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DESCRIPCION
Procedimiento de replegamiento de proteina NSPA de Neisseria
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de replegamiento de la proteina NspA (una proteina de la
membrana externa de los organismos Neisseria meningitidis), y la divulgacién se refiere a dichas proteinas replegadas,
a composiciones farmacéuticas que las comprenden, y a su uso en el tratamiento, prevencion y diagndstico de
infecciones bacterianas, tales como infecciones por Neisseria y, particularmente, pero no exclusivamente, Neisseria
meningitidis y/o Neisseria gonorrhoeae.

Antecedentes de la invencion

Las cepas de bacterias Neisseria son los agentes causantes de una serie de patologias humanas, contra las cuales
hay una necesidad de desarrollo de vacunas eficaces. En particular, Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis
causan patologias que podrian ser tratadas mediante vacunacién.

Neisseria gonorrhoeae es el agente etiolégico de la gonorrea, una de las enfermedades de transmision sexual mas
frecuentemente indicadas en el mundo, con una incidencia anual estimada de 62 millones de casos (Gerbase et al
1998 Lancet 351; (Suppl 3) 2-4). Las manifestaciones clinicas de la gonorrea incluyen inflamacién de las membranas
mucosas del tracto urogenital, garganta o recto e infecciones oculares neonatales. Las infecciones gonocdcicas
ascendentes en las mujeres pueden conducir a infertilidad, embarazo ectépico, enfermedad inflamatoria pélvica crénica
y formacion de absceso tubo-ovérico. La septicemia, la artritis, la endocarditis y la meningitis estan asociadas con la
gonorrea complicada.

El alto numero de cepas gonocdcicas con resistencia a antibiéticos contribuye a un aumento de la morbilidad y a
complicaciones asociadas con la gonorrea. Una alternativa atractiva al tratamiento de la gonorrea con antibiéticos seria
su prevencion usando vacunacion. En la actualidad, no existe ninguna vacuna para infecciones de N. gonorrhoeae.

Neisseria meningitidis (meningococo) es una bacteria Gram-negativa aislada frecuentemente del tracto respiratorio
superior humano. Ocasionalmente, causa enfermedades bacterianas invasivas, tales como bacteriemia y meningitis. La
mayoria de los casos de la enfermedad se dan en bebés o nifios pequefios. La incidencia de la enfermedad
meningocécica muestra diferencias estacionales y anuales geograficas (Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V.; Clin.
Microbiol. Rev. 2 (Suplemento), S18-S24, 1989). La mayor parte de la enfermedad en paises de clima templado se
debe a cepas del serogrupo B y su incidencia varia del 1-10/100.000 de poblacion total al afio, a veces alcanzando
valores mas altos (Kaczmarski, E.B. (1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7: R55-9,1995; Scholten, R.J.P.M., Bijlmer, H.A.,
Poolman, J.T. et al. Clin. Infect. Dis. 16: 237-246,1993; Cruz, C., Pavez, G., Aguilar, E., et al. Epidemiol. Infect. 105:
119-126,1990).

Se encuentran epidemias dominadas por meningococos del serogrupo A, principalmente en Africa central, que a veces
alcanzan niveles de hasta 1.000/100.000/afio (Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V. Clin. Microbiol. Rev. 2
(Suplemento), S18-S24, 1989). Casi todos los casos, en conjunto, de la enfermedad meningocdcica son causados por
meningococos de los serogrupos A, B, C, W-135 e Y, y hay disponible una vacuna de polisacarido tetravalente A, C,
W-135 e Y (Armand, J., Arminjon, F., Mynard, M.C., Lafaix, C., J. Biol. Stand. 10: 335-339,1982).

La frecuencia de las infecciones por Neisseria meningitidis ha aumentado dramaticamente en las Ultimas décadas. Esto
se ha atribuido a la aparicién de multiples cepas resistentes a antibiéticos y una poblacién creciente de personas con
sistemas inmunoldgicos debilitados. Ya no es raro aislar cepas de Neisseria meningitidis que son resistentes a algunos
0 a todos los antibidticos estandar. Este fendbmeno ha creado una necesidad médica no satisfecha y la demanda de
nuevos agentes antimicrobianos, vacunas, procedimientos de seleccién de medicamentos y ensayos de diagndstico
para este organismo.

Martin D et al Journal of Biotechnology 83 (2000) 27-31 informa de que actualmente no existe ninguna vacuna eficaz
que pueda estimular la inmunidad protectora comin de grupo en los nifios pequefios. Se estan realizando esfuerzos
para mejorar las vacunas de polisacaridos actuales mediante conjugacion a proteinas portadoras o para encontrar
otros antigenos de superficie meningocécica que podrian convertirse en la base de una vacuna de proteina. Sin
embargo, la variabilidad entre cepas de las proteinas principales de membrana externa restringiria su eficacia
protectora a un numero limitado de cepas relacionadas antigénicamente. La proteina de superficie A de Neisseria
(denominada en la presente memoria NspA) tiene caracteristicas que indican que es un potencial candidato de vacuna
para el desarrollo de una vacuna comun de grupo contra la enfermedad meningocdécica.

Se prevé que la NspA recombinante expresada en células podria ser producida para su uso en dichos nuevos agentes
antimicrobianos, vacunas, procedimientos de selecciéon de farmacos y ensayos de diagnéstico. Sin embargo, una de
las principales limitaciones en la expresion de proteinas es la incapacidad de muchas proteinas recombinantes para
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plegarse a sus conformaciones biol6gicamente activas. Frecuentemente, sélo se obtienen bajos rendimientos de la
proteina recombinante debido a la agregacién y al plegamiento incorrecto de las especies no plegadas. De hecho, el
replegamiento de proteinas, en el que la proteina adquiere su estructura nativa y activa, es uno de los mayores
desafios en la biologia molecular. Jansen et al. (Biochim. et Biophys. Acta. Biomembranes, 2000 1464:284-298)
describe la caracterizacién de PorA de Neisseria menigitidis plegada in vitro.

Teniendo en cuenta los problemas asociados con la obtencion de proteinas recombinantes replegadas, biolégicamente
activas, se ha previsto el uso de vectores no vivos, por ejemplo vesiculas o “ampollas” bacterianas de membrana
externa. Las ampollas OM se derivan de la membrana externa de la membrana de dos capas de bacterias Gram-
negativas y se han documentado en muchas bacterias Gram negativas (Zhou, L et al. 1998. FEMS Microbiol. Lett. 163:
223-228). Sin embargo, las ampollas tienen la desventaja de que pueden expresar proteinas de la membrana externa
que no son relevantes (por ejemplo, antigenos no protectores o proteinas inmunodominantes pero variables) o
perjudiciales (por ejemplo, moléculas toxicas tales como LPS, o inductores potenciales de una respuesta autoinmune).
Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de proporcionar una vacuna de subunidades contra la enfermedad por
Neisseria que comprenda proteinas de membrana externa protectoras purificadas en una conformacion replegada
adecuada para provocar una respuesta inmune efectiva.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento mejorado para el replegamiento de la proteina NspA. Los
presentes inventores han demostrado ahora que es posible aumentar la recuperacion de proteina activa a partir de
cuerpos de inclusién parcialmente purificados en cantidades de hasta el 100%, sin la necesidad de purificacién
adicional.

La presente divulgacion se refiere a la proteina NspA replegada y a procedimientos para el uso de dichas proteinas,
incluyendo la prevencién y el tratamiento de enfermedades microbianas, entre otras, por ejemplo, en vacunas de
subunidades. En un aspecto adicional, la divulgacion se refiere a ensayos de diagnéstico para detectar enfermedades
asociadas con infecciones microbianas y afecciones asociadas con dichas infecciones.

Declaraciones de la invencion

Segln un aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento de replegamiento de la proteina NspA
que comprende poner en contacto la proteina NspA con un tampén de replegamiento alcalino que comprende 3-
dimetildodecilamoniopropanosulfonato (en adelante, en la presente memoria, denominado también SB-12).

Preferentemente, el tampdn de replegamiento comprende etanolamina y SB-12.
Preferentemente, el tampén de replegamiento tiene pH 11.

Preferentemente, el SB-12 es SB-12 al 0,2-1% 0 0,3-0,8%.

Preferentemente, el SB-12 es SB-12 al 0,2%.

En otra realizacion preferente, el SB-12 es SB-12 al 0,5%.

En otra realizacién preferente, el SB-12 es SB-12 al 1%.

Preferentemente, el SB-12 esta purificado.

Preferentemente, el SB-12 es purificado pasandolo por una columna de Al>Os.

Preferentemente, la etanolamina es etanolamina de aproximadamente 20 mM (mas preferentemente de
aproximadamente pH 11).

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento que comprende las etapas siguientes:
expresar NspA en una célula huésped;
romper la célula huésped para obtener un cuerpo de inclusién que comprende NspA,;
lavar el cuerpo de inclusion;
solubilizar la NspA y/o el cuerpo de inclusion;
poner en contacto la NspA solubilizada con el tampén de replegamiento de la invencién; y

retirar el tampén de replegamiento de la NspA.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2505692 T3

Segun otro aspecto de la divulgacion, se proporciona un tampén de replegamiento que comprende etanolamina y SB-
12 (por ejemplo, en las concentraciones indicadas anteriormente) para su uso en el procedimiento de la presente
invencion.

Segln un aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una proteina NspA aislada replegada, obtenida u
obtenible mediante el procedimiento de la presente invencion.

Segln otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende al
menos una proteina NspA replegada aislada de la presente divulgacion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Preferentemente, al menos el 30%, 50%, 70% o0 90% de la proteina NspA presente en la composicion de la divulgacion
esta replegada.

En una realizacion de la divulgacién, la composicion farmacéutica esta en forma de una vacuna.
Preferentemente, dicha composicion comprende al menos otro antigeno de Neisseria.

Preferentemente, dicha composicién comprende ademdas al menos una adhesina de Neisseria adicional, u otra
proteina de membrana externa de Neisseria, 0 al menos un autotransportador de Neisseria, 0 al menos una toxina de
Neisseria, o al menos una proteina de adquisicion de Fe de Neisseria. Mas preferentemente, ademas de la NspA
replegada aislada, hay presente al menos un autotransportador de Neisseria y al menos una toxina de Neisseria, o hay
presente al menos un autotransportador de Neisseria y una proteina de adquisicion de Fe de Neisseria, o hay presente
al menos una toxina de Neisseria y al menos una proteina de adquisicion de Fe de Neisseria, o0 hay presente al menos
un autotransportador de Neisseria y al menos una proteina de adquisicién de Fe de Neisseria y hay presente al menos
una toxina de Neisseria, 0 sus fragmentos inmunogénicos.

Mas preferentemente, la composicién farmacéutica de la divulgacién comprende al menos un antigeno adicional (o
fragmento del mismo) seleccionado de entre al menos una de las clases siguientes:

al menos una adhesina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FhaB, Hsf, NadA, PilC, Hap,
MafA, MafB, Omp26, NMB0315, NMB0995 y NMB1119;

al menos un autotransportador de Neisseria seleccionado de entre el grupo que consiste en Hsf, Hap, proteasa
IgA, AspA 'y NadA;

al menos una toxina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD, NM-
ADPRT y cualquiera 0 ambos de entre el inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS;

al menos una proteina de adquisicién de Fe de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en TbpA
alta, TbpA baja, TbpB alta, TbpB baja, LbpA, LbpB, P2086, HpuA, HpuB, Lipo28, Sibp, FbpA, BfrA, BfrB, Bcp,
NMB0964 y NMB0293; y

al menos una proteina asociada con la membrana de Neisseria, preferentemente una proteina de la membrana
externa, seleccionada de entre el grupo que consiste en PIdA, TspA, FhaC, NspA, TbpA (alta), TbpA (baja), LbpA,
HpuB, TdfH, PorB, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA, MitA, NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB
1953, HtrA, TspB, PilQ y OMP85.

Mas preferentemente, la composiciéon farmacéutica de la divulgaciéon comprende al menos un antigeno adicional (o
fragmento del mismo) seleccionado de entre al menos una de las clases siguientes:

al menos una adhesina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FhaB, Hsf y NadA;
al menos un autotransportador de Neisseria seleccionado de entre el grupo que consiste en Hsf, Hap y;

al menos una toxina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FrpA, FrpC, y cualquiera o
ambos de entre el inmunotipo L2 de LPS y el inmunotipo L3 de LPS;

al menos una proteina de adquisicion de Fe de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en ThpA,
TbpB, LbpA y LbpB; y

al menos una proteina de membrana externa de Neisseria (o fragmento de la misma) seleccionada de entre el
grupo que consiste en PIdA, TspA, TspB, PilQ y OMP85.

Preferentemente, la composicion farmacéutica de la presente divulgacion comprende un antigeno adicional derivado de
Neisseria meningitidis.

Preferentemente, la composicion farmacéutica de la presente divulgacion comprende un antigeno adicional derivado de
4
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Neisseria gonorrhoeae.

Preferentemente, la composicion farmacéutica de la presente divulgacién es, al menos en parte, una preparacion de
subunidades. Aunque puede ser una preparacién de subunidades mezclada con una preparacién de ampolla que
comprende antigenos de Neisseria adicionales de la divulgaciéon (preferentemente sobreexpresados), también es
preferente que las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacién sean en su totalidad una preparacion de
subunidades con cualquier antigeno de Neisseria adicional de la divulgacién presente en una forma replegada, o como
un fragmento soluble expuesto en la superficie del antigeno de Neisseria adicional.

Preferentemente, la composicion farmacéutica de la divulgacion comprende ademas polisacaridos u oligosacaridos
capsulares.

Preferentemente, dichos polisacéaridos u oligosacéaridos capsulares se derivan de bacterias seleccionadas de entre el
grupo que consiste en los serogrupos A, C, Y y/o W-135 de Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae b,
Streptococcus pneumoniae, estreptococos del grupo A, estreptococos del grupo B, Staphylococcus aureus vy
Staphylococcus epidermidis y, mas preferentemente, se conjugan a una fuente de epitopos de linfocitos T.

Segun otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un anticuerpo inmunoespecifico para la proteina NspA
de la presente divulgacion.

Segun otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento para diagnosticar una infeccion por
Neisseria, que comprende identificar una proteina NspA de la presente divulgacién, o un anticuerpo que es
inmunoespecifico para dicha proteina, presente dentro de una muestra biolégica de un animal, incluyendo un ser
humano, sospechoso de tener dicha una infeccién, o usar una proteina de NspA o anticuerpo de la presente invencion
para detectar si hay presentes o0 no NspA o anticuerpos contra NspA dentro de una muestra biolégica de un animal.

Preferentemente, el procedimiento se refiere al diagndstico de Neisseria meningitidis y, mas preferentemente, al
serogrupo B de Neisseria meningitidis.

En otra realizacion preferente de la divulgacién, el procedimiento se refiere al diagnéstico de Neisseria gonorrhoeae.

Segun otro aspecto de la presente divulgacién, se proporciona el uso de una composiciéon que comprende una proteina
NspA de la presente invencion en la preparacion de un medicamento para su uso en la generacion de una respuesta
inmune en un animal.

En una realizacion de la divulgacion, la vacuna se usa en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la
prevencion de una infeccién por Neisseria.

En una realizacion preferente de la divulgacion, se usa en la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la
prevencion de una infeccion por Neisseria meningitidis y, mas preferentemente, por el serogrupo B de Neisseria
meningitidis.

En otra realizacién preferente de la divulgacién, se usa en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la

prevencion de una infeccién por Neisseria gonorrhoeae.

Segln todavia otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una composicion farmacéutica util en el
tratamiento de seres humanos con una enfermedad por Neisseria que comprende al menos un anticuerpo dirigido
contra la proteina NspA de la presente divulgacion y un vehiculo farmacéutico adecuado.

Segun un aspecto adicional de la presente divulgacion, se proporciona el uso del anticuerpo de la presente invencién
en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad por Neisseria.

Segun una realizacion preferente de la divulgacion, se previene o se trata una infeccion por Neisseria meningitidis vy,
mas preferentemente, una infeccién por serogrupo B de Neisseria meningitidis.

Segun otra realizacién preferente de la divulgacion, se previene o se trata una infeccion por Neisseria gonorrhoeae.
Descripcion detallada

Ahora, se describiran diversas caracteristicas y realizaciones preferentes de la presente invenciéon, a modo de ejemplo
no limitativo, con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra un gel de SDS-PAGE que compara una NspA replegada segun el procedimiento de la presente
invencion y una NspA desnaturalizada. Mas detalladamente, la Figura 1 muestra la modificabilidad por calor de la NspA
replegada purificada en PAGE al 14% tefiido con azul Coomassie. n = desplazamiento de la NspA replegada purificada
en condiciones semi-nativas, y d = desplazamiento de la NspA replegada purificada en condiciones de
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desnaturalizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la derecha.
La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de la NspA H44/76 usada en los Ejemplos; y
La Figura 3 muestra los nucleétidos y los amino&cidos de NspA, incluyendo la secuencia lider.

Aunque, en general, las técnicas indicadas en la presente memoria son bien conocidas en la materia, puede hacerse
referencia particular a Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989) y Ausubel et al., Short Protocols
in Molecular Biology (1999) 42 Ed, John Wiley & Sons, Inc (asi como la version completa de Current Protocols in
Molecular Biology).

Los presentes inventores pretenden que las expresiones "que comprende", "comprenden" y "comprende", en la
presente memoria, puedan ser sustituidas opcionalmente por las expresiones "que consiste en”, "consisten en" y
"consiste en”, respectivamente, en todos los casos.

Procedimiento

La presente invencién proporciona un procedimiento para promover el plegamiento/replegamiento correcto de una
proteina NspA, cuyo procedimiento implica el uso del detergente SB-12 en un tamp6n de replegamiento alcalino.

Tipicamente, el procedimiento de la presente invencion se usa para ayudar a replegar la NspA producida de manera
recombinante que se obtiene en una forma no plegada o plegada de manera incorrecta. De esta manera, las proteinas
producidas de manera recombinante pueden ponerse en contacto con el tampdn de replegamiento para desplegar,
replegar y/o reactivar proteinas recombinantes que son inactivas debido al plegamiento incorrecto y/o se despliegan
como resultado de su extraccién desde las células huésped en las que se expresaron (tal como a partir de cuerpos de
inclusion bacterianos). Dicho procedimiento puede denominarse también "reacondicionamiento”.

El procedimiento de la invencion puede emplearse para mantener la conformacion plegada de NspA, por ejemplo
durante el almacenamiento, con el fin de aumentar la vida Gtil. Bajo las condiciones de almacenamiento, muchas
proteinas pierden su actividad, como resultado de la interrupcion del plegamiento correcto. La presencia del tampén de
replegamiento de la presente invencion reduce o invierte la tendencia de proteinas a pasar a un estado no plegamiento
y, de esta manera, aumenta considerablemente su vida Util.

El procedimiento de la invencion puede usarse para promover el plegamiento correcto de NspA que, durante el
almacenamiento, exposicion a condiciones desnaturalizantes, etc., se ha plegado incorrectamente. De esta manera, la
invencion puede ser usada para reacondicionar la NspA. Por ejemplo, la NspA con una necesidad de
reacondicionamiento puede ponerse en contacto con el tampodn de replegamiento segun la invencion.

La presente invencion proporciona también un procedimiento para alterar la estructura de una proteina NspA. Las
alteraciones estructurales incluyen plegamiento, desplegamiento y replegamiento. Preferentemente, el efecto de las
alteraciones es el de mejorar el rendimiento, la actividad especifica y/o la calidad de la molécula. Tipicamente, esto
puede conseguirse volviendo a solubilizar, acondicionar y/o reactivar las moléculas plegadas incorrectamente después
de la sintesis.

De esta manera, los términos "reacondicionamiento” y "reactivacién" abarcan procedimientos in vitro. Los ejemplos
particulares de procedimientos in vitro pueden incluir el procesamiento de proteinas que han sido solubilizadas a partir
de extractos de células (tales como cuerpos de inclusién) usando fuertes desnaturalizantes, tales como urea o cloruro
de guanidinio.

Los términos "replegar”, "reactivar" y "reacondicionar" no pretenden ser mutuamente excluyentes. Por ejemplo, una
proteina inactiva, quizas desnaturalizada usando urea, puede tener una estructura no plegada. Esta proteina inactiva
puede ser replegada entonces con un tampoén de replegamiento de la invencién, reactivandola de esta manera. En
algunas circunstancias, puede haber un aumento en la actividad especifica de la proteina replegada/reactivada en
comparacién con la proteina antes de la inactivacion/desnaturalizacién: esto se denomina "reacondicionamiento".

Tipicamente, la molécula es una proteina no plegada o plegada incorrectamente que tiene necesidad de plegamiento.
De manera alternativa, sin embargo, puede ser una proteina plegada que debe mantenerse en un estado plegado.

La invencion prevé al menos dos situaciones. Una primera situacion es una en la que la proteina a ser plegada esté en
un estado no plegado o plegado incorrectamente, 0 ambos. En este caso, su plegamiento correcto se promueve
mediante el procedimiento de la invencion. Una segunda situacién es una en la que la proteina ya esté sustancialmente
en su estado plegado correctamente, es decir la totalidad o la mayor parte de la misma esta plegada correctamente o
casi correctamente. En este caso, el procedimiento de la invencion sirve para mantener el estado plegado de la
proteina, afectando al equilibrio plegado/desplegado de manera que se favorece el estado plegado. Esto previene la
pérdida de actividad de una proteina ya plegada de manera sustancialmente correcta. Estas y otras eventualidades
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estan cubiertas por la referencia a "promover" el plegamiento de la proteina.

Tal como se usa en la presente memoria, una proteina puede estar no plegada cuando al menos parte de la misma no
ha adquirido todavia su estructura secundaria o terciaria correcta o deseada. Una proteina estd plegada
incorrectamente cuando ha adquirido, al menos parcialmente, una estructura secundaria o terciaria incorrecta o no
deseada. Se conocen técnicas en la materia para evaluar la estructura de las proteinas (tales como dicroismo circular).

El tampon de replegamiento de la presente invencion comprende 3-dimetildodecilamoniopropanosulfonato
(denominado también N-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato) y denominado en la presente memoria "SB-
12". El SB-12 esté& disponible a partir de fuentes comerciales, tales como Fluka AG. Aunque no se desea estar ligado
por ninguna teoria, los presentes inventores creen que la etapa de dilucién en SB-12 (o la presencia de SB-12, en
general) crea un entorno hidréfobo para la proteina, que es similar al entorno natural in vivo de la proteina.

El SB-12 es un detergente y la concentracion de SB-12 deberia ser de al menos aproximadamente el 0,2% (p/v), ya
que esta es la concentracion requerida generalmente para la formacion de micelas. De esta manera, la concentracion
de SB-12 puede ser de aproximadamente el 0,2% a aproximadamente el 5,0%, de aproximadamente el 0,3% a
aproximadamente el 4,0%, de aproximadamente el 0,4% a aproximadamente el 3,0%, o de aproximadamente el 0,5%
a aproximadamente el 2,0%. Preferentemente, la concentracién es de aproximadamente el 0,2%, el 0,3%, el 0,4%, el
0,5%, el 0,6%, el 0,7%, el 0,8%, el 0,9% o el 1,0%. En una realizacién especialmente preferente, se usa el 0,5% de SB-
12. El término "aproximadamente" significa, preferentemente, +/- 10% del valor de la cifra indicada pero, mas
preferentemente, es la cifra exacta indicada.

En una realizacion preferente, el SB-12 se purifica. Los presentes inventores han encontrado un mejor plegamiento con
SB-12 purificado en comparacién con SB-12 no purificado. De manera conveniente, el SB-12 puede purificarse antes
de su uso pasando una solucién concentrada de SB-12 sobre una columna de cromatografia con AL2Os, por ejemplo,
usando metanol/cloroformo (1:1), pero puede usarse cualquier procedimiento adecuado para purificar el SB-12.

Los presentes inventores han encontrado que la dilucién de la proteina desnaturalizada deberia llevarse a cabo en un
entorno alcalino para maximizar la eficiencia del replegamiento. Preferentemente, el pH del tamp6n de replegamiento
es de aproximadamente 11,0. Preferentemente, el entorno alcalino se obtiene mediante el uso de etanolamina. En esta
realizacién preferente, el tampdn de replegamiento comprende SB-12 y etanolamina. De manera conveniente, se usa
etanolamina 20 mM, pero otras concentraciones, tales como 50 mM, pueden ser Utiles.

Los presentes inventores han encontrado que es preferente una dilucién 1:20 de la NspA en el tampdn de
replegamiento, pero pueden usarse otras relaciones, tales como 1:10. También puede usarse una dilucién de cinco
veces en tampdn de replegamiento.

Tipicamente, la NspA a ser procesada por el procedimiento de la invencién se obtiene a partir de extractos celulares de
células huésped que expresan la NspA recombinante. Las células huésped incluyen procariotas tales como E. coli,
levadura y células de insectos (el sistema de baculovirus es capaz de una expresion de proteinas de muy alto nivel).
Preferentemente, la expresion de la NspA en la célula huésped es a altos niveles para maximizar el rendimiento. A
continuacion, se proporcionan detalles adicionales sobre la expresion de NspA recombinante.

Los presentes inventores han encontrado que la presente invencion es mas eficiente cuando se usa para replegar una
proteina NspA madura, es decir, una proteina sin una secuencia lider o secretora, una secuencia pre-, pro- 0 prepro-
proteinas, y también una proteina. Tipicamente, para NspA, esto significa expresar la proteina sin el péptido senal
(aminoé&cidos 1-19). Durante las técnicas de purificacién convencionales, es comun hacer uso de una secuencia
marcadora que facilita la purificacion, tal como un péptido de hexa-histidina, tal como se proporciona en el vector pQE
(Qiagen, Inc.) y se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 86: 821-824 (1989), o un marcador de péptido
HA (Wilson et al, Cell 37: 767 (1984). Los presentes inventores han encontrado que el procedimiento de la presente
invencion es mas eficiente cuando dichas secuencias marcadoras no estén presentes.

Es probable que una proporcion sustancial de la NspA sera insoluble y, por consiguiente, tipicamente se emplearan
técnicas para solubilizar componentes normalmente insolubles de los extractos de células (tales como cuerpos de
inclusién) para maximizar la extraccion de la NspA. Puede emplearse cualquier técnica convencional para la
preparacion y la extraccion de las proteinas NspA a partir de cuerpos de inclusién y su posterior solubilizacion. Dichas
técnicas se describen por ejemplo en "Current Protocols in Protein Science" publicado por JA Wiley & Sons. Dichas
técnicas incluyen generalmente:

Lisis celular, usando, por ejemplo, una prensa francesa o ultrasonidos, para liberar los cuerpos de inclusion.
Tipicamente, las células se colocan en un tamp6n frio, tal como un tampdn TE antes de la lisis. Los ultrasonidos
pueden aplicarse usando un sonicador Branson. La sonicacion puede tener lugar en presencia de un detergente,
por ejemplo, Brij o Triton. A continuacion, los cuerpos de inclusion en el lisado celular pueden ser sedimentados
usando centrifugacion a baja velocidad. Las células pueden ser tratadas previamente con lisozima antes de la
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lisis. El prop6sito del pretratamiento es el de ayudar a la eliminacién de los peptidoglicanos y los contaminantes
de proteinas de membrana externa durante las etapas de lavado. Las células lisadas pueden ser clarificadas
mediante centrifugacion y el sobrenadante puede ser desechado.

Lavado del cuerpo de inclusion, para eliminar la pared celular y otros contaminantes componentes de la membrana
externa de los cuerpos de inclusién recuperados a partir de lisados celulares. Tipicamente, el sedimento se vuelve a
suspender en un tampén de lavado que contiene, por ejemplo, tampén tal como tampdén TE y/o un detergente, tal como
Triton. A continuacién, la suspension puede volver a suspenderse y el sobrenadante se desecha. Este procedimiento
puede repetirse hasta que el sobrenadante es transparente. Si se requiere, los sedimentos lavados pueden congelarse
para el almacenamiento.

La cantidad de proteina recombinante en el sedimento lavado puede estimarse usando las directrices siguientes: (1)
Un nivel de expresiéon del 1% corresponde a ~ 1 mg de proteina recombinante por 1 g de células himedas. (2) La
recuperacion de proteina recombinante altamente agregada en los sedimentos lavados es del ~75% de la cantidad
presente originalmente en las células. (3) Aproximadamente el 60% de la proteina sedimentada total lavada es
derivada de manera recombinante. La cantidad total de proteina recombinante puede determinarse directamente
midiendo la concentracién total de proteina o analizando los sedimentos lavados mediante SDS-PAGE para determinar
las proporciones de los constituyentes de proteina.

Solubilizacién de la proteina. A continuacion la proteina se extrae del sedimento lavado y es desplegada usando un
desnaturalizante que disocia interacciones proteina-proteina y despliega la proteina de manera que consiste en
mondmeros desplegados. Los desnaturalizantes incluyen guanidina:HCI (tal como guanidina:HCI 6 M) y/o urea (tal
como urea 8 M). Tipicamente, el material y los materiales insolubles residuales pueden eliminarse mediante
ultracentrifugacion (por ejemplo 100.000 g x durante 1 hora). El extracto puede ser almacenado por congelacion
después de la sedimentacion.

Opcionalmente, los extractos de células solubilizadas pueden purificarse parcialmente, por ejemplo, mediante una
diversidad de técnicas de cromatografia de afinidad antes de contactar con el tampén de replegamiento segun el
procedimiento de la invencion.

A continuacién, el extracto de células solubilizadas se diluye en el tampén de replegamiento segun la presente
invencion. Es tipico, pero no necesario, dejarlo bajo agitacion a temperatura ambiente durante la noche.

De esta manera, el material de partida para el procedimiento de replegamiento/reacondicionamiento de la invencion es,
tipicamente, proteinas desnaturalizadas en soluciones de agentes tales como cloruro de urea/guanidinio. De manera
alternativa, o adicional, las muestras de proteinas solubles pueden desnaturalizarse especificamente mediante la
adicion de agentes desnaturalizantes apropiados antes del replegamiento.

El procedimiento de la invencién puede emplear también el uso de chaperonas moleculares. Las chaperonas,
incluyendo las chaperoninas, son proteinas que promueven el replegamiento de proteinas mediante medios no
enzimaticos, en el sentido de que no catalizan la modificacion quimica de ninguna estructura en el replegamiento de las
proteinas, sino que promueven el replegamiento correcto de las proteinas facilitando el alineamiento estructural
correcto de las mismas. Las chaperonas moleculares son bien conocidas en la técnica, caracterizandose diversas
familias de las mismas. La invencion puede emplear cualquier molécula chaperona molecular, cuyo término incluye, por
ejemplo, las chaperonas moleculares seleccionadas de entre el siguiente grupo no exhaustivo:

p90 Calnexin, familia HSP, familia HSP70, DNA K, DNAJ, familia Hsp60 (GroEL), chaperonas asociadas a ER,
HSP90, Hsc70, sHsps; SecA; SecB, factor desencadenante, hsp 47, 70 y 90 de pez cebra, HSP 47, GRP 94, Cpn
10, BiP, GRP 78, C1p, FtsH, cadena invariante Ig, hsp70 mitocondrial, EBP, m-AAA mitocondrial, levadura Ydj1,
Hsp104, ApoE, Syc, Hip, familia TriC, CCT, PapD y calmodulina (véase el documento W099/05163 para las
referencias).

El procedimiento de la presente invencién puede hacer uso también de un foldasa. En términos generales, una foldasa
es una enzima que participa en la promocion del replegamiento de proteinas mediante su actividad enzimatica para
catalizar la reordenacién o isomerizacion de enlaces en el replegamiento de la proteina. De esta manera, son distintas
de una chaperona molecular, que se une a proteinas en estados estructurales inestables 0 no nativos y promueven un
replegamiento correcto sin catdlisis enzimatica de reordenacién de enlaces. Se conocen muchas clases de foldasa, y
son comunes a animales, plantas y bacterias. Incluyen peptidil prolil isomerasas y tiol/disulfuro oxidorreductasas. La
invencion puede emplear cualquiera de las foldasas que son capaces de promover el replegamiento de proteinas a
través de reordenacién de enlaces covalentes.

Al final del procedimiento de replegamiento/reacondicionamiento, la NspA replegada puede ser desalada mediante
dialisis contra un tampdn de almacenamiento adecuado y/o usando una columna de desalacién en un tampo6n de
almacenamiento adecuado. Los tampones adecuados incluyen fosfato de sodio 25 mM, NaCl 150 mM y 0,1% de PEG
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6000 (pH 7,4).

Vectores, células huésped, sistemas de expresién

La invencion puede emplear vectores que comprenden un polinucleétido que codifica para al menos una proteina
NspA, células huésped que estan modificadas mediante ingenieria genética con vectores de la invencion y la
produccion de proteinas NspA mediante técnicas recombinantes. También pueden emplearse sistemas de traduccién
libres de células para producir dichas proteinas usando ARN derivados de constructos de ADN.

Las proteinas recombinantes de la presente divulgacién pueden prepararse mediante procedimientos bien conocidos
por las personas con conocimientos en la materia a partir de células huésped manipuladas genéticamente que
comprenden sistemas de expresion.

Para la produccién recombinante de las proteinas de la divulgacion, las células huésped pueden ser manipuladas
genéticamente para incorporar sistemas de expresion o partes de los mismos o polinucleétidos de la divulgacion. La
introduccién de un polinucleétido en la célula huésped puede efectuarse mediante procedimientos descritos en muchos
manuales de laboratorio estandar, tales como Davis, et al, BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986) y
Sambrook, et al, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), tal como, transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano,
transveccién, microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos catidnicos, electroporacion, transduccion, carga de
raspaduras, introduccién balistica e infeccién.

Los ejemplos representativos de huéspedes apropiados incluyen células bacterianas, tales como células de
estreptococos, estafilococos, enterococos, E. coli, Streptomyces, cianobacterias, Bacillus subtilis, Moraxella catarrhalis,
Haemophilus irfluenzae y Neisseria meningitidis; células fungicas, tales como células de una levadura, Kluveromyces,
Saccharomyces, un basidiomiceto, Candida albicans y Aspergillus; células de insecto tales como células de Drosophila
S2 y Spodoptera Sf9; células animales tales como CHO, COS, HelLa, C127, 3T3, BHK, 293, CV-1 y células de
melanoma de Bowes; y células de plantas, tales como células de una gimnosperma o angiosperma.

Puede usarse una gran diversidad de sistemas de expresion para producir las proteinas de la divulgacion. Dichos
vectores incluyen, entre otros, vectores derivados de cromosomas, episomas y virus, por ejemplo, vectores derivados
de plasmidos bacterianos, de bacteriéfagos, de transposones, de episomas de levadura, de elementos de insercion, de
elementos cromosomicos de levadura, de virus tales como baculovirus, papovavirus, tales como SV40, virus vaccinia,
adenovirus, virus de la viruela aviar, virus de pseudorrabia, picornavirus, retrovirus, y alfavirus y vectores derivados de
combinaciones de los mismos, tales como los derivados de plasmidos y elementos genéticos de bacteriéfagos, tales
como césmidos y fagémidos. Los constructos del sistema de expresion pueden contener regiones de control que
regulan y generan la expresion. Generalmente, cualquier sistema o vector adecuado para mantener, propagar o
expresar polinucleétidos y/o para expresar una proteina en un huésped puede ser usado para la expresion en este
sentido. La secuencia de ADN apropiada puede ser insertada en el sistema de expresién mediante cualquiera de entre
una diversidad de técnicas bien conocidas y rutinarias, tales como, por ejemplo, aquellas expuestas en Sambrook et
al., MOLECULE CLONING, A LABORATORY MANUAL, (supra).

En los sistemas de expresion recombinantes en eucariotas, para la secrecién de una proteina traducida en el lumen del
reticulo endoplasmico, en el espacio periplasmico o en el entorno extracelular, pueden incorporarse senales de
secrecion apropiadas en la proteina expresada. Estas sefales pueden ser endogenas a la proteina o pueden ser
sefales heterélogas.

Las proteinas de la presente divulgacion pueden ser recuperadas y purificadas a partir de cultivos de células
recombinantes mediante el procedimiento de la presente invencion.

Proteina NspA

La presente invencion proporciona una proteina NspA replegada aislada. Tal como se usa en la presente memoria, el
término "proteina” incluye el término "polipéptido”. El término "aislado" pretende indicar que la proteina NspA esta libre
de otras proteinas con las que esta asociada normalmente. La proteina NspA puede ser una proteina recombinante. El
término "recombinante" pretende indicar que la proteina ha sido obtenida usando la aplicacién de biologia molecular.
Sin embargo, el procedimiento es aplicable también a proteinas naturales o sintéticas que requieren replegamiento o
purificacién por medio de desplegamiento y replegamiento. Preferentemente, la NspA replegada aislada de la
divulgacion esta purificada en el sentido de que tiene una pureza superior al 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 0 99%. Mas
preferentemente, la NspA de la divulgacion es bioldgicamente pura en el sentido de que es mas del 40, 50, 60, 70, 80,
90, 95 0 99% libre de otras proteinas de Neisseria y/u otras proteinas de la célula huésped a partir de la que se cred.

Cuando en la presente memoria se indica especificamente una proteina, es preferentemente una referencia a una

proteina nativa, de longitud completa, pero puede englobar también fragmentos antigénicos de la misma

(particularmente en el contexto de vacunas de subunidades). Estos son fragmentos que contienen o comprenden al
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menos 10 aminodcidos, preferentemente 20 aminoacidos, mas preferentemente 30 aminoacidos, mas preferentemente
40 aminoacidos o mas preferentemente 50 aminoacidos, tomados contiguamente a partir de la secuencia de
aminodcidos de la proteina. Ademas, los fragmentos antigénicos denotan fragmentos que son inmunolégicamente
reactivos con anticuerpos generados contra las proteinas de Neisseria o con anticuerpos generados por infeccion de
un huésped mamifero con Neisseria. Los fragmentos antigénicos incluyen también fragmentos que, cuando se
administran en una dosis eficaz, provocan una respuesta inmune protectora contra la infeccién por Neisseria, mas
preferentemente, protectora contra una infeccion por N. meningitidis y/o N. gonorrhoeae, mas preferentemente,
protectora contra una infeccion por serogrupo B de N. meningitidis.

La presente divulgacion incluye también variantes de las proteinas indicadas en la presente memoria, es decir,
proteinas que varian con respecto a los referentes en sustituciones conservadoras de aminodcidos, de manera que un
residuo es sustituido por otro con caracteristicas similares. Dichas sustituciones tipicas son entre Ala, Val, Leu e lle;
entre Ser y Thr; entre los residuos acidos Asp y Glu; entre Asn y Gin; y entre los residuos basicos Lys y Arg; o residuos
aromaticos Phe y Tyr. Son particularmente preferentes las variantes en las que diversos, 5-10,1-5, 1-3,1-2 6 1
aminoacidos son sustituidos, eliminados o anadidos en cualquier combinacion.

Se ha informado de que la proteina NspA altamente conservada ha sido encontrada en la membrana externa de cada
cepa de Neisseria meningitidis ensayada hasta ahora (Martin D et al Journal of Biotechnology 83 (2000) 27-31). Martin
D et al muestran también que la proteina NspA esta expuesta en la superficie de las cepas meningocdcicas intactas. La
proteina NspA ha sido identificada también en Neisseria gonorrhoeae (Plante et al Infect, Immun. 67 (1999) 2855-
2861). El gen nspA meningocécico puede ser amplificado directamente mediante PCR a partir de ADN cromosomico
(Martin D et al y Plante et al 1999 supra). NspA se describe también en el documento W096/29412.

La NspA producida por la presente invencién, fragmento o variante de la misma, preferentemente es un producto que
exhibe la actividad inmunolégica de la proteina NspA de tipo salvaje (por ejemplo, tal como esta presente en ampollas
de Neisseria aisladas). Preferentemente, mostrara al menos uno de las siguientes:

Una capacidad para inducir la produccién de anticuerpos que reconocen la NspA de tipo salvaje (si es necesario,
cuando la proteina NspA de la presente invencién se acopla a un vehiculo);

Una capacidad para inducir la produccién de anticuerpos que pueden proteger contra la infeccion experimental; y

Una capacidad para inducir, cuando se administra a un animal, el desarrollo de una respuesta inmunolégica que
puede proteger contra una infeccion por Neisseria, tal como infeccidn por Neisseria meiiingitidis y/o Neisseria
gonorrhoeae.

La proteina NspA de la presente divulgacién es Gtil en composiciones profilacticas, terapéuticas y de diagnostico para
la prevencion, el tratamiento y el diagnostico de enfermedades causadas por Neisseria, particularmente Neisseria
meningitidis; aunque también puede tener aplicaciones similares en relacion, por ejemplo, a Neisseria gonorrhoeae o
Neisseria lactamica.

Pueden emplearse técnicas inmunolégicas estandar con la proteina NspA de la presente divulgacion con el fin de
usarla como un inmunégeno y en una vacuna. En particular, cualquier huésped adecuado puede ser inyectado con una
cantidad farmacéuticamente eficaz de la proteina NspA para generar anticuerpos monoclonales o policlonales anti-
NspA o para inducir el desarrollo de una respuesta inmunoldgica protectora contra una enfermedad por Neisseria.
Antes de la administracién, la proteina NspA puede ser formulada en un vehiculo adecuado y, de esta manera,
proporcionar una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de una o mas
proteinas de la presente invencién. Tal como se usa en la presente memoria, "cantidad farmacéuticamente eficaz" se
refiere a una cantidad de proteina NspA que provoca una titulacion suficiente de anticuerpos para tratar o prevenir la
infeccion. La composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender también otros antigenos Utiles en
el tratamiento o la prevencion de la enfermedad.

La proteina NspA de esta divulgacion puede formar también la base de un ensayo de diagndstico para la infeccion. Por
ejemplo, la presente invencion proporciona un procedimiento para la deteccion de un antigeno de Neisseria en una
muestra biolégica que contiene o que se sospecha que contiene el antigeno de Neisseria que comprende:

generar un anticuerpo anti-NspA usando la proteina de la presente divulgacion;
aislar la muestra biolégica a partir de un paciente;

incubar el anticuerpo anti-NspA o un fragmento del mismo con la muestra bioldgica; y detectar el anticuerpo unido
o el fragmento unido.

La presente divulgacién proporciona también un procedimiento para la deteccion de un anticuerpo especifico a la
proteina NspA en una muestra biolégica que contiene o que se sospecha que contiene dicho anticuerpo que
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comprende:

aislar la muestra biolégica a partir de un paciente;

incubar la proteina NspA de la divulgacion con la muestra bioldgica; y detectar el antigeno unido.
Este ensayo de diagnostico puede adoptar diversas formas, incluyendo ELISA y un radioinmunoensayo.

A continuacion, se proporcionan detalles adicionales de dichas aplicaciones.

Anticuerpos

Las proteinas de la divulgacion pueden ser usadas como inmundgenos para producir anticuerpos inmunoespecificos
para dichas proteinas.

En ciertas realizaciones preferentes de la divulgacién se proporcionan anticuerpos contra la proteina NspA de la
divulgacion.

Los anticuerpos generados contra las proteinas de la divulgacion pueden obtenerse administrando las proteinas de la
divulgacion, o fragmentos que transportan epitopos de cualquiera o ambos, analogos de cualquiera o ambos, a un
animal, preferentemente no humano, usando protocolos de rutina. Para la preparacion de los anticuerpos
monoclonales, puede usarse cualquier técnica conocida en la materia que proporcione anticuerpos producidos por
cultivos continuos de lineas celulares. Los ejemplos incluyen diversas técnicas, tales como las descritas en Kohler, G. y
Milstein, C., Nature 256: 495-497 (1975); Kozbor et al, Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et al., Pg. 77-96 en
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc. (1985).

Las técnicas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla (patente US N® 4.946.778) pueden adaptarse para
producir anticuerpos de cadena sencilla para proteinas de esta divulgacién. Ademas, pueden usarse ratones
transgénicos u otros organismos o animales, tales como otros mamiferos, para expresar anticuerpos humanizados
inmunoespecificos a las proteinas de la divulgacion.

De manera alternativa, puede utilizarse la tecnologia de presentaciéon en fagos para seleccionar genes de anticuerpos
con actividades de unién hacia una proteina de la divulgacién ya sea a partir de repertorios de genes v amplificados
mediante PCR de linfocitos de seres humanos seleccionados por poseer anti-NspA o a partir de bibliotecas virgenes o
“naive” (McCafferty, et al., (1990), Nature 348,552-554;. Marks, et al, (1992) Biotechnology 10, 779-783). La afinidad de
estos anticuerpos puede ser mejora también, por ejemplo, mediante una mezcla aleatoria de cadenas (Clackson et al,
(1991) Nature 352: 628).

Los anticuerpos descritos anteriormente pueden emplearse para aislar o identificar clones que expresan las proteinas
NspA de la divulgacién para purificar las proteinas o polinucleétidos, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad.

De esta manera, entre otros, los anticuerpos contra la proteina NspA de la divulgacion pueden emplearse para tratar
infecciones, particularmente infecciones bacterianas.

Preferentemente, el anticuerpo o variante del mismo se modifica para hacerlo menos inmunogénico en el individuo. Por
ejemplo, si el individuo es un ser humano, mas preferentemente, el anticuerpo puede ser "humanizado”, donde la
regién o regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo derivado de hibridoma ha sido trasplantado a un
anticuerpo monoclonal humano, por ejemplo, tal como se describe en Jones et al. (1986), Nature 321,522-525 o
Tempest et al., (1991) Biotecnologia 9, 266-273.

Una proteina de la presente divulgacién puede ser administrada a un receptor que entonces actia como una fuente de
inmunoglobulina, producida en respuesta a un desafio a partir de la vacuna especifica. Un sujeto tratado de esta
manera donaria plasma a partir del cual se obtendria globulina hiperinmune a través de la metodologia de
fraccionamiento de plasma convencional. La globulina hiperinmune seria administrada a otro sujeto con el fin de
conferir resistencia contra, o tratar una infeccion por, Neisseria. Las globulinas hiperinmunes de la divulgacion son
particularmente Utiles para el tratamiento o la prevencion de la enfermedad por Neisseria en bebés, individuos
inmunodeprimidos o cuando se requiera tratamiento y no hay tiempo para que el individuo produzca anticuerpos en
respuesta a la vacunacion.

Un aspecto adicional de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal (o
fragmentos del mismo, preferentemente humanos o humanizados) reactivo contra la composicién farmacéutica de la
divulgacion, que podria ser usada para tratar o prevenir la infeccién por bacterias Gram negativas, preferentemente
Neisseria, mas preferentemente Neisseria meningitidis o Neisseria gonorrhoeae y mas preferentemente el serogrupo B
de Neisseria meningitidis.

Dichas composiciones farmacéuticas comprenden anticuerpos monoclonales que pueden ser inmunoglobulinas
11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2505692 T3

enteras de cualquier clase, por ejemplo, IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, anticuerpos quiméricos o anticuerpos hibridos con
especificidad a dos 0 mas antigenos de la invencion. También pueden ser fragmentos, por ejemplo, F(ab')2, Fab', Fab,
Fv y similares, incluyendo fragmentos hibridos.

Los procedimientos de fabricacién de anticuerpos monoclonales son bien conocidos en la técnica y pueden incluir la
fusion de esplenocitos con células de mieloma (Kohler y Milstein 1975 Nature 256; 495; Antibodies - a laboratory
manual Harlow y Lane 1988). De manera alternativa, los fragmentos Fv monoclonales pueden obtenerse cribando una
biblioteca de presentacion en fago adecuada (Vaughan TJ et al 1998 Nature Biotechnology 16; 535). Los anticuerpos
monoclonales pueden ser humanizados o parcialmente humanizados mediante procedimientos conocidos.

Vacunas

Otro aspecto de la divulgacién se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunolégica en un individuo,
particularmente un mamifero, preferentemente seres humanos, que comprende inocular al individuo con la proteina
NspA de la presente divulgacion, o un fragmento o variante de la misma, adecuada para producir anticuerpo y/o una
respuesta inmune de los linfocitos T para proteger (o tratar) dicho individuo contra la infeccion, particularmente
infeccion bacteriana y, mas particularmente, infeccion por Neisseria meningitidis. También se proporcionan
procedimientos mediante los cuales dicha respuesta inmunoldgica ralentiza la replicacion bacteriana.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a una composicién inmunoldgica que, cuando es introducida en un
individuo, preferentemente un ser humano, capaz de inducir en su interior una respuesta inmunoldgica, induce una
respuesta inmunolégica en dicho individuo a una proteina NspA de la presente divulgacién, en la que el composicion
comprende una NspA recombinante de la divulgacion. La respuesta inmunolégica puede ser usada terapéutica o
profilacticamente y puede adoptar la forma de inmunidad de anticuerpos y/o inmunidad celular, tal como inmunidad
celular que surge de linfocitos T CTL o CD4+.

Una proteina NspA, una variante o un fragmento de la misma pueden fusionarse con co-proteina o fraccion quimica
que puede producir o no, por si misma, anticuerpos, pero que es capaz de producir una proteina fusionada o
modificada que tendra propiedades antigénicas y/o inmunogénicas y, preferentemente, propiedades protectoras vy,
opcionalmente, puede estabilizar la NspA, o hacer que sea mas facil de purificar. La coproteina puede actuar como un
adyuvante en el sentido de proporcionar una estimulacién generalizada del sistema inmune del organismo que recibe la
proteina.

La presente divulgacién proporciona también composiciones, particularmente composiciones de vacuna, y
procedimientos que comprenden las proteinas de la invencién y secuencias de ADN inmunoestimuladoras, tales como
las descritas en Sato, Y. et al. Science 273: 352 (1996).

La divulgacion incluye también una formulacién de vacuna que comprende una proteina inmunogénica de la
divulgacion o un fragmento o una variante de la misma, junto con un vehiculo adecuado, tal como un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Debido a que las proteinas pueden descomponerse en el estbmago, cada una se
administra preferentemente por via parenteral, incluyendo, por ejemplo, una administracion que es subcuténea,
intramuscular, intravenosa o intradérmica. Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral incluyen
soluciones de inyeccion estériles acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, compuestos
bacteriostéaticos y solutos que hacen que la formulacién sea isoténica con el fluido corporal, preferentemente la sangre,
del individuo; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspensiéon o agentes
espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o de dosis multiples, por ejemplo,
ampollas y viales sellados y pueden almacenarse en un estado liofilizado que requiere sélo la adicién del vehiculo
liquido estéril inmediatamente antes de su uso. La formulacion puede administrarse también por via mucosa, por
ejemplo, por via intranasal.

La formulacién de vacuna de la divulgacion puede incluir también sistemas adyuvantes para potenciar la
inmunogenicidad de la formulacion. Tipicamente, puede usarse fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio.
Preferentemente, el sistema adyuvante genera preferentemente una respuesta de tipo TH1.

Una respuesta inmune puede distinguirse ampliamente en dos categorias extremas, siendo respuestas inmunes
humorales 0 mediadas por células (caracterizadas tradicionalmente por anticuerpos y mecanismos efectos celulares de
proteccion, respectivamente). Estas categorias de respuesta se han denominado respuestas de tipo TH1 (respuesta
mediada por células), y respuestas inmunes de tipo TH2 (respuesta humoral).

Las respuestas inmunes extremas de tipo TH1 pueden caracterizarse por la generacion de linfocitos T citotoxicos
restringidos por haplotipos, especificos de antigeno, y respuestas de células asesinas naturales. En ratones, las
respuestas de tipo TH1 se caracterizan frecuentemente por la generaciéon de anticuerpos del subtipo IgG2a, mientras
que en el ser humano éstas corresponden a anticuerpos de tipo IgG1. Las respuestas inmunes de tipo TH2 se
caracterizan por la generacién de una amplia gama de isotipos de inmunoglobulina incluyendo en ratones IgG1, IgA, e
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IgM.

Puede considerarse que la fuerza impulsora detras del desarrollo de estos dos tipos de respuestas inmunes son las
citoquinas. Los altos niveles de citoquinas de tipo TH1 tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunes
mediadas por células al antigeno determinado, mientras que los altos niveles de citoquinas de tipo TH2 tienden a
favorecer la induccién de respuestas inmunes humorales al antigeno.

La distincion entre respuestas inmunes de tipo TH1 y TH2 no es absoluta. En realidad, un individuo soportara una
respuesta inmune que se describe como predominantemente TH1 o predominantemente TH2. Sin embargo,
frecuentemente es conveniente considerar las familias de citocinas en términos de lo descrito en los clones de linfocitos
T CD4+ve murinos por Mosmann y Coffman (Mosmann, T.R. y Coffman, R.L. (1989) TH1 and TH2 cells: different
patterns of lymphokine secretion lead to different functional properties. Annual Review of Immunology, 7, p145-173).
Tradicionalmente, las respuestas de tipo TH1 se asocian con la produccién de las citoquinas INF-y e IL-2 por linfocitos
T. Otras citoquinas frecuentemente asociadas directamente con la induccién de respuestas inmunes de tipo TH1 no
son producidas por los linfocitos T, tales como IL-12. Por el contrario, las respuestas de tipo TH2 se asocian con la
secrecion de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13.

Se sabe que ciertos adyuvantes de vacunas son particularmente adecuados para la estimulacion de respuestas de
citoquinas de tipo TH1 o TH2. Tradicionalmente, los mejores indicadores del equilibrio TH1:TH2 de la respuesta inmune
después de una vacunacioén o infeccion incluye la medicién directa de la produccion de citoquinas TH1 o TH2 por los
linfocitos T in vitro después de una reestimulacién con antigeno, y/o la mediciéon de la relacién IgG1i:lgG2a de
respuestas de anticuerpos especificos de antigeno.

De esta manera, un adyuvante de tipo TH1 es uno que estimula preferentemente poblaciones aisladas de linfocitos T
para producir altos niveles de citoquinas de tipo TH1 cuando se re-estimulan con antigeno in vitro, y promueve el
desarrollo de linfocitos T citotéxicos CD8+ y respuestas de inmunoglobulina especificas de antigeno asociadas con el
isotipo de tipo TH1.

Los adyuvantes que son capaces de estimulacién preferencial de la respuesta celular TH1 se describen en las
solicitudes de patente internacional N® WO 94/00153 y WO 95/17209. ElI monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-
MPL) es uno de dichos adyuvantes, y es preferente. Esto se conoce a partir del documento GB 2220211 (Ribi).
Quimicamente es una mezcla de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 4,5 é 6 cadenas aciladas y es fabricado por
Ribi Immunochem, Montana. Una forma preferente de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado se describe en la patente
Europea 0 689 454 B1 (SmithKline Beecham Biologicals SA). De manera alternativa, pueden usarse otros derivados no
toxicos de LPS.

Preferentemente, las particulas de 3D-MPL son suficientemente pequefas para ser filiradas de manera estéril a través
de una membrana de 0,22 micrometros (patente europea N° 0 689 454). 3D-MPL estara presente en el intervalo de 10
ug - 100 pg, preferentemente 25 - 50 pg por dosis, en el que el antigeno estara presente tipicamente en un intervalo de
2 - 50 pg por dosis.

Otro adyuvante preferente comprende QS21, una fraccion no toxica purificada de Hplc derivada de la corteza de
Quillaja Saponaria Molina. Opcionalmente, este puede mezclarse con monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL),
o un derivado de LPS no téxico, opcionalmente junto con un vehiculo.

El procedimiento de produccion de QS21 se divulga en la patente US N¢ 5.057.540.

Las formulaciones de adyuvantes no reactogénicos que contienen QS21 se han descrito previamente (documento WO
96/33739). Dichas formulaciones que comprenden QS21 y colesterol han demostrado ser adyuvantes estimulantes de
TH1 exitosos cuando se formulan junto con un antigeno.

Los adyuvantes adicionales que son estimuladores preferenciales de la respuesta celular TH1 incluyen oligonucleétidos
inmunomoduladores, por ejemplo secuencias CpG no metiladas, tal como se divulga en el documento WO 96/02555.

Se contempla también que las combinaciones de diferentes adyuvantes estimulantes de TH1, tales como los indicados
anteriormente, proporcionen un adyuvante que es un estimulador preferencial de la respuesta celular TH1. Por ejemplo,
QS21 puede formularse junto con 3D-MPL. La relacion de QS21: 3D-MPL sera tipicamente del orden de 1:10 a 10:1;
preferentemente de 1:5 a 5:1 y, frecuentemente, sustancialmente 1:1. El intervalo preferente para una sinergia éptima
es de 2,5:1 a 1:1 de 3D-MPL:QS21.

Preferentemente, también hay presente un vehiculo en la composicién de vacuna segun la invencion. El vehiculo
puede ser una emulsion de aceite en agua, o una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio.

Una emulsion preferente de aceite en agua comprende un aceite metabolizable, tal como escualeno, tocoferol alfa y
Tween 80. En un aspecto particularmente preferente, los antigenos en la composicion de vacuna segun la invencién se
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combinan con QS21 y 3D-MPL en dicha una emulsion. Ademas, la emulsion de aceite en agua puede contener Span
85 y/o lecitina y/o tricaprilina.

Tipicamente, para la administracion humana, QS21 y 3D-MPL estaran presentes en una vacuna en el intervalo de 1 ug
- 200 pg, tal como 10 - 100 pg, preferentemente de 10 pg - 50 pg por dosis. Tipicamente el aceite en agua
comprendera del 2 al 10% de escualeno, del 2 al 10% de alfa tocoferol y del 0,3 al 3% de Tween 80. Preferentemente,
la relacién escualeno:alfa tocoferol es igual 0 menor de 1, ya que esto proporciona una emulsion mas estable. Span 85
puede estar presente también a un nivel del 1%. En algunos casos, puede ser ventajoso que las vacunas de la
presente divulgacién contengan ademas un estabilizador.

Las emulsiones no tdxicas de agua en aceite contienen preferentemente un aceite no toxico, por ejemplo escualano o
escualeno, un emulsionante, por ejemplo, Tween 80, en un vehiculo acuoso. El vehiculo acuoso puede ser, por
ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato.

Una formulaciéon de adyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsiéon de
aceite en agua se describe en el documento WO 95/17210.

La presente divulgacion proporciona también una composicién de vacuna polivalente que comprende una formulacion
de vacuna de la divulgacion en combinacion con otros antigenos, en particular antigenos utiles para tratar canceres,
enfermedades autoinmunes y afecciones relacionadas. Dicha composicion de vacuna polivalente puede incluir un
adyuvante inductor de TH-1, tal como se ha descrito anteriormente en la presente memoria.

Composicidn de subunidades

Preferentemente, la composicién de la presente divulgacién esta en la forma de una composicion de subunidades. Las
composiciones de subunidades son composiciones en las que los componentes han sido aislados y purificados a una
pureza de al menos el 50%, preferentemente de al menos el 60%, el 70%, el 80%, el 90% antes de mezclar los
componentes para formar la composicion antigénica.

Las composiciones de subunidades pueden comprender soluciones acuosas de proteinas solubles en agua. Pueden
comprender detergente, preferentemente no iénico, detergente zwitteridnoico o idnico con el fin de solubilizar las partes
hidréfobas de los antigenos. Pueden comprender lipidos de manera que puedan formarse estructuras de liposomas,
permitiendo la presentacién de antigenos con una estructura que se extiende por una membrana lipidica. A
continuacion, se proporcionan detalles adicionales acerca de las composiciones.

La composicién de subunidades de la invencién puede comprender también al menos un antigeno adicional que puede
ser soluble, o puede ser presentado sobre la membrana externa de una ampolla (OMV) (formando, de esta manera,
una composicién mixta de subunidades/ampolla).

Las infecciones por Neisseria progresan a través de varias etapas diferentes. Por ejemplo, el ciclo de vida
meningocécico implica colonizacion nasofaringea, fijacién a la mucosa, introduccién en el torrente sanguineo,
multiplicacion en la sangre, induccién de choque tdxico, paso de la barrera sangre/cerebro y multiplicacion en el liquido
cefalorraquideo y/o las meninges. Diferentes moléculas sobre la superficie de la bacteria participaran en diferentes
etapas del ciclo de infeccion. Al dirigir la respuesta inmunitaria contra una cantidad eficaz de una combinacion de
antigenos particulares, implicados en diferentes procesos de infeccion por Neisseria, puede conseguirse una vacuna
de Neisseria con una alta eficacia sorprendente.

En particular, las combinaciones de ciertos antigenos de Neisseria de diferentes clases con la proteina NspA de la
divulgacion pueden provocar una respuesta inmunitaria que protege contra mdltiples etapas de la infeccion. Dichas
combinaciones de antigenos pueden conducir sorprendentemente a una eficacia de la vacuna contra la infeccién por
Neisseria sinérgicamente mejorada donde, de manera Optima, la respuesta inmune tiene como objetivo mas de una
funcién de la bacteria. Algunos de los antigenos adicionales que pueden incluirse estan implicados en la adhesion a las
células huésped, algunos estan implicados en la adquisicion de hierro, algunos son autotransportadores y algunos son
toxinas. Debido a que NspA es una adhesina, es preferente que sea mezclada con una proteina de adquisicion de
hierro, autotransportador o toxina, o una proteina de adquisicién de hierro y un autotransportador, o una proteina de
adquisicion de hierro y una toxina, o un autotransportador y una toxina, o una proteina de adquisicion de hierro y un
autotransportador y una toxina.

Una ventaja adicional de la divulgacion es que la combinacion de los antigenos de la divulgacion de diferentes familias
de proteinas en una composicion inmunogénica permitira la proteccion contra una gama de cepas mas amplia.

La presente divulgacién se refiere también a una combinacién de NspA de la divulgaciéon con uno o mas (por ejemplo,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez) proteinas de Neisseria diferentes. Dichas proteinas adicionales
pueden ser seleccionadas de entre el grupo que consiste en: FhaB, Hsf, NadA, Hap, FrpA, FrpB, FrpC, LPS inmunotipo
L2, LPS inmunotipo L3, TbpA, TbpB, LbpA, LbpB, TspA, TspB, PilQ, omp85 y PIdA.
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La divulgaciéon se refiere también a composiciones inmunogénicas que comprenden una pluralidad de proteinas
seleccionadas de entre al menos dos categorias diferentes de proteina, que tienen diferentes funciones en Neisseria.
Los ejemplos de dichas categorias de proteinas son adhesinas, proteinas autotransportadoras, toxinas y proteinas de
adquisicion de Fe. Las combinaciones de vacunas de la divulgaciéon muestran una mejora sorprendente en la eficacia
de la vacuna contra las cepas de Neisseria homologas (cepas a partir de las cuales se derivan los antigenos) vy,
preferentemente, también contra las cepas de Neisseria heterélogas.

En particular, la invencion proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden al menos dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez antigenos de Neisseria diferentes (uno de los cuales es la NspA de la divulgacion;
clasificados como una adhesina u otra proteina externa de la membrana) seleccionados de entre al menos uno, dos,
tres, cuatro o cinco grupos de proteinas diferentes seleccionados de entre los siguientes:

e al menos una adhesina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FhaB, PilC, Hsf, Hap,
MafA, MafB, Omp26, NMB 0315, NMB 0995, NMB 1119 y NadA;

e al menos un autotransportador de Neisseria seleccionado de entre el grupo que consiste en Hsf, Hap, IgA
proteasa, AspA y NadA;

e al menos una toxina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FrpA, FrpC, FrpA/C, VapD,
NM-ADPRT y uno o ambos de LPS inmunotipo L2 y LPS inmunotipo L3;

e al menos una proteina de adquisicion de Fe de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en
TbpA, TbpB, LbpA, LbpB, HpuA, HpuB, Lipo28 (GNA2132), Sibp, NMB0964, NMB0293, FbpA, Bcp, BfrA, BfrB
y P2086 (XthA); y

e al menos una proteina asociada a la membrana de Neisseria, preferentemente proteina de membrana
externa, particularmente proteina de membrana externa integral, seleccionada de entre el grupo que consiste
en PilQ, OMP85, FhaC, TbpA, LbpA, TspA, TspB, TdfH, PorB, MItA, HpuB, HimD, HisD, GNA1870, OstA, HIpA
(GNA1946), NMB 1124, NMB 1162, NMB 1220, NMB 1313, NMB 1953, HirA y PIdA (Omp1A).

preferentemente:
e al menos una adhesina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FhaB, Hsf y NadA;
e al menos un autotransportador de Neisseria seleccionado de entre el grupo que consiste en Hsf, Hap y NadA;

e al menos una toxina de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en FrpA, FrpC y uno o ambos
de LPS inmunotipo L2 y LPS inmunotipo L3;

e al menos una proteina de adquisicion de Fe de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en
TbpA, TbpB, LbpA 'y LbpB;y

e al menos una proteina de membrana externa de Neisseria seleccionada de entre el grupo que consiste en
TspA, TspB, PilQ, OMP85 y PIdA.

Preferentemente, los primeros cuatro grupos (y mas preferentemente la totalidad de los 5 grupos) de antigeno estan
representados en la composicién inmunogénica de la divulgacion.

Tal como se ha indicado anteriormente, cuando una proteina es mencionada especificamente en la presente memoria,
es preferentemente una referencia a una proteina de longitud completa nativa, pero puede englobar también
fragmentos antigénicos de la misma (particularmente en el contexto de vacunas de subunidades). Estos son
fragmentos que contienen o que comprenden al menos 10 aminodcidos, preferentemente 20 aminoacidos, mas
preferentemente 30 aminoacidos, mas preferentemente 40 aminoacidos o mas preferentemente 50 aminoacidos,
tomados contiguamente a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina. Ademas, los fragmentos antigénicos
denotan fragmentos que son inmunolégicamente reactivos con anticuerpos generados contra las proteinas de
Neisseria 0 con anticuerpos generados por infeccion de un huésped mamifero con Neisseria. Los fragmentos
antigénicos incluyen también fragmentos que cuando se administran en una dosis eficaz, provocan una respuesta
inmune protectora contra la infeccion por Neisseria, mas preferentemente son protectores contra la infeccion por N.
meningitidis y/o N. gonorrhoeae, mas preferentemente son protectores contra la infeccion por serogrupo B de N.
meningitidis.

También estan incluidas en la divulgaciéon las proteinas de fusion recombinante de proteinas de Neisseria de la
divulgacion, o fragmentos de las mismas. Estas pueden combinar diferentes proteinas de Neisseria o fragmentos de
las mismas en la misma proteina. De manera alternativa, la divulgacion incluye también proteinas de fusion individuales
de proteinas de Neisseria o fragmentos de las mismas, tales como una proteina de fusion con secuencias heterélogas

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2505692 T3

tales como un proveedor de epitopos de linfocitos T, o proteinas de superficie de virus, tales como hemaglutinina del
virus de la gripe, toxoide del tétanos, toxoide de la difteria, CRM197.

Composiciones, kits y administracién

Tal como se ha indicado anteriormente, la divulgacion proporciona composiciones que comprenden una proteina NspA
para su administracién a una célula o a un organismo multicelular.

Una composiciéon inmunogénica es una composicién que comprende al menos un antigeno que es capaz de generar
una respuesta inmune cuando se administra a un huésped. Preferentemente, dichas preparaciones inmunogénicas son
capaces de generar una respuesta inmune protectora contra Neisseria, preferentemente una infeccién por Neisseria
meningitidis y/o Neisseria gonorrhoeae.

La divulgacién se refiere también a composiciones que comprenden una proteina descrita en la presente memoria o
sus agonistas o antagonistas. Las proteinas de la divulgacion pueden ser empleadas en combinacién con un vehiculo
o vehiculos no estériles o estériles para su uso con células, tejidos u organismos, tales como un vehiculo farmacéutico
adecuado para la administracién a un individuo. Dichas composiciones comprenden, por ejemplo, un medio aditivo o
una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de la divulgacion y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Dichos vehiculos pueden incluir, pero no se limitan a, solucion salina, solucion salina tamponada, dextrosa,
agua, glicerol, etanol y sus combinaciones. La formulacién deberia adecuarse al modo de administracion. La invencién
se refiere ademas a paquetes y kits diagndsticos y farmacéuticos que comprenden uno 0 mas recipientes llenados con
uno o mas de los ingredientes de las composiciones de la invencion indicadas anteriormente.

Las proteinas y otros compuestos de la divulgacion pueden emplearse solos o en conjuncién con otros compuestos,
tales como compuestos terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de cualquier manera eficaz y conveniente incluyendo, por
ejemplo, administracion por via tépica, oral, anal, vaginal, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea,
intranasal o intradérmica, entre otras.

En terapia o como profilctico, el agente activo puede administrarse a un individuo como una composicién inyectable,
por ejemplo como una dispersién acuosa estéril, preferentemente isoténica.

La composicién se adaptara a la via de administracion, por ejemplo por una via sistémica o una via oral. Las formas
preferentes de administracion sistémica incluyen inyeccion, tipicamente mediante inyeccion intravenosa. Pueden
usarse otras vias de inyeccién, tales como subcutanea, intramuscular o intraperitoneal. Los medios alternativos para
administracién sistémica incluyen administracién transmucosal y transdérmica usando penetrantes, tales como sales
biliares o acidos fusidicos u otros detergentes. Ademas, si una proteina u otros compuestos de la presente divulgacién
pueden ser formulados en una formulacién entérica o encapsulada, la administracién oral también puede ser posible.
La administraciéon de estos compuestos también puede ser tépica y/o localizada, en forma de unglientos, pastas, geles,
soluciones, polvos y similares.

Para la administracion a mamiferos, y particularmente seres humanos, se espera que el nivel de dosificacion diario del
agente activo sera de 0,01 mg/kg a 10 mg/kg, tipicamente de aproximadamente 1 mg/kg. En cualquier caso, el médico
determinara la dosificacion real que serd la mas adecuada para un individuo y variard con la edad, el peso y la
respuesta del individuo particular. Las dosificaciones anteriores son ejemplares del caso medio. Por supuesto, puede
haber casos individuales en los que se requieran intervalos de dosificacion mayores o menores, y estos estan incluidos
en el alcance de la presente divulgacion.

El intervalo de dosificacion requerido depende de la eleccion del péptido, la via de administracion, la naturaleza de la
formulacion, la naturaleza de la afeccion del sujeto y el juicio del médico. Las dosis adecuadas, sin embargo, estan
comprendidas en el intervalo de 0,1-100 pg/kg del sujeto.

De manera conveniente, una composicion de vacuna estd en forma inyectable. Pueden emplearse adyuvantes
convencionales para mejorar la respuesta inmune. Una dosis unitaria adecuada para la vacunacién es 0,5-5
microgramo/kg de antigeno y, preferentemente, dicha dosis es administrada 1-3 veces y con un intervalo de 1-3
semanas. Con el intervalo de dosis indicado, no se observaran efectos toxicolégicos adversos con los compuestos de
la divulgacion que impedirian su administracion a individuos adecuados.

Sin embargo, pueden esperarse amplias variaciones en la dosificacién necesaria en vista de la variedad de
compuestos disponibles y las diferentes eficacias de las diversas vias de administracion. Por ejemplo, se esperaria que
la administracién oral requiera dosificaciones mas altas que la administracién mediante inyeccién intravenosa. Las
variaciones en estos niveles de dosificacion pueden ajustarse usando rutinas empiricas estandar para optimizacion, tal
como se entiende bien en la técnica.
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Las caracteristicas preferentes y la realizacién de la presente invencion se describirdan ahora adicionalmente con
referencia a los Ejemplos siguientes:

Ejemplo 1 Preparacion de NspA nativa (proteina de superficie de Neisseria A)

El ADN gendémico de la cepa H44/76 de Neisseria meningitidis se prepard usando el kit de preparacion genémico
Quiagen. La parte del gen NspA que codifica la proteina NspA madura, es decir sin el péptido senal de 19
aminodcidos, se amplific6 mediante PCR a partir de ADN genomico H44/76 usando el par de cebadores 5’
gctacatatggaaggcgcatceggcttttacg y 5° gctaggatcctcagaatttgacgcgcacaccgg.

El producto de PCR resultante se cloné en pCRII-TOPO (Invitrogen), se digiri6 con Ndel y BamHI y se ligé en pET11a
(Novagen). El plasmido resultante pET11a-NspA se transformé en células BL21-DE3 (Novagen). Cinco litros de estas
células se cultivaron a 37°C en caldo de Luria que contenia 100 ug/ml de ampicilina. Después de alcanzar un valor
0OD600 de 0,6, se afadio isopropil-tio-3-D-galactopiranésido (IPTG) 1 mM durante 2 horas (de manera alternativa 4
horas adicionales con IPTG 0,1 mM). Las células se recogieron y se lavaron con 600 ml de 0,9% (p/v) de NaCl. La
NspA estaba presente como cuerpos de inclusion. El sedimento celular se resuspendié en 100 ml de tampén TE
enfriado con hielo (Tris/HCI 50 mM + EDTA 40 mM pH 8,0). Se afadieron veinticinco gramos de sacarosa y 20 mg de
lisozima durante 30 minutos con agitacion. Se afadieron cien ml de TE y se continud la agitacién durante otros 30
minutos. A continuacién, fracciones de 100 ml se sometieron a ultrasonidos (sonicador Branson), se afiadieron 4 ml de
10% de Brij con otra ronda de sonicacién. Las suspensiones se centrifugaron 30 minutos a 4.000 rpm. El sedimento
que contenia los cuerpos de inclusion se lavd una vez con tamp6n TE, se resuspendié en 40 ml de Tris/HCI 10 mM pH
8,3, se centrifugo en alicuotas (8.000 rpm centrifuga de Eppendorf) y se congel6 a -20°C.

Los cuerpos de inclusion se solubilizaron en Tris/HCI 20 mM + glicina 0,1 M + urea 8 M, pH 8,0.

La proteina NspA desnaturalizada solubilizada se replegd mediante dilucion (1:20) en etanolamina 20 mM que contenia
0,5% de SB-12 purificado (3-dimetildodecilamoniopropanosulfonato, Fluka-DodMe2NprSO3). SB-12 se purifico
pasando una solucién concentrada del detergente en metanol/cloroformo (1:1) sobre una columna de ALOs. De
manera alternativa, se realiz6 una dilucién de 5 veces en etanolamina 20 mM, pH 11, que contenia 1% (p/v) de SB-12
purificado (3-dimetildodecilamoniopropanosulfonato, Fluka). La soluciéon se dej6 bajo agitacion durante la noche, a
temperatura ambiente.

El replegamiento se evalu6 mediante SDS-PAGE semi-nativo (es decir, con SDS minimo necesario, bajo amperaje, a
4°C), que revela la NspA replegada como una forma que tiene un desplazamiento mas lento en comparacion con la
NspA desnaturalizada (5 min hirviendo con 1% de SDS). Esto es consistente con su comportamiento de
desplazamiento cuando esté presente en envolturas celulares nativa, tal como se informa en la literatura. Tal como se
determina mediante tincion de plata de los geles, se consiguié una eficiencia de replegamiento del 100%.
Normalmente, los geles contenian generalmente el 14% de acrilamida, sin SDS en el gel y sélo el 0,03% de SDS en el
tampdn de muestra 3X (que comprendia ademas Tris 0,1 M pH 6,8, 15,4% de glicerol, el 7,7% de B-mercaptoetanol y el
0,008% (p/v) de azul de bromofenol), y no se calentaron antes de la electroforesis.

Para purificar adicionalmente la NspA plegada, la mezcla se cargd en una columna mono S de 1 ml (Pharmacia), se
pre-equilibr6 con DodMe2NprSO3 10 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8,5 (tampdn A). Antes de la carga, el pH de la muestra
de proteina se ajusté a pH 8,5 usando HCI 1 M. La columna se lavé con tampon A, y las proteinas se eluyeron con un
gradiente lineal de 0-500 mM NaCl en tampén A, volumen total de 50 ml.

Aunque generalmente los OMPs son modificables por calor, es decir, los monémeros plegados se desplazan mas
rapido en geles de SDS-PAGE que las proteinas desnaturalizadas por calor, por el contrario se observé que NspA
migraba mas lentamente en el gel después del replegamiento. La proteina desnaturalizada migré a una masa de ~18
kDa, mientras que la proteina plegada migr6 a 22 kDa, lo que concuerda bien con la movilidad electroforética de NspA
nativa aislada a partir de membranas de Neisseria (Moe et al. 1999 1&I 67:5664). Experimentos de ultracentrifugacion
analitica y entrecruzamiento quimico confirmaron que la NspA replegada era un mondmero (es decir, no dimerizada) en
una solucion que contenia detergente, segln confirma su estructura cristalina (véase mas adelante).

Ejemplo 2-Evidencia de la estructura plegada apropiadamente de la NspA replegada

Ademas de la evidencia indicada anteriormente de que la NspA replegada migré en un gel de la misma manera que la
NspA nativa aislada a partir de membranas de Neisseria, se llevaron a cabo otros 2 indicadores de replegamiento
apropiado.

La NspA replegada se inyect6 en ratones, y los sueros obtenidos resultantes eran capaces de reconocer la NspA nativa
(no desnaturalizada) en un ensayo ELISA.

La NspA replegada se usé también para generar cristales de alta calidad a partir de los cuales se resolvio la estructura
cristalina de la NspA de Neisseria plegada (Vandeputte-Rutten et al 2003 JBC 278:24825).
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Ejemplo 3 - Actividad bactericida en suero de anticuerpos contra NspA en combinacion con TbpA y Hsf

Se us6 una cepa H66/76 de N. meningitidis en la que se interrumpieron la expresion de PorA y la sintesis de
polisacaridos capsulares (véase el documento WO 01/09350) como cepa de fondo para regular, de manera creciente,
la expresién de TbpA y Hsf, o de NspA usando los procedimientos descritos en el documento WO 01/09350. Se
prepararon vesiculas de membrana externa a partir de las cepas. La TbpA puede ser regulada, de manera creciente,
genéticamente o haciendo crecer la cepa de produccion en condiciones de baja concentracién de hierro.

Las preparaciones de vesiculas de membrana externa se adsorbieron sobre Al(OH)3 y se inyectaron en ratones en los
dias 0, 21 y 28. En el dia 42, los ratones se sangraron y se prepararon los sueros. Los sueros contra OMVs con
regulacion creciente de TbpA y Hsf se mezclaron con sueros de ratones vacunados con OMVs con regulacion creciente
de NspA y se realizaron ensayos bactericidas en suero tal como se indica a continuacién.

La actividad bactericida del suero de los antisueros de ratones inoculados con OMVs se compararon en ensayos
usando la cepa homdloga H44/76 o la cepa heter6loga Cu385. Se ha demostrado que el ensayo bactericida en suero
muestra una buena correlacion con la proteccion y, por lo tanto, es una buena indicacion de la eficacia con la que una
composicion candidata provocara una respuesta inmune protectora.

Las cepas de tipo salvaje del serogrupo B de Neisseria meningitidis (cepa H44/76 = B:15 P1.7,16 L3, 7, 9 y cepa
CU385 = B: 4 P1.19,15 L3, 7, 9) se cultivaron durante la noche en placas de Petri con MH + 1% de Polyvitex + 1% de
suero de caballo a 37°C + 5% de CO2. Se sub-cultivaron durante 3 horas en un medio TSB liquido suplementado con
50 uM de Desferal (quelante de hierro) a 37°C con agitacion para alcanzar una densidad 6ptica de aproximadamente
0,5a470 nm.

Los sueros agrupados o individuales se inactivaron durante 40 min a 56°C. Las muestras de suero se diluyeron 1/100
en HBSS-BSA 0,3% vy, a continuacion, se diluyeron en serie dos veces (8 diluciones) en un volumen de 50 pl en
microplacas de fondo redondo.

Las bacterias, a la OD apropiada, se diluyeron en HBSS-BSA 0,3% para producir 1,3 10e4 UFC por ml. Se anadieron
37,5 yl de esta dilucion a las diluciones de suero y las microplacas se incubaron durante 15 minutos a 37°C bajo
agitacion. A continuacion, se anadieron 12,5 yl de complemento de conejo a cada pocillo. Después de 1 hora de
incubacién a 37°C y bajo agitacion, las microplacas se colocaron en hielo para detener la eliminacion.

Usando el procedimiento de inclinacion, se colocaron 20 pl de cada pocillo en placas de Petri con MH + 1% de
Polyvitex + 1% de suero de caballo y se incubaron durante la noche a 37°C + CO2. Se realizé un recuento de las UFC y
se calculd el porcentaje de eliminacion. La titulacion bactericida en suero es la ultima dilucién de suero que proporciona
un rendimiento de eliminacion = 50%.

Se cree que los ratones producen un nivel considerable de anticuerpos bactericidas si las titulaciones son mayores de
1/100, particularmente en experimentos que usan la cepa heteréloga.

Resultados

Los resultados se muestran en la tabla siguiente. En los ensayos que usan la cepa H44/76 homologa, la adicion de
anticuerpos contra NspA, no produjo una titulacion bactericida en suero mas alta que la producida usando anticuerpos
contra TbpA y Hsf solo.

Sin embargo, la adicion de anticuerpos contra NspA fue ventajosa en ensayos bactericidas en suero usando una cepa
heterdloga. Los anticuerpos contra NspA resultaron eficaces para incrementar la titulacién bactericida en suero contra
la cepa CU385.

Titulacién bactericida sérica
Mezcla antisérica H44/76 Cu385
Anti TbpA-Hsf y suero no inmune 5378 2141
Anti TbpA-Hsf y anti-NspA 4738 2518

NspA, cuando se combina con TbpA y/o Hsf en una cantidad eficaz (con regulacién creciente), es capaz de mejorar el
caracter bactericida mixto de los sueros generados contra la vacuna combinada.

Aunque la invencion ha sido descrita en conexidn con realizaciones preferentes especificas, deberia entenderse que la
invencion, tal como se reivindica, no deberia limitarse indebidamente a dichas realizaciones especificas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de replegamiento de una proteina NspA que comprende poner en contacto la proteina NspA con
un tamp6n de replegamiento alcalino que comprende 3-dimetildodecilamoniopropanosulfonato (SB-12).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el tampdn de replegamiento comprende etanolamina y SB-12.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la etanolamina es etanolamina 20 mM.

4. Procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el tampdn de replegamiento tiene pH11.
5. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que SB-12 es SB-12 al 0,2%.

6. Procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el SB-12 es SB-12 al 0,5%.

7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el SB-12 esta purificado.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el SB-12 es purificado haciéndolo pasar sobre una columna de
AL20:s.

9. Un procedimiento que comprende las etapas siguientes:
a. expresar una proteina NspA en una célula huésped;
b. romper la célula huésped para obtener un cuerpo de inclusion que comprende la proteina NspA;
c. lavar el cuerpo de inclusién;
d. solubilizar al menos parte del cuerpo de inclusién y la proteina NspA;
e. poner en contacto la proteina NspA solubilizada con el tamp6n de replegamiento de las reivindicaciones 1-8; y

f. eliminar el tampo6n de replegamiento de la proteina NspA.
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Figura 1
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Figura 2

Mepa-A0N
GAAGECECATCCEECTTTTACG T CC ARG CEATECCECACACECARARGCCTCARGCTCTTTA
T T A A A T T A S O O O A T T O O G O A GO T AC CE CATCARCEACCT G
TToECCETOGATTACACGCGCTACARARNCTATARAGCCCCATCCACCGATTTCARACTT
TACAGCATCGECECETCCECCATTTACAACTTCGACACCCAATCGOCCETCARRCCETAT

O e e T T A OO T O A A OO e OO T OO T AT TEC A A GRS CGACACOTTO

A AR T AT e T OO TAT TEACGEECETARGC TATGCOETTACCCOGANT
GTOEATTTGGATGCCEECTACCGCTACAACTACATCEGGCARAGTCAACACTEGTCARRARC

AT CETTCCEACEARCTSTCOGCCEETETGOGCGTCARNTTOTGA

Proteina Mspa

BRSO ADAAHAYAS S S LGS AKGF S PRISAGY R INDLRFAVDY TRYEMNYKAPS TDFELYS IGASATYDFDTRSFVER
YLEARLSLMNREASVDLEESDEFS0TS IGLGVLTEVEYAVT FNVDLDAGYRYNY IGEVHTVENVESGELSAEVRVEF
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Figura 3

Sec. NspA H44/76

LTEARR AR RGO AT TEC O ACAC TEAT TACCC OGO TC T COSGCCECOGCACTEECGEARGECECATCCGECTT TTACGT
SRR A OO EATEC B CACACE AR ARG OO TCARGCTCTTTAGETTCTRC CARRGGCTTCAGCCCGUGCATC TCCEUAGECT
GO AT CARCEACCTCOGCTTOGCCGTOGAT TACACECGCTACARARACTATARAGCCCCATCCACCGATTTCARACTT
TACAG AT CeCaCeTCCeOCATTTACGACT TCGACACCCARTCGCCCETCARRCCEGTATC TOGECACECACTTAAGOCT
AR CGOGCCTOCE TR TTEEECEECAGCAACASCTTCAGCCAMMCCTCCATCGGICTOGECETAT TEACCEECGETAR
ICTAT GG T TACCCOGAR TS IO AT TTeeATECCaeC TACCGC TACARCTACAT CEGECAARG T CAACACTETCARARRC
ITCCETTCCEECEALCTETCOGTCEECGTGCEOGTCARATTCTGEA

Pro MspA H44/76
MEKALATLIALALPAEAL ARGASGFYVOADAAHAKASS S LESANGFSPRISAGYRINDLEFAVDY TR Y KMYKAPS TDFEL

Y IGASATYDFDTOS PVEDYLAARLS I NRASVDLGESDEF QTS IGLEVLTAVE Y AV T FNVD LDAGY R YNY IGEVHTVEN
VREESEELSVEVRVEF .
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