un
detergente catidnico), tal como CTAB).

l.Liposomas (Capitulos 13 y 14 de ref. 77)

Los ejemplos de las formulaciones de liposomas para su uso como adyuvantes se describen en las refs. 130-132.

J. Formulaciones de éter polioxietileno y éster polioxietileno

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen éteres de polioxietileno y ésteres de polioxietileno
[133]. Tales formulaciones incluyen ademas surfactantes de éster de sorbitan de polioxietileno en combinacion con
un octoxinol [134] asi como éteres de alquil de polioxietileno o surfactantes de éster en combinacién con al menos
un surfactante adicional no iénico tal como octoxinol [135]. Los éteres de polioxietileno preferentes se seleccionan
del siguiente grupo: éter polioxietileno-9-lauril (laureth 9), éter polioxietileno-9-esteoril, éter polioxietileno-8-esteoril,
éter polioxietileno-4-lauril, éter polioxietileno-35-lauril y éter polioxietileno-23-lauril.

K. Polifosfaceno (PCPP).

Las formulaciones PCPP se describen, por ejemplo, en las refs. 136 y 137.

L. Péptidos de muramil

Ejemplos de péptidos de muramil adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina  (thr-MDP),  N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina  (nor-MDP) 'y  N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxil-etilamina MTP-PE).

M. Compuestos de Imidazoquinolona

Los compuestos de imidazoquinolona adecuados para usar adyuvantes en la invencién incluyen Imiquamod y sus
homdlogos (por ejemplo, “Resiquimod 3M”), mas descrito en las refs. 138 y 139.

La invencién puede comprender ademas combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, las siguientes composiciones de adyuvantes pueden usarse en la invencion (1) una
saponina y una emulsion de aceite en agua [14]; (2) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado LPS no toxico
(por ejemplo, 3dMPL) [141]; (3) una saponina (por ejemplo, QS21] + un derivado LPS no téxico (por ejemplo,
3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un esterol) [142];
(5) combinacién de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de agua en aceite [143]; (6) SAF, que contiene
10% de escualeno, 0,4% Tween 80™, 5% polimero de bloque plurénico L121, y thr-MDP, bien microfluidizado en
una emulsién submicron o mezclado en el vortex para generar una emulsién con tamafio méas grande de particula. El
sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem) que contiene 2% escualeno, 0,2% Tween 80, y uno o mas

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2401481 T3

componentes de la pared celular bacteriana del grupo consistente en monofosforilipido A (MPL), trehalosa dimicolato
(TDM), y esqueleto de la pared celular (EPC), preferentemente MPL + TDM (Detox™); y (8) una o mas sales
minerales (tales como sal de aluminio) + un derivado no téxico de LPS (tal como 3dMPL).

Otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes se desvelan en el capitulo 7 de la ref. 77.

El uso de adyuvante de hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio es particularmente preferente, y los antigenos
generalmente se adsorben a estas sales. El hidroxido de aluminio se evita preferentemente como un adyuvante si su
composicion incluye un antigeno Hlb. Donde se usa un fosfato de aluminio y no se desea adsorber un antigeno al
adyuvante, esto se favorece incluyendo iones libres de fosfato en la solucién (por ejemplo, mediante el uso de un
tampodn de fosfato). La prevencién de la adsorcion también puede conseguirse seleccionando el pH correcto durante
la mezcla antigeno/adyuvante, un adyuvante con un punto apropiado de carga cero, y un orden apropiado de mezcla
de diferentes antigenos en una composicion [144].

El fosfato de calcio es otro adyuvante preferente
Antigenos adicionales

Las composiciones de la invencidén contienen antigenos de proteina meningocécicos como se define en las
reivindicaciones. También pueden incluir mas antigenos, aunque pueden no contener antigenos de proteina
meningocacicos diferentes a los cinco antigenos basicos. Mas antigenos para su inclusién pueden ser, por ejemplo:
- un antigeno de sacérido de Haemophilus influenzae B.

- un antigeno de sacarido de N. meingitidis serogrupo A, C, W135 y/o Y, tal como el sacarido desvelado en la ref. 5
del serogrupo C o los sacaridos de la ref. 8 (véase mas abajo).

- un antigeno de sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, 180, 181 182].

- un antigeno de virus de hepatitis A, tal como un virus inactivado [por ejemplo, 145, 146].

- un antigeno de virus de hepatitis B, tal como antigenos de superficie y/o de nucleo [por ejemplo, 146, 147].

-un antigeno de difteria, tal como toxoide de difteria [por ejemplo, capitulo 3 de ref. 148] por ejemplo, el mutante
CRM;yg7 [por ejemplo, 149].

- un antigeno de tétano, tal como un toxoide de tétano [por ejemplo, capitulo 4 de la ref. 148].

- un antigeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina de pertussi (PT) y hemaglutinina filamentosa (HAF) de B.
pertussis, opcionalmente también en combinacién con pertactina y/o aglutindgenos 2 y 3 [por ejemplo, refs. 150 y
151]. Puede usarse el antigeno de pertussis celular.

- una preparacion de la vesicula de membrana externa (OMV) de N. meningitidis serogrupo B, tales como las
desveladas en las refs. 34, 35, 37, 152, etc.

- polio antigeno(s) [por ejemplo, 153, 154] tales como OPV o, preferentemente, IPV.

La composicién puede comprender uno o mas de estos antigenos adicionales. Los antigenos estaran presentes
tipicamente en una concentracion de al menos 1 ug/ml cada uno. En general, la concentracion de cualquier antigeno
dado sera suficiente para obtener una respuesta inmune contra ese antigeno. Es preferente que la eficacia
protectora de los antigenos sacaridos individuales no se elimine combinandolos, aunque la inmunogenicidad real
(por ejemplo, titulos ELISA) puede reducirse.

Donde se incluye una antigeno de difteria en la composicidén es preferente incluir también antigeno de tétano y
antigenos de pertussis. Similarmente, donde se incluye un antigeno de tétano es preferente incluir también antigeno
de difteria y antigenos de pertussi. Similarmente, donde se incluyen un antigeno de pertussis es preferente incluir
también antigenos de difteria y tétano. Tales combinaciones DTP pueden usarse para reconstituir conjugados
liofilizados.

Donde se usa un antigeno de sacarido o carbohidrato, esta preferentemente conjugado a una proteina portadora con
el fin de mejorar la inmunogenicidad (véase mas abajo).

Los antigenos de proteina téxica pueden detoxificarse donde sea necesario (por ejemplo, detoxificacion de toxina
pertussis mediante medios quimicos y/o genéticos [151]).

Las composiciones de la invencion pueden comprender proteinas que imitan los antigenos de sacaridos, por
ejemplo, mimoétopos [164] o anticuerpos anti-idiotipo. Estos pueden sustituir los componentes sacaridos individuales,
0 pueden complementarlos. Como ejemplo, la vacuna puede comprender un imitador peptidico del polisacarido
capsular MenC [165] o el MenA [166] en lugar del propio sacarido.

Las composiciones particularmente preferentes de la invencién incluyen cualquiera de o ambos: (a) un antigeno de
sacarido de Haemophilus influenzae B; y/o (b) un antigeno de Streptococcus pneumoniae. También pueden incluir
antigenos de sacaridos de meningococo serogrupo Y, W135, C y A, excepto que el sacarido de un serogrupo dado
puede incluirse solamente donde el polipéptido o polipéptidos no son para proporcionar proteccién contra ese
serogrupo.
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Haemophilus influenzae tipo B

Donde la composicién incluye un antigeno de H.influenzae tipo B, sera tipicamente un antigeno de sacarido capsular
Hib. Los antigenos de sacaridos de H.influenzae b son bien conocidos.

Ventajosamente, el sacarido Hib estd covalentemente conjugado con una proteina portadora, con el fin de mejorar
su inmunogenicidad, especialmente en nifios. La preparacion de conjugados de polisacarido en general, y del
polisacarido capsular Hib, esta bien documentada [por ejemplo, referencias 167 a 175 etc.). La invencion puede usar
cualquier conjugado Hib adecuado. Las proteinas portadoras adecuadas se describen mas abajo, y los portadores
preferentes para sacaridos Hib son CRM197 (“HbOC”), toxoide de tétano (“PRP-T”) y el complejo de membrana
externa de N. meningitidis (“PRP-OMP”).

La fraccion de sacarido del conjugado puede ser un polisacarido (por ejemplo, fosfato poliribosilribitol de longitud
completa (PRP)), pero es preferente hidrolizar polisacaridos para formar oligosacaridos (por ejemplo, MW de ~1 a ~5
kDa).

Un conjugado preferente comprende un oligosacarido Hib covalentemente unido a CRMjg; por medio de un
enlazante [176, 177]. El toxoide de tétano es también un portador preferente.

La administracién del antigeno Hib da como resultado preferentemente una concentracién de anticuerpo anti-PRP de
20,15 pg/ml, y mas preferentemente 20,1 pg/ml.

Las composiciones de la invencion pueden comprender mas de un antigeno Hib.

Donde una composicion incluye un antigeno de sacarido Hib, es preferente que no incluya un adyuvante de
hidréxido de aluminio. Si la composicion incluye un adyuvante de fosfato de aluminio entonces el antigeno Hib puede
adsorberse al adyuvante [178] o puede no adsorberse [179].

Los antigenos Hib pueden liofilizarse, por ejemplo, junto con antigeno meningocdcicos.

Streptococcus pneumoniae

Donde la composicion incluye un antigeno de Streptococcus pneumoniae, sera tipicamente un antigeno de sacarido
capsular que esta preferentemente conjugado a una proteina portadora [por ejemplo, refs. 180 a 182]. Es preferente
incluir sacaridos de mas de un serotipo de S. pneumoniae. Por ejemplo, mezclas de polisacaridos de 23 serotipos
diferentes se usan mucho, como lo son vacunas conjugadas con polisacaridos de entre 5 a 11 serotipos diferentes
[183]. Por ejemplo, PrevNar™ [184] contiene antigenos de siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) con cada
sacarido conjugado individualmente con CRM1g7 por medio de aminacién reductiva, con 2 ug de cada sacarido por
dosis de 0,5 ml (4 ug de serotipo 6B), y con el conjugado adsorbido sobre un adyuvante de fosfato de aluminio. Las
composiciones de la invencion incluyen preferentemente al menos serotipos 6B, 14, 19F y 23 F. los conjugados
puede adsorberse en un fosfato de aluminio.

Como alternativa a usar antigenos de sacaridos de neumococo, la composiciéon puede incluir uno o mas antigenos
de polipéptido. Las secuencias de genoma para varias cepas de neumococo estan disponibles [185, 186] y pueden
someterse a vacunologia inversa [187-190] para identificar los antigenos de polipéptido adecuados [191, 192]. Por
ejemplo, la composicion puede incluir uno o mas de los siguientes antigenos: PhtA, PhtD, PhtB, PHtE, SpsA, LytB,
LytC, LytC, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 y Sp130, como se define en la referencia 193. La composiciéon puede
incluir mas de uno (por ejemplo, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 6 14) de esto antigenos.

En algunas realizaciones, la composicion puede incluir antigenos de sacarido y de polipéptido de neumococo. Estos
pueden usarse en una mezcla simple, o el antigeno de sacarido neumocdcico puede conjugarse con una proteina
neumocdcica. Las proteinas portadoras adecuadas para tales realizaciones incluyen los antigenos enumerados en el
parrafo anterior [193].

Los antigenos neumocécicos pueden liofilizarse, por ejemplo, junto con antigenos meningocécicos y/o Hib.

Meningococo serogrupos Y, W135, Cy A

Como se ha mencionado anteriormente las vacunas de polisacarido contra los serogrupos A, C, W135 e Y se han
conocido durante muchos afios. Estas vacunas (MENCEVAX ACWY™ y MENOMUNE™) se basan en polisacaridos
capsulares de organismos y, aunque son efectivas en adolescentes y adultos, dan una respuesta inmune pobre y
corta duracion de proteccién, y no pueden usarse en nifios.

A diferencia de los antigenos de polisacarido no conjugados en estas vacunas, las vacunas de serogrupo C
recientemente aprobadas (Menjugate™ [4], Meningitec™ vy NeisVac-C™) incluyen sacaridos conjugados.
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Menjugate™ y Meningitec™ tienen antigenos de oligosacarido conjugados con un portador CRM1g7, mientras que
NeisVac-C™ usa el polisacarido completo (de-O-acilado) conjugado con un portador de toxoide de tétano.

Las composiciones de la presente invencion incluyen preferentemente antigenos de sacarido capsular de uno o mas
de los serogrupos Y, W135, C y A de meningococo, en las que los antigenos se conjugan con una proteina o
proteinas portadoras y son opcionalmente oligosacaridos. Los polisacaridos capsulares meningocécicos y sus
conjugados pueden prepararse como se ha descrito en las referencias 7 y 8.

Una cantidad tipica de cada antigeno de polisacarido meningocdcico por dosis esta entre 1 ug y 20 ug, por ejemplo,
aproximadamente 1 pg, aproximadamente 2,5 pg, aproximadamente 4 pg, aproximadamente 5 pg,
aproximadamente 1 ug o aproximadamente 10 ug (expresado como sacarido).

Donde una mezcla comprende sacaridos capsulares de los serogrupos A y C, la proporcién (p/p) de sacarido
MenA:sacarido MenC puede ser mayor que 1 (por ejemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 o mayor). Donde una mezcla
comprende sacdridos capsulares del serogrupo Y y uno o los dos serogrupos C y W135, la proporcion (p/p) de
sacarido MenY:sacarido Men135 puede ser mayor que 1 (por ejemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 o mayor) y/o que la
proporcion (p/p) de sacarido MenY:sacarido MenC puede ser menor que 1 (por ejemplo, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 0 menor).
Las proporciones preferentes (p/p) para sacaridos de los serogrupos A:C:W135:Y son: 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2:1:1:1;
4:2:1:1; 8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1; 4:4:2:1; 2:2:1:1; 4:4:1:1 y 2:2:2:1. La proporciones preferentes (p/p)
para sacaridos de serogrupos C:W135:Y son 1:1:1; 1:1:2; 2:1:1; 4:2:1; 2:1:2; 4:1:2; 2:2:1 y 2:1:2:1. Es preferente el
uso de una masa sustancialmente igual de cada sacarido.

Los sacaridos capsulares generalmente se usaran en forma de oligosacaridos. Estos se forman convenientemente
mediante fragmentacion de polisacarido capsular purificado (por ejemplo, mediante hidrdlisis), que normalmente
estara seguida de purificacion de los fragmentos del tamafio deseado.

La fragmentacion de polisacaridos se realiza preferentemente para dar un grado final medio de polimerizacion (dP)
en el oligosacarido de menos de 30 (por ejemplo, entre 10 y 20, preferentemente alrededor de 10 para el serogrupo
A; entre 15y 25 para los serogrupos W135 e Y, preferentemente alrededor de 15-20; entre 12 y 22 para el serogrupo
C, etc.). DP puede medirse convenientemente mediante cromatografia de intercambio i6nico o mediante ensayos
colorimétricos [194].

Si se realiza hidrdlisis, el hidrolisado tendra generalmente el tamafio para eliminar los oligosacaridos de longitud
corta [195]. Esto puede conseguirse de varias maneras, tales como ultrafiltracion seguida de cromatografia de
intercambio idnico. Los oligosacaridos con un grado de polimerizacion de menos de o igual a aproximadamente 6 se
eliminan preferentemente para el serogrupo A, y aquellos inferiores a aproximadamente 4 se eliminan
preferentemente para los serogrupos W135 e Y.

Los antigenos de sacarido MenC preferentes se desvelan en la referencia 5, como los usados en Menjugate™.

Los sacaridos se preparan preferentemente por separado (incluyendo cualquier fragmentacion, conjugacion,
modificacion, etc.) y después se mezclan para dar una composicién de la invencion.

Donde la composiciéon comprende sacarido capsular del serogrupo A, en cambio, es preferente que el sacarido del
serogrupo A no se combine con otro u otros sacaridos hasta poco antes de su uso, con el fin de minimizar el
potencial para hidrdlisis. Esto puede conseguirse convenientemente teniendo el componente del serogrupo A
(tipicamente con los excipientes apropiados) en forma liofilizada y el otro u otros componentes del serogrupo en
forma liquida (también con los excipientes adecuados), usandose los componentes liquidos para reconstituir los
componentes de MenA liofilizados cuando estén listos para su uso. Donde se usa un adyuvante de sal de aluminio,
es preferente incluir el adyuvante en el vial que lo contiene con la vacuna liquida, y liofilizar el componente de MenA
sin adyuvante. Una composicién de la invencion puede de este modo prepararse a partir de un kit que comprende:
(a) sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo A, en forma liofilizada; y (b) mas antigenos de la composicién, en
forma liquida:

Conjugacién covalente

Los sacaridos capsulares en composiciones de la invencion se conjugaran normalmente con la proteina o proteinas
portadoras. En general, la conjugacion mejora la inmunogenicidad de sacaridos ya que los convierte de antigenos T-
independientes a antigenos T-dependientes, permitiendo de este modo la estimulacion de la memoria inmunolégica.
La conjugacidon es particularmente util para vacunas pediatricas y es una técnica bien conocida [por ejemplo,
analizado en las refs. 196 y 167-175].

Las proteinas portadoras preferentes son toxinas bacterianas o toxoides, tal como toxoide de difteria o toxoide de
tétano. La mutante de toxina de difteria CRM197 [197-199] es particularmente preferente. Otras proteinas portadoras
adecuadas incluyen la proteina de membrana externa N. meningitidis [200], péptidos sintéticos [201, 202], proteinas
de choque térmico [203, 204], proteinas de pertussis [205, 206], citoquinas [207], linfoquinas [207], hormonas [207],
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factores del crecimiento [207], proteinas artificiales que comprenden multiples epitopes celulares CD4+ humanos de
varios antigenos derivados de patdégenos [208], proteina D de H. influenzae [209, 210], proteina de superficie
neumocdcica PspA [211], proteinas de absorcion de hierro [212], toxina A y B de C. difficile [213], etc. Los
portadores preferentes son toxoide de difteria, toxoide de tétano, proteina D H. influenzae y CRM1g7.

Dentro de una composicion de la invencién, es posible usar mas de una proteina portadora, por ejemplo, para
reducir el riesgo de supresion de portadores. De este modo, pueden usarse diferentes proteinas portadoras para
diferentes serogrupos, por ejemplo, los sacaridos del serogrupo A podrian conjugarse con CRM1g7 mientras que los
sacaridos del serogrupo C podrian conjugarse con el toxoide de tétano. También es posible usar mas de una
protegia portadora para un antigeno de sacarido particular, por ejemplo, los sacaridos del serogrupo A podrian estar
en dos grupos, con algunos conjugado con CRMyg7 y otros con el toxoide de tétano. Sin embargo, en general es
preferente usar la misma proteina portadora para todos los sacaridos.

Una unica proteina portadora puede transportar mas de un antigeno de sacarido [214]. Por ejemplo, una unica
proteina portadora podria haberse conjugado con su sacarido de los serogrupos A y C. Para conseguir este objetivo,
los sacaridos pueden mezclarse antes de la reaccion de conjugacion. Sin embargo, en general es preferente tener
conjugados separados para cada serogrupo.

Los conjugados con la una proporcién sacarido:proteina (p/p) de entre 1:5 (es decir, exceso de proteina) y 5:1 (es
decir, exceso de sacarido) son preferentes. Las proporciones entre 1:2 y 5:1 son preferentes, como las proporciones
entre 1:1,25 y 1:2,5 son mas preferentes. La proteina portadora en exceso puede ser preferentes para MenA y
MenC.

Los conjugados podrian usarse en conjunto con una proteina portadora libre [215]. Cuando una proteina portadora
dada esta presente tanto en forma libre como en forma conjugada en una composicién de la invencion, la forma no
conjugada es preferentemente no superior al 5% de la cantidad total de la proteina portadora en la composicion
como un todo, y mas preferentemente esta presente en menos del 2% por peso.

Puede usarse cualquier reaccién de conjugacion adecuada, con cualquier enlazante adecuado donde sea necesario.

El sacarido normalmente se activara o funcionalizara antes de la conjugacion. La activacion puede implicar, por
ejemplo, reagentes cianilantes tales como CDAP (por ejemplo, 1-ciano-dimetilamino piridinio tetrafluoroborato [216-
217, etc.]. Otras técnicas adecuadas usan carbodiimidas, hidracidas, ésteres activos, norboroano, &acido p-
nitrobenzoico, N-hidroxisucciniimida, S-NHS, EDC, TSTU; véase también la introduccion a la referencia 173).

Las uniones a través de un enlazante pueden usarse usando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo, los
procedimientos descritos en las referencias 218 y 219. Otro tipo de unién implica la aminacién reductiva del
polisacéarido, acoplando el grupo amino resultante con un extremo del grupo enlazante de 4cido adipico, y después
acoplando una proteina al otro extremo del grupo enlazante de acido adipico [171, 220, 221]. Otros enlazantes
incluyen B-propionamido [222], nitrofenil-etilamina [223], haluros de haloacilo [224], uniones glicosidicas [225], acido
6-aminocaproico [226], ADH [227], fracciones C4 a Cq2 [228], etc. Como alternativa a usar un enlazante, puede
usarse una union directa. Las uniones directas con la proteina pueden comprender la oxidaciéon del polisacarido
seguida de una aminacion reductiva con la proteina, como se describe, por ejemplo, en las referencias 229 y 230.

Un proceso que implica la introduccion de grupos amino en el sacarido (por ejemplo, sustituyendo los grupos de
terminal =O por —NH) seguida de la derivacién con un diéster adipico (por ejemplo, N-hidroxisuccinimido diéster de
acido adipico) y la reaccion con la proteina portadora es preferente. Otra reaccion preferente usa la activacion CAP
con un portador de proteina D, por ejemplo, para MenA o MenC.

Después de la conjugacion, los sacaridos libres y conjugados pueden separarse. Hay muchos métodos adecuados,
incluyendo cromatografia hidrofilica, ultrafiltracion tangencial, diafiltracion, etc. [véase también refs. 231 y 232, etc.

Donde la composicién de la invencién incluye un oligosacarido conjugado, es preferente que la preparacién de
oligosacérido preceda a la conjugacion.

Como alternativa a la purificacion, los sacaridos capsulares pueden obtenerse mediante sintesis total o parcial, por
ejemplo, la sintesis de Hib se desvela en la ref. 233, y la sintesis de MenA en la ref. 234.

Antigenos de polipéptido de serogrupo B adicionales y alternativos

La invencién usa una composicion que, después de su administracion a un sujeto, es capaz de inducir una respuesta
de anticuerpos en ese sujeto, en el que la respuesta de anticuerpos es protectora contra al menos el serogrupo Y de
meningococo. Aunque NadA, 741, 936, 953 y 287 son antigenos preferentes para conseguir esta proteccion, otros
antigenos de polipéptido MenB que pueden incluirse adicionalmente en composiciones de la invencion en
combinacién con uno o mas de NadA, “287” o “741” incluyen aquellos que comprende una de las siguientes
secuencias de aminoacido: SEQ ID NO: 650 de ref. 15; SEQ ID NO: 878 de ref. 15; SEQ ID NO: 884 de ref. 15; SEQ
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ID NO: 4 de ref. 16; SEQ ID NO: 598 de ref. 17; SEQ ID NO: 818 de ref. 17; SEQ ID NO: 864 de ref. 17; SEQ ID NO:
866 de ref. 17; SEQ ID NO: 1196 de ref. 17; SEQ ID NO: 650 de ref. 15; SEQ ID NO: 650 de ref. 15; SEQ ID NO:
650 de ref. 15; SEQ ID NO: 650 de ref. 15; SEQ ID NO: 1272 de ref. 17; SEQ ID NO: 1274 de ref. 17; SEQ ID NO:
1640 de ref. 17; SEQ ID NO: 1788 de ref. 17; SEQ ID NO: 2288 de ref. 17; SEQ ID NO: 2466 de ref. 17; SEQ ID NO:
2554 de ref. 17; SEQ ID NO: 2576 de ref. 17; SEQ ID NO: 2606 de ref. 17; SEQ ID NO: 2608 de ref. 17; SEQ ID NO:
2616 de ref. 17; SEQ ID NO: 2668 de ref. 17; SEQ ID NO: 2780 de ref. 17; SEQ ID NO: 2932 de ref. 17; SEQ ID NO:
2958 de ref. 17; SEQ ID NO: 2970 de ref. 17; SEQ ID NO: 2988 de ref. 17 o un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacido que: (a) tiene 50% de identidad o mas (por ejemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o
mas) con dichas secuencias; y/o (b) comprende un fragmento de al menos n aminoacidos consecutivos, en los que n
es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los
fragmentos preferentes para (b) comprenden un epitope de la secuencia relevante. Pueden incluirse mas de uno
(por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6) de estos polipéptidos.

La proteina de enlace a transferina de antigenos y/o proteina HsF también pueden usarse [235]. La proteina NspA
también puede usarse [236], preferentemente expresada de manera recombinante y purificada como en la referencia
237.

General

La expresién “que comprende” engloba “que incluye” asi como “que consiste”, por ejemplo, una composiciéon “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

El término “aproximadamente” en relacién con un valor numérico x significa, por ejemplo, x+10%.

El término “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicién que esta “sustancialmente
libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Donde sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede omitirse
de la definicién de la invencion.

Las referencias a una identidad de secuencia porcentual entre dos secuencias de aminoacidos significan que,
cuando se alinean, ese porcentaje de aminoacidos es el mismo en comparacion con las dos secuencias. Esta
alineacion y la homologia porcentual o identidad de secuencia pueden determinarse usando programas de software
conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos en la seccién 7.7.18 de la referencia 238. Una alineacion
preferente se determina por el algoritmo de busqueda de homologia Smith-Waterman usando una busqueda de
espacio afin con una penalizacion de espacio libre de 12 y una penalizacién de extension de espacio de 2, matriz
BLOSUM de 62. El algoritmo de busqueda de homologia Smith-Waterman se muestra en la referencia 239.

El término “polipéptido” se refiere generalmente a un polimero de residuos de aminoacido, y no se limita a una
longitud minima del producto. De este modo, los péptidos, oligopéptidos, dimeros, multimeros, y similares se
incluyen dentro de la definicion. La definicion engloba tanto las proteinas de longitud completa como los fragmentos
de las mismas. Tipicamente, los polipéptidos utiles en esta invencion pueden tener una longitud maxima adecuada
para la aplicacion planeada. Generalmente, la longitud maxima no es fundamental y un experto en la técnica puede
seleccionarla facilmente.

Los polipéptidos de la invencion pueden prepararse de muchas maneras, por ejemplo, mediante sintesis quimica (al
menos en parte), digiriendo polipéptidos mas largos usando proteasas, mediante traslaciéon de ARN, mediante
purificacion de cultivo celular (por ejemplo, de expresion recombinante), del propio organismo (por ejemplo, después
del cultivo bacteriano), de una fuente de linea celular, etc. Un método preferente para la produccién de péptidos con
< 40 aminoacidos de largo implica la sintesis quimica in vitro [240, 241]. La sintesis del péptido en fase sélida es
particularmente preferente, tales como los métodos basados en quimica tBoc o Fmoc [242]. La sintesis enzimatica
[243] puede también usarse en parte o en su integridad. Como alternativa a la sintesis quimica, puede usarse la
sintesis biologica, por ejemplo, los polipéptidos pueden producirse mediante traslacion. Esto puede realizarse in vitro
o in vivo. Los métodos biolégicos se restringen en general a la produccion de polipéptidos basados en L-
aminoacidos, pero la manipulaciéon de la maquinaria de traslacion (por ejemplo, de moléculas tARN de aminoacilo)
puede usarse para permitir la introduccion de D-aminoacidos (o de otros aminoacidos no naturales, tales como
iodotirosina o metilfenilalanina, acidohomoalanina,etc.) [244]. Sin embargo, donde se incluyen D-aminoacidos es
preferente usar sintesis quimica. Los polipéptidos de la invencién pueden tener modificaciones covalentes en la C-
terminal y/o N-terminal.

Los polipéptidos usados en la invenciéon pueden tomar varias formas (por ejemplo, nativos, fusiones, glicosilados, no
glicosilados, lipidados, no lipidados, fosforilados, no fosforilados, miristoilados, no miristoilados, monoméricos,
multiméricos, particulados, desnaturalizados, etc.). Un polipéptido purificado esta separado y distinto del organismo
completo en el que se expreso.

El término “acido nucleico” incluye en términos generales una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud,

que contienen deoxiribonucledtidos, ribonucleétidos, y/o sus analogos. Incluye ADN, ARN, hibridos ADN/ARN.
También incluye analogos de ADN o ARN, tales como los que contienen esqueletos modificados (por ejemplo,
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acidos nucleicos peptidicos (PNAs) o fosforotioatos) o bases modificadas. De este modo, la invencion incluye
mARN, tARN, rARN, ribozimas, ADN, cADN, &acidos nucleicos recombinantes, acidos nucleicos ramificados,
plasmidos, vectores, sondas, cebos, etc. Donde el acido nucleico de la invencion toma la forma de ARN, puede o no
tener una tapa 5'.

Los acidos nucleicos pueden prepararse de muchas maneras, por ejemplo, mediante sintesis quimica (al menos en
parte), digiriendo acidos nucleicos mas largos usando nucleasas (por ejemplo, enzimas de restriccién), uniendo
acidos nucleicos mas cortos (por ejemplo, usando ligasas o polimerasas), de bibliotecas gendémicas o cADN, etc.

Las secuencias incluidas en los acidos nucleicos y polipéptidos para facilitar la clonacion o purificacion, etc, no
contribuyen necesariamente a la invencion y pueden omitirse o eliminarse.

MODOS PARA REALIZAR LA INVENCION

Polipéptidos

Se prepararon el polipéptido hibrido AG287-953, el polipéptido hibrido 936-AG741 y el polipéptido NadA(NL)(C)
como se desvela en la referencia 24. Estos polipéptidos se codifican mediante secuencias tomadas de los genomas
de la cepa serogrupo B de meningococo.

Los tres polipéptidos se mezclaron para dar una formulaciéon recombinante, incluyendo un adyuvante de hidréxido de

aluminio. La formulacién se uso para inmunizar ratones, y titulos bactericidas de sueros inmunes se evaluaron contra
cepas meningocdcicas en los serogrupos A, B, C, W135 e Y. Los resultados contra 11 cepas fueron los siguientes.

Serogrupo B A C W135 Y
Cepa 2996 | MC58 | 394/98 | 44/76 | F6124 | C11 LPN17592 | 860800 | ES13822 | ES15085 | ES14487
Titulo SBA | 1024 | 4096 1024 8192 2048 | 2048 512 65536 4096 4096 4096

De este modo, la composicién mezclada fue efectiva al cultivar sueros que eran bactericidas contra el serogrupo B,
que es el serogrupo de origen para las secuencias de aminoacido incluidas en el polipéptido. Se vieron titulos en el
mismo intervalo contra los serogrupos A y c, y se vieron titulos ligeramente inferiores contra el serogrupo W.
sorprendentemente, los titulos mas altos se vieron contra cepas en el serogrupo Y.

Ademas, los titulos vistos contra las cepas del serogrupo Y fueron equivalentes a los obtenidos usando una vacuna
conjugada tetravalente A/C/W135/Y [8].

Cepa 860800 ES13822 ES15085 ES14487
Polipéptidos 65536 4096 4096 4096
Conjugados tetravalentes 32768 >8192 >8192 4096

De este modo, por primera vez, los inventores han conseguido respuestas inmunes efectivas contra cepas
meningocdcicas para cada uno de los serogrupos patogénicos (A, B, C, W135 e Y) usando antigenos polipeptidicos
y sin usar sacaridos capsulares.

Se entendera que la invencion se ha descrito solamente a modo de ejemplo y que pueden hacerse modificaciones
mientras se mantenga dentro del alcance de la invencion.
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO:1 — NadA de cepa 2996, con supresion de C-terminal

MKHFPSKVLTTAILATFCSGALAATNDDDVKKAATVAIARAYNNGQEINGFKAGETIYDIDEDGT I TKKDATAADVEADDF
KGLGLKKVVTNLTKTVNENKONVDAKVKAAESETEKLTTKLADT DAALADTDAALDATTNALNKLGENITTFAEETKTNIV
KIDEKLEAVADTVDKHAEAFNDIADSLDETNTKADEAVKTANEAKQTAEETKQONVDAKVKAAETAAGKAEAAAGTANTARD
KAEAVAAKVTDIKADIATNKDNIAKKANSADVY TREESDSKFVRIDGLNATTEKLDTRLASAEKS IADHDTRLNGLDKTVS
DLRKETRQGLAEQAALSGLFQPYNVG

SEQ ID NO: 2 - NadA de cepa 2996, con supresion de C-terminal y péptido lider procesado
ATNDDDVKKAATVAIAAAYNNGQEINGFKAGETIYDIDEDGTITKKDATAADVEADDE'KGLGLKKVVI‘NLTKTVNENKQNV
DAKVKAAESEIEKLTTKLADTDAALADTDAALDATTNALNKLGENITTFAEETKTNIVKI DEKLEAVADTVDKEAEAFNDI
ADSLDETNTKADEAVKTANEAKQTAEETKQNVDAKVKAAETAAGKAEAAAGTANTAADKAEAVAAKVTDIKADIATNKDNI
AKKANSADVYTREESDSKFVRI DGLNATTEKLDTRLASAEKSIADHDTRLNGLDKTVSDLRKETROGLAEQAALSGLEFQPY
NVG

SEQ ID NO: 3 - AG741 de cepa MC58

VAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQL
ITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHT SFDKLPE GGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYT
IDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGI FGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIG

LAAXQ ‘
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SEQ ID NO: 4 — 936 de cepa MC58 con péptido lider procesado

VSAVIGSAAVGAKSAVDRRTTGAQTDDNVMALRIETTARSYLRQNNQTKGYTPQISVVGYNRHLLLLGQVATEGEKQFVGQ
IARSEQAAEGVYNYITVASLPRTAGDIAGDTWNTSKVRATLLGISPATQARVKIVTYGNVTYVMGILTPEEQAQITQKVST

TVGVQKVITLYQONYVOR

SEQ ID NO: 5 - 953 de cepa MC58 con péptido lider procesado

ATYKVDEYHANARFAIDHFNTSTNVGGFYGLTGSVEFDQAKRDGKIDITIPIANLQSGSQHFTDHLKSADIFDAAQYPDIR
FVSTKFNFNGKKLVSVDGNLTMHGKTAPVKLKAEKFNCYQSPMEKTEVCGGDFSTTIDRTKWGMDYLVNVGMTKSVRIDIQ

IEARKQ

SEQ ID NO: 6 — AG287 de cepa MC58

SPDVKSADTLSKPAAPVVSEKETEAKEDAPQAGSQGQGAPSAQGSQDMAAVSEENTGNGGAVTADNPKNEDEVAQNDMPON
AAGTDSSTPNHTPDPNMLAGNMENQATDAGES SQPANQPDMANAADGMOGDDP SAGGQNAGNTAAQGANQAGNNOAAGSSD
PTPASNPAPANGGSNFGRVDLANGVLI DGPSQNITLTHCKGDSCSGNNFLDEEVQLKSEFEKLSDADKI SNYKKDGKNDKE
VGLVADSVQMKGINQYIIFYKPKPTSFARFRRSARSRRSLPAEMPLIPVNQADTLIVDGEAVSLTGHSGNIFAPEGNYRYL
TYGAEKLPGGSYALRVQCEPAKGEMLAGAAVYNGEVLHFHTENGRPYPTRGRFAAKVDFGSKSVDGIIDSGDDLHMGTQKF
KAAIDGNGFKGTWTENGSGDVSGKFYGPAGEEVAGKY SYRPTDAEKGGFGVFAGKKEQD

SEQ ID NO: 7 — hibrido 287-953

MASPDVKSADTLSKPAAPVVSEKETEAKEDAPQAGSQGQGAPSAQGGODMARVSEENTGNGGARATDKPKNEDEGAQNDMP
QNAADTDSLTPNHTPASNMPAGNMENQAPDAGESEQPANQPDMANTADGMQGDDPSAGGENAGNTAAQGTNQAENNQTAGS
QNPASSTNPSATNSGGDFGRTNVGNSVVIDGPSQNITLTHCKGDSCSGNNFLDEEVQLKSEFEKLSDADKISNYKKDGKND
GKNDKFVGLVADSVOMKGINQY I TFYKPKPTSFARFRRSARSRRSLPAEMPLIPVNQADTLIVDGEAVSLTGHSGNIFAPE
GNYRYLTYGAEKLPGGSYALRVOGEPSKGEMLAGTAVYNGEVLHFHTENGRPSPSRGRFAAKVDFGSKSVDGIIDSGDGLH
MGTQKFKAAIDGNGFKGTWTENGGGDVSGKFYGPAGEEVAGKYSYRPTDAEKGGFGVFAGKKEQDGSGGGGATYKVDEYHA
NARFATDHFNTSTNVGGFYGLTGSVEFDQAKRDGKIDITI PVANLQSGSQHFTDHLKSADI FDAAQY PDIRFVSTKENENG
KKLVSVDGNLTMHGKTAPVKLKAEKFNCYQSPMAKTEVCGGDFSTTIDRTKWGVDYLVNVGMTKSVRIDIQIEAAKQ*

SEQ ID NO: 8 — hibrido 936-741

MVSAVIGSAAVGAKSAVDRRTTGAQTDDNVMALRIETTARSYLRONNQTKGY TPQI SVVGYNRELLLLGQVATEGEKQFVG
QIARSEQAAEGVYNYITVASLPRTAGDIAGDTWNTSKVRATLLGISPATQARVKIVTYGNVTYVMGILTPEEQAQITQKVS

TTVGVQKVITLYONYVQRGSGGGGVAADI GAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLN
TGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGOLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSERSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLP
EGGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADI KPDGKRHAVI SGSVLYNQAEKGSYSLGI
FGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ*

SEQ ID NO: 9 — enlazante
GSGGGG

SEQ ID NO: 10 — secuencia 741
CSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVRKI\IEKLKI.AAQGM:KTYGNGDSLNTGKLIGJDKVSRFDFIRQ
IEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGMAKRQFRIGDIAGEHTSE‘DKLPEGGRATYRGTAFGSDDA
GGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVI SGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTV
NGIRHIGLARKQ
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SEQ ID NO: 11 — secuencia 741

CSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQ
IEVDGQLITLESGEFQIYKODHSAVVALQIEKINNPDKI DSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPDGKAEYHGKAFSSDDAG
GKLTYTI DFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGE

KVHEIGIAGKQ , -

SEQ ID NO: 12 — secuencia 741

CSSGEGGSGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDST PONGTLTLSAQGAEKT FKAGDEKDNSLNTGKLKNDKI
SRFDFVQKIEVDGQTITLASGEFQIYKQNHSAVVALQI EKINNPDKTDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPGGKAEYHGK
AFS SDDPNGRLHYSIDFTKKQGYGRIEHLKTLEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAG

SATVKIGEKVHEIGIAGKQ
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende uno o mas polipéptidos inmunogénicos de Neisseria meningitidis serogrupo B
para su uso en un método de inmunizacién de un sujeto contra infeccién por serogrupo Y de Neisseria meningitidis,
en la que los polipéptidos incluyen 1, 2, 6 3 de:

(i) una proteina NadA, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 2 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoéacidos consecutivos de SEQ ID NO: 1, donde el fragmento comprende un epitope;

(i) una proteina “741”, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 3 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 3, donde el fragmento comprende un epitope;

ylo

(iii) una proteina “287”, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 6 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 6, donde el fragmento comprende un epitope;

2. La composicion de la reivindicacion 1 para su uso en la reivindicacion 1, que comprende la proteina NadA, la
proteina “741”, la proteina “287”, y:

(iv) una proteina “936”, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 4 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 4, donde el fragmento comprende un epitope; y

(v) una proteina “953”, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 5 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoéacidos consecutivos de SEQ ID NO: 5, donde el fragmento comprende un epitope;

3. La composicion de la reivindicacion 2 para su uso como en la reivindicacion 2, que comprende una preparacion de
vesicula de membrana externa a partir de N. meingitidis serogrupo B.

4. La composicion de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicacion precedente,
donde la composicion incluye un polipéptido que tiene secuencia de aminoacido SEQ ID NO: 2.

5. La composicion de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicacion precedente,
donde la composicion incluye un polipéptido que tiene secuencia de aminoacido SEQ ID NO: 7.

6. La composicion de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicacion precedente,
donde la composicion incluye un polipéptido que tiene secuencia de aminoacido SEQ ID NO: 8.

7. La composicion de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicacion precedente,
donde la composicion incluye mas de una variante de proteina “741”.

8. La composicién de la reivindicacién 7 para su uso como en la reivindicacion 7, que incluye al menos dos de: (a)
una primera proteina, que comprende una secuencia de aminodacido que tiene al menos 85% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 10; (2) una segunda proteina, que comprende una secuencia de aminoacido que tiene al
menos 85% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 11; y (3) una tercera proteina, que comprende una
secuencia de aminoacido que tiene al menos 85% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 12.

9. La composicion de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicacion precedente,
donde la composicién incluye un adyuvante de hidréxido de aluminio.

10. La composicion de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicaciéon precedente,
donde la composicion incluye un adyuvante de fosfato de aluminio.

11. La composicién de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicacion precedente
y también para su uso en la inmunizacién de un sujeto contra infeccién de serogrupo A, B, C y/o W135 o N.
meningitidis.

12. La composicion de cualquier reivindicacion precedente para su uso como en cualquier reivindicaciéon precedente,
donde dicha composicion no incluye un sacarido capsular del serogrupo Y.

13. El uso de uno o mas polipéptidos inmunogénicos de Neisseria meningitidis serogrupo B en la fabricacion de un

medicamento para inmunizar un sujeto contra infeccién por serogrupo Y de Neisseria meningitidis, donde los
polipéptidos incluyen 1, 2 6 3 de:
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(i) una proteina NadA, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 2 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 1, donde el fragmento comprende un epitope;

(i) una proteina “741”, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 3 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 3, donde el fragmento comprende un epitope;

y/o

(iii) una proteina “287”, que (a) tiene 80% o mas identidad con SEQ ID NO: 6 o (b) comprende un fragmento de al
menos 20 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 6, donde el fragmento comprende un epitope.

14. El uso de la reivindicacion 13, donde el medicamento es una composicién como la definida en cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 10.

15. El uso de la reivindicacion 13 o reivindicacion 14, en la fabricacién de un medicamento para inmunizar un sujeto
también contra infeccion por el serogrupo A, B, C y/o W135 o N. meningitidis.
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