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ES 2 637065 T3

DESCRIPCION
Multiples variantes de la proteina meningocécica NMB1870

Campo técnico

La presente invencién estda en el campo de la vacunaciéon y, en particular, vacunacion contra enfermedades
provocadas por bacterias patégenas en el género Neisseria, tales como N.meningitidis (meningococo).

Antecedentes de la técnica

La Neisseria meningitidis es una bacteria encapsulada Gram negativa que coloniza el tracto respiratorio superior de
aproximadamente el 10 % de la poblacion humana. Aproximadamente, una vez de cada 10.000 personas
colonizadas (o una vez de cada 100.000 de la poblacion) la bacteria entra en el torrente sanguineo donde se
multiplica y provoca septicemia. Desde el torrente sanguineo la bacteria puede atravesar la barrera
hematoencefalica y provocar meningitis. Ambas enfermedades son devastadoras y pueden ocasionar la muerte del
5-15 % de nifios y adolescentes afectados al cabo de horas, a pesar de la disponibilidad de antibiéticos eficaces.
Hasta el 25 % de las personas que sobreviven tienen secuelas permanentes.

La prevencion de la enfermedad se ha conseguido parcialmente mediante vacunacion. La inmunizacion se hizo
posible en 1969 cuando se descubrid que la protecciéon de la enfermedad se correlacionaba con la presencia de
anticuerpos de suero capaces de inducir destruccion de bacterias mediada por complemento, y que el polisacarido
capsular purificado era capaz de inducir estos anticuerpos. Aunque se dispone de polisacaridos y de vacunas
conjugadas contra los serogrupos A, C, W135 e Y, este enfoque no puede aplicarse al serogrupo B porque el
polisacarido capsular es un polimero de acido polisidlico, que es un autoantigeno en seres humanos. Para
desarrollar una vacuna contra el serogrupo B, se han usado proteinas expuestas en superficie contenidas en
vesiculas de membrana externa (VME). Estas vacunas inducen respuestas de anticuerpos bactericidas en suero y
protegen contra la enfermedad, pero no consiguen inducir proteccion para distintas cepas [1].

La secuencia gendmica completa de N. meningitidis del serogrupo B se ha publicado [2] y se ha sometido a analisis
para identificar antigenos de vacuna [3]. También se conoce la secuencia genémica completa del serogrupo A de N.
meningitidis [4], y esta disponible la secuencia gendmica completa de la cepa de Neisseria gonorrhoeae FA1090 [5].
Las referencias 6 a 9 desvelan proteinas de Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoeae y se desvelan enfoques
para la expresion de estas proteinas en las referencias 10 a 12.

Es un objeto de la invencion proporcionar composiciones adicionales y mejoradas para proporcionar inmunidad
contra enfermedad meningocécica y/o infeccion, particularmente para el serogrupo B.

Divulgacion de la invenciéon

Una de las ~2200 proteinas desveladas en la referencia 2 es “NMB1870”. La proteina se desveld originalmente
como proteina “741” de la cepa MC58 [SEQ ID 2535 y 2536 en ref. 8; SEQ ID 1 en el presente documento], y
también se ha denominado “GNA1870” [siguiendo la ref. 3] o “ORF2086” [13].

Se ha descubierto ahora que NMB1870 es un antigeno extremadamente eficaz para inducir respuestas de
anticuerpos antimeningococicos, y que se expresa en todos los serogrupos meningococicos. Se ha descubierto NMB
1870 en todas las cepas meningocdcicas ensayadas hasta la fecha. Se han identificado 42 secuencias de NMB1870
meningocdcicas diferentes, y se ha descubierto que estas secuencias se agrupan en tres variantes. Ademas, se ha
descubierto que el suero inducido contra una variante dada es bactericida dentro del mismo grupo variante, pero no
es activo contra cepas que expresan una de las otras dos variantes, es decir hay proteccion cruzada intravariante,
pero no proteccién cruzada intervariante. Para maxima eficacia entre cepas, por lo tanto, deberia usarse mas de una
variante para inmunizar a un paciente.

La invencion proporciona por lo tanto una composicion que comprende (a) una primera proteina que es capaz de
inducir anticuerpos bactericidas, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos a % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 24, y (b) una segunda proteina que es capaz de inducir anticuerpos
bactericidas, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos b % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 41; en la que las primera y segunda proteinas tienen menos de i % de identidad de secuencia entre si.
La composicion también puede incluir (c) una tercera proteina que es capaz de inducir anticuerpos bactericidas, que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos ¢ % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 33;
en la que las primera, segunda y tercera proteinas tienen todas menos de i % de identidad de secuencia entre si.
Los valores de a, b, ¢ e i se analizan posteriormente.

Variabilidad en y entre (a), (b) y (c)

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 0 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 o mas. Los valores de a, by ¢ no
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estan intrinsecamente relacionados entre si.
La proteina (a) tiene menos de i % de identidad de secuencia con la proteina (b). El valor de i es 75.

En una realizacion de dos proteinas de la invencion, por lo tanto, la proteina (a) tiene >85 % de identidad de
secuencia con SEQ ID 24, la proteina (b) tiene >85 % de identidad de secuencia con SEQ ID 41, pero la proteina (a)
y (b) tienen menos del 75 % de identidad de secuencia entre si. Las proteinas (a) y (b) estan por lo tanto cada una
estrechamente relacionadas con sus secuencias “prototipo”, pero no estan tan estrechamente relacionadas entre si.

En un ejemplo de una realizacion de tres proteinas de la invencion, por lo tanto, la proteina (a) podria tener >85 %
de identidad de secuencia con SEQ ID 24, la proteina (b) podria tener > 85 % de identidad de secuencia con SEQ ID
33, la proteina (c) podria tener >85 % de identidad de secuencia con SEQ ID 41, pero la proteina (a) y (b) tienen
menos de 75 % de identidad de secuencia entre si, la proteina (a) y (c) tienen menos de 75 % de identidad de
secuencia entre si, y la proteina (b) y (c) tienen menos de 75 % de identidad de secuencia entre si.

La mezcla de dos o mas de (a), (b) y (c) pueden inducir preferentemente una respuesta de anticuerpo que es
bactericida contra al menos una cepa de N. meningitidis de cada uno de al menos dos de los siguientes tres grupos
de cepas:

(a) MC58, gb185 (=M01-240185), m4030, m2197, m2937, iss1001, NZ394/98, 67/00, 93/114, bz198, m1390,
nge28, 1np17592, 00-241341, 6124, 205900, m198/172, bz133, gb149 (=M01-240149), nm008, nm092, 30/00,
39/99, 72/00, 95330, bz169, bz83, cu385, h44/76, m1590, m2934, m2969, m3370, m4215, m4318, n44/89,
14847,

(b) 961-5945, 2996, 96217, 312294,11327, a22, gb013 (=M01-240013), €32, m1090, m4287, 860800, 599,
95N477, 90-18311, ¢11, m986, m2671,1000, m1096, m3279, bz232, dk353, m3697, ngh38, L93/4286.

(c) M1239, 16889, gb355 (=M01-240355), m3369, m3813, ngp165.

Por ejemplo, la mezcla puede inducir una respuesta bactericida eficaz contra cada una de las cepas de N.
meningitidis de serogrupo B MC58, 961-5945 y M1239.

La mezcla de dos o mas de (a), (b) y (c) puede inducir preferentemente una respuesta de anticuerpo que es
bactericida contra al menos 50 % de las cepas de serogrupo B meningocécicas clinicamente relevantes (por
ejemplo, al menos 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas).

La mezcla de dos o mas de (a), (b) y (c) puede inducir preferentemente una respuesta de anticuerpo que es
bactericida contra las cepas de N. meningitidis de serogrupo B y cepas de al menos uno (por ejemplo 1, 2, 3, 4) de
los serogrupos A, C, W135 e Y.

La mezcla de dos o mas de (a), (b) y (c) puede inducir preferentemente una respuesta de anticuerpo que es
bactericida contra cepas de N. gonococcus y/o N. cinerea.

La mezcla de dos o mas de (a), (b) y (c) puede inducir preferentemente una respuesta de anticuerpo que es
bactericida contra cepas de al menos dos de las tres ramas principales del dendrograma mostrado en la Figura 9 (es
decir el dendrograma obtenido analizando SEQ ID 1 a 23 por el algoritmo de Kimura y Jukes-Cantor).

La mezcla de dos o mas de (a), (b) y (c) puede inducir preferentemente una respuesta de anticuerpo que es
bactericida contra cepas de N. meningitidis en al menos 2 (por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7) de los linajes hipervirulentos
ET-37, ET-5, grupo A4, linaje 3, subgrupo I, subgrupo lll y subgrupo V-1 [14, 15].

Las composiciones de la invencion pueden inducir adicionalmente respuestas de anticuerpos bactericidas contra uno
0 mas linajes hiperinvasivos.

La mezcla de dos o mas de (a), (b) y (c) puede inducir preferentemente una respuesta de anticuerpo que es
bactericida contra cepas de N. meningitidis en al menos 2 (por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7) de los siguientes tipos de
secuencia multilocus: ST1, ST4, ST5, ST8, ST11, ST32 y ST41 [16]. La mezcla también puede inducir una respuesta
de anticuerpo que es bactericida contra las cepas ST44

Las respuestas de anticuerpos bactericidas se miden convenientemente en ratones y son un indicador convencional
de la eficacia de la vacuna [por ejemplo véase nota final 14 de la referencia 3]. No es necesario que la composicion
induzca anticuerpos bactericidas contra todos y cada uno de la cepa MenB dentro de los linajes especificados o
MLST; en su lugar, para cualquier grupo dado de cuatro o mas cepas de meningococo de serogrupo B dentro de un
linaje hipervirulento particular o MLST, los anticuerpos inducidos por la composicién son bactericidas contra al
menos 50 % (por ejemplo 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas) del grupo. Los grupos preferidos de cepas incluiran cepas
aisladas en al menos cuatro de los siguientes paises: GB, AU, CA, NO, IT, US, NZ, NL, BR y CU. El suero tiene
preferentemente un titulo bactericida de al menos 1024 (por ejemplo, 210, 211, 212 213 214 215 216 217 218 o mas,
preferentemente al menos 2'4) es decir el suero es capaz de matar al menos el 50 % de las bacterias de ensayo de
una cepa particular cuando se diluye 1/1024, por ejemplo como se describe en la nota final 14 de la referencia 3.
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Lipoproteinas

NMB1870 es de forma natural una lipoproteina en N. meningitidis. También se ha descubierto que esta lipidada
cuando se expresa en E. coli.

Se prefiere que una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) proteinas NMB1870 incluidas en las
composiciones de la invenciéon sean una lipoproteina.

Preferentemente, la lipoproteina tiene un resto de cisteina N terminal, al que se une covalentemente el lipido. Para
preparar la lipoproteina mediante expresion bacteriana se requiere en general un péptido sefial N terminal adecuado
para dirigir la lipidacion por diacilgliceril transferasa, seguido de escision por SPasa especifica de lipoproteina (tipo
I1). Aunque la lipoproteina de la invencion puede tener una cisteina N terminal (por ejemplo SEQ ID 24 a 45), por lo
tanto, sera un producto de la modificacién postraduccional de una proteina naciente que tiene la metionina N
terminal habitual (por ejemplo SEQ ID 1 a 22).

La lipoproteina puede asociarse con una bicapa lipidica y puede solubilizarse con detergente.
Secuencias

Un subconjunto preferido de proteinas util con la invencién no incluye la secuencia de aminoacidos TRSKP (SEQ ID
NO: 70) o TRSKPV (SEQ ID NO: 71) a una distancia de 10 aminoacidos del extremo N terminal de la proteina. Otro
subconjunto preferido de proteinas no incluye la secuencia de aminoacidos PSEPPFG (SEQ ID NO: 72) a una
distancia de 10 aminoacidos del extremo N terminal de la proteina.

Otro subconjunto preferido de proteinas para uso con la invencion incluye la secuencia de aminoacidos (Gly),, donde
nes 1,2, 3,4 omas, por ejemplo SEQ ID NO: 73.

Una caracteristica de las proteinas usadas con la invencion es la capacidad de inducir anticuerpos
antimeningocdcicos bactericidas después de la administracion a un animal huésped.

Las proteinas pueden prepararse por diversos medios, por ejemplo mediante sintesis quimica (al menos en parte),
digiriendo polipéptidos mas largos usando proteasas, mediante traduccion a partir de ARN, mediante purificacion a
partir de cultivo celular (por ejemplo de expresién recombinante o de cultivo de N. meningitidis), etc. La expresion
heterdloga en un hospedador de E. coli es una via de expresion preferida (por ejemplo, las cepas DH5a, BL21(DE3),
BLR, etc.).

Las proteinas de la invencién pueden unirse o inmovilizarse en un soporte sélido.

Las proteinas de la invencién pueden comprender un marcador detectable, por ejemplo un marcador radiactivo, un
marcador fluorescente o un marcador de biotina. Esto es particularmente util en técnicas de inmunoensayo.

Las proteinas pueden tomar diversas formas (por ejemplo, nativas, fusiones, glucosiladas, no glucosiladas,
lipidadas, enlaces disulfuro, etc.). Las proteinas son preferentemente proteinas meningocdcicas.

Las proteinas se preparan preferentemente en forma sustancialmente pura o sustancialmente aislada (es decir
sustancialmente sin otras proteinas de células de Neisseria u hospedadoras) o forma sustancialmente aislada. En
general, las proteinas se proporcionan en un ambiente de origen no natural, por ejemplo se separan de su ambiente
de origen natural. En ciertas realizaciones, la proteina objeto estd presente en una composicion que esta
enriquecida con respecto a la proteina en comparacién con un control. Como tal, se proporciona proteina purificada,
entendiéndose por purificada que la proteina esta presente en una composiciéon que esta sustancialmente libre de
otras proteinas expresadas, entendiéndose por sustancialmente libre que menos del 90 %, habitualmente menos del
60 % y mas habitualmente menos del 50 % de la composicion estd compuesta de otras proteinas expresadas.

El término “proteina” se refiere a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o
ramificado, puede comprender aminoacidos modificados y puede estar interrumpido por no aminoacidos. Los
términos también abarcan un polimero de aminoacidos que se ha modificado de forma natural o por intervencion;
por ejemplo, formacién de enlaces disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra
manipulaciéon o modificacion, tal como conjugacién con un componente de marcaje. También se incluyen dentro de
la definicién, por ejemplo, proteinas que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo,
aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica. Las proteinas pueden
producirse como cadenas individuales o cadenas asociadas.

Proteinas hibridas y en tandem

Como se ha mencionado anteriormente, NMB1870 puede usarse en forma de una proteina de fusion, aunque las
proteinas también pueden expresarse de una forma distinta a una proteina de fusién (por ejemplo sin GST, MBP,
marcador his o similares).

Las proteinas de fusién pueden tener un compafero de fusion C terminal y/o N terminal. Cuando se usa un
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compafiero de fusion N terminal con SEQ ID 1 a 23, el experto en la materia se dara cuenta de que el codon de
inicio (si se incluye) se expresara como una valina, porque GTG se traduce como valina excepto cuando se usa
como un codon de inicio, en cuyo caso se traduce como N-formil-metionina.

Los comparieros de fusion N terminales adecuados incluyen péptidos lideres de otras proteinas (particularmente
otras lipoproteinas), que pueden sustituir los péptidos lider NMB1870 naturales (es decir la secuencia antes de la
cisteina N terminal puede reemplazarse con otro péptido lider de interés). Son ejemplos las secuencias que
comprenden SEQ ID 46, y la secuencia lider de lipoproteina P4 de H. influenzae [por ejemplo 17].

Un tipo preferido de proteina de fusion se desvela en las referencias 10, 11y 12 en las que dos o mas (por ejemplo,
3, 4, 5, 6 0 mas) proteinas de Neisseria se unen de modo que se traduzcan como una Unica cadena polipeptidica.
En general, dichas proteinas hibridas pueden representarse por la férmula:

NHz-A-[-X-L-]»-B-COOH

en la que X es una secuencia de aminoacidos que comprende una secuencia de Neisseria, L es una secuencia de
aminoacidos enlazadora opcional, A es una secuencia de aminoacidos N terminal opcional, B es una secuencia de
aminoacidos C terminal opcional y n es un nimero entero mayor de 1. El valor de n es entre 2 y x, y el valor de x es
tipicamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10. Preferentemente n es 2, 3 o 4; es mas preferentemente 2 o 3; mas
preferentemente, n = 2.

De acuerdo con la presente invencion, al menos uno de los restos -X- es una secuencia de NMB1870 como se ha
definido anteriormente. En algunas proteinas hibridas, denominadas proteinas “en tandem”, al menos uno de los
restos -X- tiene identidad de secuencia con al menos uno de los otros restos X, por ejemplo X; es SEQ ID NO: 24 y
X2 es una SEQ ID NO: 25. Se prefieren proteinas en las que dos o tres de los tres variantes de NMB1870 se unen
como una proteina en tandem.

Para X restos distintos de X1, se prefiere que el péptido lider nativo se omita, particularmente cuando X; no es una
secuencia de NMB1870. En una realizacion, los péptidos lider se suprimiran excepto por el del resto -X- localizado
en el extremo N terminal de la proteina hibrida, es decir el péptido lider de X se conservara, pero los péptidos
lideres de X; ... Xn se omitiran. Esto es equivalente a suprimir todos los péptidos lider y a usar el péptido lider de X
como resto -A-.

Las secuencias preferidas de NMB1870 para uso como restos -X- estan truncadas hasta e incluyendo la secuencia
de poliglicina halladas cerca del extremo N terminal maduro, por ejemplo la secuencia de NMB1870 comenzara VAA
... (0 1AA ... para la cepa m3813). Dichas secuencias de NMB1870 incluyen SEQ ID NO: 80, 81y 84.

Para cada n casos de [-X-L-], la secuencia de aminoacidos enlazadora -L- puede estar presente o ausente. Por
ejemplo, cuando n = 2, el hibrido puede ser NH2-X1-L1-X2-Lo-COOH, NH2-X1-X2-COOH, NH,-X1-L1-X2-COOH, NH,-
X1-X2-Lo-COOH, etc. La secuencia o las secuencias de aminoacidos de enlazadores -L- seran tipicamente cortas
(por ejemplo de 20 o menos aminoacidos es decir 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12,11, 10, 9,8, 7,6, 5, 4, 3, 2, 1). Los
ejemplos incluyen secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonacion, enlazadores de poliglicina (es decir Glyn
donde n=2,3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas) y marcadores de histidina (es decir His, donde n=3,4,5,6,7,8,9, 10 0
mas). Otras secuencias de aminoacidos enlazadoras adecuadas resultaran evidentes para los expertos en la
técnica. Un enlazador util es GSGGGG (SEQ ID NO: 144), formandose el dipéptido Gly-Ser a partir de un sitio de
restriccion BamHI, ayudando de este modo a la clonacién y manipulacion, y el tetrapéptido Glys (SEQ ID NO: 73) es
otro enlazador de poliglicina tipico. Otro enlazador util es SEQ ID NO: 78.

-A- es una secuencia de aminoacidos N terminal opcional. Esta sera tipicamente corta (por ejemplo de 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,
14,13,12,11,10, 9,8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias lider para dirigir el trafico de proteinas,
0 secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonacion o purificacion (por ejemplo marcadores de histidina, es decir
Hisn, donde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas). Otras secuencias de aminoacidos N terminales adecuadas resultaran
evidentes para los expertos en la materia. Si X carece de su propia metionina N terminal, -A- puede proporcionar
dicho resto de metionina en la proteina traducida (por ejemplo -A- es un Unico resto de Met). Un resto -A- Util para
expresar NMB1870 es SEQ ID NO: 86. En lipoproteinas maduras, -A- preferentemente proporciona una cisteina N
terminal (por ejemplo -A- es un Unico resto de Cys).

-B- es una secuencia de aminoacidos 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, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias para dirigir el trafico de proteinas,
secuencias peptidicas cortas que faciliten la clonacion o purificacion (por ejemplo que comprenden marcadores de
histidina, es decir His, donde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas), o secuencias que potencian la estabilidad proteica.
Otras secuencias de aminoacidos C terminales adecuadas resultaran evidentes para los expertos en la materia.

En proteinas hibridas preferidas de la invencién, uno de los restos X es una secuencia de “proteina 936”. Por
ejemplo, cuando n = 2, A = Met, X1 es una secuencia 936 (por ejemplo SEQ ID NO: 76, que es la proteina MC58
procesada), Ly = enlazador de apoliglicina (por ejemplo SEQ ID NO: 144), X, = secuencia de aNMB1870 en la que el
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extremo N terminal se ha suprimido hasta e incluyendo su propia secuencia de poliglicina, y L, y B pueden omitirse.
Un ejemplo de dicha proteina hibrida es SEQ ID NO: 77, en la que NMB1870 truncada de la cepa m1239 esta
cadena abajo de la 936 procesada de la cepa MC58. Son ejemplos adicionales de proteinas hibridas de 936 (cepas
2996) y NMB1870 truncada (cepas 2996 o M1239) SEQ ID NO: 91, 92, 93 y 94.

Las proteinas en tandem preferidas donde n = 3 pueden tener las tres variantes de NMB1870 en cualquier orden:

Xi 1 1 2 2 3 3

Xz 2 3 1 3 1 2

X3 3 2 3 1 2 1

Las proteinas en tandem preferidas en las que n = 2 pueden tener dos variantes de NMB1870 diferentes:

Xi 1 1 2 2 3 3

Xz 2 3 1 3 1 2

Son ejemplos de proteinas en tandem en las que n = 2 (dos variantes de NMB1870 diferentes) SEQ ID NO: 79, 82,
83, 85, 87, 88, 89 y 90, que usan las cepas MC58 (variante 1), 2996 (variante 2) y M1239 (variante 3).

Un ejemplo de una proteina en tandem en la que n = 3 se proporciona como SEQ ID NO: 142.
Acidos nucleicos

La invencién proporciona un acido nucleico que codifica una proteina de la invencion como se ha definido
anteriormente.

Los acidos nucleicos de la invencién pueden prepararse de muchas maneras, por ejemplo mediante sintesis quimica
completamente o en parte, digiriendo polinucledtidos mas largos usando nucleasas (por ejemplo enzimas de
restriccion), de bibliotecas genémicas o de ADNc, de la bacteria en si misma, etc.

Los acidos nucleicos de la invencidon pueden tomar diversas formas, por ejemplo, monocatenarios, bicatenarios,
vectores, cebadores, sondas, marcados, no marcados, etc.

Los acidos nucleicos de la invencién estan preferentemente en forma aislada o sustancialmente aislada.

La invencion incluye acido nucleico que comprende secuencias complementarias a las descritas anteriormente por
ejemplo para antisentido o exploracion, o para su uso como cebadores.

La expresion “acido nucleico” incluye ADN y ARN, y también sus analogos, tales como los que contienen cadenas
principales modificadas, y también acidos nucleicos peptidicos (PNA), etc.

El acido nucleico de acuerdo con la invenciéon puede marcarse, por ejemplo con un marcador radiactivo o
fluorescente. Esto es particularmente util cuando el acido nucleico va a usarse en técnicas de deteccién de acido
nucleico, por ejemplo, cuando el acido nucleico es un cebador o como una sonda para su uso en técnicas tales
como PCR, LCR, TMA, NASBA, etc.

La invencion también proporciona vectores que comprenden secuencias de nucleétidos de la invencion (por ejemplo
vectores de clonacién o expresion, tales como los adecuados para inmunizacion de acido nucleico) y células
hospedadoras transformadas con dichos vectores.

Componentes antigénicos adicionales

Las composiciones de la invenciéon incluyen un nimero pequerfio (por ejemplo menos de t antigenos, donde ¢ es 15,
14, 13, 12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 o 3) de antigenos de serogrupo B purificados. Se prefiere particularmente que la
composicion no incluya mezclas complejas o no definidas de antigenos, por ejemplo se prefiere no incluir vesiculas
de membrana externa en la composicion. Los antigenos se expresan preferentemente de forma recombinante en un
hospedador heterdlogo y después se purifican.

La composicion de la invencion incluye al menos dos proteinas NMB1870 diferentes. También puede incluir otro
antigeno de Neisseria, ya que una vacuna que se dirige a mas de un antigeno por bacteria reduce la posibilidad de
seleccionar mutantes de escape. Los antigenos de Neisseria para inclusion en las composiciones incluyen proteinas
que comprenden:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 637065 T3

(a) las SEQ ID pares de 446 (es decir, 2, 4, 6,..., 890, 892) desveladas en la referencia 6.

(b) las SEQ ID pares de 45 (es decir, 2, 4, 6,..., 88, 90) desveladas en la referencia 7;

(c) las SEQ ID pares de 1674 2-3020, las SEQ ID pares 3040-3114 y todas las SEQ ID 3115-3241, desveladas
en la referencia 8;

(d) las secuencias de aminoacidos de 2160 NMB0001 a NMB2160 de la referencia 2;

(e) una secuencia de aminoacidos desvelada en la referencia 10, 11 0 12;

(f) una variante, un homologo, un ortélogo, un paralogo, un mutante, etc. de (a) a (e); o

(g) una vesicula de membrana externa preparada a partir de N. meningitidis [por ejemplo véase referencia 139].

Ademas de antigenos de Neisseria, la composicion puede incluir antigenos para inmunizar contra otras
enfermedades o infecciones. Por ejemplo, la composicién puede incluir uno o mas de los siguientes antigenos
adicionales:

- antigenos de Helicobacter pylori tales como CagA [18 a 21], VacA [22, 23], NAP [24, 25, 26], HopX [por ejemplo
27], HopY [por ejemplo 27] y/o ureasa.

- un antigeno de sacarido de N. meningitidis serogrupo A, C, W135 y/o Y, tal como el oligosacarido desvelado en
ref. 28 del serogrupo C [véase también ref. 29] o los oligosacaridos de ref. 30.

- un antigeno de sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo 31, 32, 33].

- un antigeno del virus de la hepatitis A, tal como el virus inactivado [por ejemplo 34, 35].

- un antigeno del virus de la hepatitis B, tal como los antigenos de superficie y/o nucleo [por ejemplo 35, 36].

- un antigeno de difteria, tal como un toxoide de difteria [por ejemplo capitulo 3 de ref. 37] por ejemplo el mutante
de CRMyg7 [por ejemplo 38].

- un antigeno del tétanos, tal como un toxoide del tétanos [por ejemplo capitulo 4 de ref. 37].

- un antigeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina de pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA) de
B. pertussis, opcionalmente también en combinacion con pertactina y/o aglutinégenos 2 y 3 [por ejemplo ref. 39 y
40].

- un antigeno de sacarido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo 29].

- un antigeno del virus de la hepatitis C [por ejemplo 41].

- un antigeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo 6, 7, 8, 42].

- un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo ref. 43 a 49].

- un antigeno de Chlamydia trachomatis [por ejempo 50].

- un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo 51].

- antigeno o antigenos de la polio [por ejemplo 52, 53] tales como IPV.

- antigeno o antigenos de la rabia [por ejemplo 54] tales como virus inactivado liofilizado [por ejemplo 55,
RabAvert™].

- antigenos de sarampion, paperas y/o rubéola [por ejemplo capitulos 9, 10 y 11 de ref. 37].

- antigeno o antigenos de la gripe [por ejemplo capitulo 19 de ref. 37], tales como las proteinas de superficie de
hemaglutinina y/o neuraminidasa.

- un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo 56].

- un antigeno proteico de Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B) [por ejemplo 57, 58].

- un antigeno de sacarido de Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B).

- un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococo del grupo A) [por ejemplo 58, 59, 60].

- un antigeno de Staphylococcus aureus [por ejemplo 61].

- un antigeno de Bacillus anthracis [por ejemplo 62, 63, 64].

- un antigeno de un virus de la familia de flaviviridae (género flavivirus), tal como de virus de la fiebre amarilla,
virus de la encefalitis japonesa, cuatro serotipos de virus Dengue, virus de la encefalitis portada por garrapatas y
virus del Nilo Occidental.

- un antigeno de pestivirus, tal como virus de la fiebre porcina clasica, virus de la diarrea virica bovina y/o virus de
la enfermedad de la frontera.

- un antigeno de parvovirus, por ejemplo de parvovirus B 19.

- una proteina pridnica (por ejemplo la proteina priénica CJD)

- una proteina amiloide, tal como un péptido beta [65]

- un antigeno de cancer, tal como los enumerados en la Tabla 1 de ref. 66 o en las tablas 3 y 4 de ref. 67

La composicion puede comprender uno o mas de estos antigenos adicionales.

Los antigenos proteicos toxicos pueden destoxificarse cuando sea necesario (por ejemplo destoxificacion de toxina
pertussis por medios quimicos y/o genéticos [40]).

Cuando se incluye un antigeno de difteria en la composicion se prefiere también que incluya antigeno del tétanos y
antigenos de pertussis. De forma similar, cuando se incluye un antigeno del tétanos se prefiere también que incluya
antigenos de difteria y pertussis. De forma similar, cuando se incluye un antigeno de pertussis se prefiere también
incluir antigenos de difteria y tétanos. Se prefieren por lo tanto combinaciones DTP.

Los antigenos de sacaridos estan preferentemente en forma de conjugados. Las proteinas vehiculo para los
conjugados incluyen la proteina de la membrana externa de N. meningitidis [68], péptidos sintéticos [69, 70],
proteinas de choque térmico [71, 72], proteinas de pertussis [73,74], proteina D de H. influenzae [75], citocinas [76],
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linfocinas [76], proteinas estreptocdcicas, hormonas [76], factores de crecimiento [76], toxina A o B de C. difficile
[77], proteinas de captacion de hierro [78], etc. Una proteina vehiculo preferida es el toxoide de la difteria CRM197
[79].

Estaran presentes tipicamente antigenos en la composiciéon a una concentracion de al menos 1 ug/ml cada uno. En
general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para inducir una respuesta inmunitaria contra
ese antigeno.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden usarse de forma terapéutica (es decir para tratar una
infeccion existente) o profilactica (es decir para prevenir infeccion futura).

Como alternativa al uso de antigenos proteicos en las composiciones inmunogénicas de la invencién, puede usarse
acido nucleico (preferentemente ADN, por ejemplo, en forma de un plasmido) que codifica el antigeno.

Las composiciones particularmente preferidas de la invencion incluyen uno, dos o tres de: (a) antigenos de
sacaridos de serogrupos de meningococo Y, W135, C y (opcionalmente) A; (B) un antigeno de sacarido de
Haemophilus influenzae tipo B; y/o (c) un antigeno de Strepfococcus pneumoniae.

Serogrupos de meningococo Y, W135, C y (opcionalmente) A

Se han conocido durante muchos afios vacunas de polisacaridos contra los serogrupos A, C, W135 e Y. Estas
vacunas (MENCEVAX ACWY™ y MENOMUNE™) se basan en los polisacaridos capsulares de los organismos v,
aunque son eficaces en adolescentes y adultos, proporcionan una respuesta inmunitaria escasa y proteccion de
corta duracion, y no pueden usarse en nifios.

A diferencia de los antigenos polisacaridos no conjugados en estas vacunas, las vacunas del serogrupo C
recientemente aprobadas (Menjugate™ [80,28], Meningitec™ y NeisVac-C™) incluyen sacaridos conjugados.
Menjugate™ y Meningitec™ tienen antigenos oligosacaridos conjugados con un vehiculo de CRM1g7, mientras que
NeisVac-C™ usa el polisacarido completo (des-O-acetilado) conjugado con un vehiculo de toxoide del tétanos. La
vacuna MenActra™ propuesta contiene antigenos de sacaridos capsulares conjugados de cada uno de los
serogrupos Y, W135, Cy A.

Las composiciones de la presente invencion preferentemente incluyen antigenos de sacaridos capsulares de uno o
mas de los serogrupos de meningococo Y, W135, C y (opcionalmente) A, en los que los antigenos se conjugan con
una proteina o proteinas vehiculos y/o son oligosacaridos. Por ejemplo, la composicién puede incluir un antigeno de
sacarido capsular de: serogrupo C; serogrupos Ay C; serogrupos A, C y W135; serogrupos A, C e Y; serogrupos C,
W135 e Y; o de los cuatro serogrupos A, C, W135e Y.

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

Cuando una mezcla comprende sacaridos capsulares de ambos serogrupos A y C, la relacion (p/p) de sacarido
MenA:sacarido MenC puede ser mayor de 1 (por ejemplo 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 o mayor). Cuando una mezcla
comprende sacaridos capsulares del serogrupo Y y uno o ambos de los serogrupos C y W135, la relacién (p/p) de
sacarido MenY:sacarido MenW 135 puede ser mayor de 1 (por ejemplo 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 o mayor) y/o que la
relacion (p/p) de sacarido MenY:sacarido MenC puede ser menor de 1 (por ejemplo 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 0 menor). Son
relaciones preferidas (p/p) para sacaridos de serogrupos A:C:W135:Y: 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; 2:2:1:2; 4:4:1:2 y 2:2:2:1. Son relaciones preferidas (p/p) para sacaridos de
serogrupos C:W135:Y: 1:1:1; 1:1:2; 1:1:1; 2:1:1; 4:2:1; 2:1:2; 4:1:2; 2:2:1 y 2:1:1. Se prefiere usar una masa
sustancialmente igual de cada sacarido.

Se usaran en general sacaridos capsulares en forma de oligosacaridos. Estos se forman convenientemente por
fragmentacion de polisacarido capsular purificado (por ejemplo mediante hidrdlisis), que habitualmente se seguira de
purificacion de los fragmentos del tamafio deseado.

Se realiza preferentemente fragmentacion de polisacaridos para proporcionar un grado promedio final de
polimerizacion (DP) en el oligosacarido de menos de 30 (por ejemplo entre 10 y 20, preferentemente
aproximadamente 10 para el serogrupo A, entre 15 y 25 para los serogrupos W135 e Y, preferentemente
aproximadamente 15-20; entre 12 y 22 para el serogrupo C; etc.). Puede medirse el DP convenientemente mediante
cromatografia de intercambio iénico o mediante ensayos colorimétricos [81].

Si se realiza hidrdlisis, el tamario del hidrolizado se elegira en general para retirar oligosacaridos de longitud corta
[29]. Esto puede conseguirse de diversas maneras, tal como ultrafiltracion seguida de cromatografia de intercambio
iénico. Se retiran preferentemente oligosacaridos con un grado de polimerizacion de menos de o igual a
aproximadamente 6 para el serogrupo A y los de menos de aproximadamente 4 se retiran preferentemente para los
serogrupos W135 e Y.
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Se desvelan antigenos de sacaridos MenC preferidos en la referencia 80, como se usa en Menjugate™.

El antigeno de sacarido puede modificarse quimicamente. Esto es particularmente util para reducir la hidrdlisis para
el serogrupo A [82; véase posteriormente]. Puede realizarse des-O-acetilacion de sacaridos meningocdcicos. Para
oligosacaridos, la modificacion puede tener lugar antes o después de la despolimerizacion.

Cuando una composicién de la invencion incluye un antigeno de sacarido MenA, el antigeno es preferentemente un
sacarido modificado en el que uno o mas de los grupos hidroxilo en el sacarido nativo se han reemplazado por un
grupo de blogqueo [82]. Esta modificacion mejora la resistencia a la hidrdlisis.

El nimero de unidades de monosacaridos que tienen grupos de bloqueo puede variar. Por ejemplo, todas o
sustancialmente todas las unidades de monosacaridos pueden tener grupos de bloqueo. Como alternativa, al menos
el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o0 90 % de las unidades de monosacaridos pueden tener grupos
de bloqueo. Almenos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29 o 30 unidades de monosacaridos pueden tener grupos de bloqueo.

De forma similar, el nimero de grupos de bloqueo en una unidad de monosacarido puede variar. Por ejemplo, el
numero de grupos de bloqueo en una unidad de monosacarido puede ser 1 o 2. El grupo de bloqueo estara en
general en la posicién 4 y/o la posicion 3 de las unidades de monosacaridos.

La unidad de monosacarido terminal puede tener o no un grupo de bloqueo en lugar de su hidroxilo nativo. Se
prefiere conservar un grupo hidroxilo anomérico libre en una unidad de monosacarido terminal para proporcionar un
punto de conexién para reacciones posteriores (por ejemplo conjugacion). Los grupos hidroxilo anoméricos pueden
convertirse en grupos amino (-NHz o -NH-E, donde E es un grupo protector de nitrégeno) mediante aminacion
reductora (usando, por ejemplo, NaBH3CN/NH4CI), y pueden después regenerarse después de haberse convertido
otros grupos de hidroxilo en grupos de bloqueo.

Los grupos de bloqueo para reemplazar grupos hidroxilo pueden ser accesibles directamente mediante una reaccion
de derivatizacion del grupo hidroxilo, es decir reemplazando el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo con otro
grupo. Los derivados adecuados de grupos hidroxilo que actian como grupos de bloqueo son, por ejemplo,
carbamatos, sulfonatos, carbonatos, ésteres, éteres (por ejemplo, silil éteres o alquil éteres) y acetales. Algunos
ejemplos especificos de dichos grupos de blogueo son alilo, Aloc, bencilo, BOM, t-butilo, tritilo, TBS, TBDPS, TES,
TMS, TIPS, PMB, MEM, MOM, MTM, THP, etc. Otros grupos de bloqueo que no son directamente accesibles y que
reemplazan completamente el grupo hidroxilo incluyen alquilo Ci.12, alquilo Ca.12, arilo Cs.12, arilo Cs.12-alquilo Ci.,
NR'R? (R' y R? se definen en el siguiente parrafo), H, F, Cl, Br, COzH, COx(alquilo C+5), CN, CF3, CCls, etc. Son
grupos de bloqueo preferidos los grupos que retiran electrones.

Son grupos de bloqueo preferidos los de la formula: -O-X-Y u -OR3en la que: X es C(0O), S(O) o SO; Y es alquilo C+-
12, alcoxi Ci.12, cicloalquilo Cs.12, arilo Cs.12 0 arilo Cs.12-alquilo Cq., cada uno de los cuales puede sustituirse
opcionalmente con 1, 2 o 3 grupos seleccionados de forma independiente de F, Cl, Br, CO,H, COx(alquilo C+), CN,
CF3; 0 CCl3; 0 Y es NR'R?%; R' y R? se seleccionan independientemente de H, alquilo C1.12, cicloalquilo Cs.12, arilo Cs.
12, arilo Cs.12-alquilo C16; 0 R' y R? pueden unirse para formar un grupo heterociclico saturado Cs.12; R® es alquilo C+.
12 0 cicloalquilo Cs.12, cada uno de los cuales puede sustituirse opcionalmente con 1, 2 o 3 grupos seleccionados de
forma independiente de F, Cl, Br, COy(alquilo C15), CN, CF3 0 CCls; o R® es arilo Cs.12 0 arilo Cs.12-alquilo C1.6, cada
uno de los cuales puede sustituirse opcionalmente con 1, 2, 3, 4 o 5 grupos seleccionados de F, Cl, Br, CO2H,
COz(alquilo C1.6), CN, CF3 0 CCl;. Cuando R es alquilo C+.12 o cicloalquilo Cs.12, este se sustituye tipicamente con 1,
2 o 3 grupos como se ha definido anteriormente. Cuando se unen R' y R? para formar un grupo heterociclico
saturado Cs.12, se entiende que R' y R? junto con el atomo de nitrogeno forman un grupo heterociclico saturado que
contiene cualquier nimero de atomos de carbono entre 3y 12 (por ejemplo Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cg, Cg, C10, Ci11, C12).
El grupo heterociclico puede contener 1 o 2 heteroatomos (tales como N, O o S) distintos del atomo de nitrogeno.
Son ejemplos de grupos heterociclicos saturados Cas.42 pirrolidinilo, piperidinilo, morfolinilo, piperazinilo,
imidazolidinilo, acetidinilo y aziridinilo.

Los grupos de bloqueo -O-X-Y y -OR3 pueden prepararse a partir de grupos -OH por procedimientos de
derivatizacion convencionales, tales como reaccion del grupo hidroxilo con un acil haluro, alquil haluro, sulfonil
haluro, etc. Por lo tanto, el atomo de oxigeno en -O-X-Y es preferentemente el atomo de oxigeno del grupo hidroxilo,
mientras que el grupo -X-Y en -O-X-Y reemplaza preferentemente el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo.

Como alternativa, los grupos de bloqueo pueden ser accesibles mediante una reaccién de sustitucion, tal como una
sustitucion de tipo Mitsonobu. Se conocen bien estos y otros procedimientos de preparacion de grupos de bloqueo a
partir de grupos hidroxilo.

Mas preferentemente, el grupo de bloqueo es -OC(O)CF; [83], o un grupo carbamato -OC(O)NR'R?, donde R' y R?
se seleccionan independientemente de alquilo C1.s. Mas preferentemente, R' y R? son ambos metilo, es decir el
grupo de bloqueo es -OC(O)NMe;. Los grupos de bloqueo de carbamato tienen un efecto estabilizante en el enlace
glucosidico y pueden prepararse en condiciones suaves.

Los sacaridos MenA modificados preferidos contienen n unidades de monosacaridos, donde al menos h % de las
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unidades de monosacaridos no tienen grupos -OH en las posiciones tanto 3 como 4. El valor de h es 24 o mas (por
ejemplo, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 o0 100) y es preferentemente
50 o mas. Los grupos -OH ausentes son preferentemente grupos de bloqueo como se ha definido anteriormente.

Otros sacaridos MenA modificados preferidos comprenden unidades de monosacaridos, en los que al menos s de
las unidades de monosacaridos no tienen -OH en la posicion 3 y no tienen -OH en la posicion 4. El valor de s es de
al menos 1 (por ejemplo 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90). Los grupos -OH ausentes son preferentemente grupos de bloqueo como se ha
definido anteriormente.

Los sacaridos MenA modificados adecuados para su uso con la invencién tienen la férmula:

en la que

n es un numero entero de 1 a 100 (preferentemente un numero entero de 15 a 25);
T es de la formula (A) o (B):

(A) (B)

cada grupo Z se selecciona de forma independiente de OH o un grupo de bloqueo como se ha definido
anteriormente; y

cada grupo Q se selecciona de forma independiente de OH o un grupo de bloqueo como se ha definido
anteriormente;

Y se selecciona de OH o un grupo de bloqueo como se ha definido anteriormente;

E es H o un grupo protector de nitrégeno;

y en la que mas de aproximadamente el 7 % (por ejemplo, 8 %, 9 %, 10 % o mas) de los grupos Q son grupos de
bloqueo.

Cada uno de los n + 2 grupos Z pueden ser iguales o diferentes entre si. De forma similar, cada uno de los n + 2
grupos Q pueden ser iguales o diferentes entre si. Todos los grupos Z pueden ser OH. Como alternativa, al menos
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10 %, 20, 30 %, 40 %, 50 % o 60 % de los grupos Z pueden ser OAc. Preferentemente, aproximadamente el 70 %
de los grupos Z son OAc, siendo el resto de los grupos Z OH o grupos de bloqueo como se ha definido
anteriormente. Al menos aproximadamente 7 % de los grupos Q son grupos de bloqueo. Preferentemente, al menos
10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o incluso 100 % de los grupos Q son grupos de bloqueo.

Los polisacaridos capsulares meningococicos se preparan tipicamente por un procedimiento que comprende las
etapas de precipitacion de polisacaridos (por ejemplo usando un detergente cationico), fraccionamiento de etanal,
extraccion de fenol en frio (para retirar proteinas) y ultracentrifugacion (para retirar LPS) [por ejemplo ref. 84]. Un
procedimiento mas preferido [30], sin embargo, implica precipitacion de polisacarido seguida de solubilizacién del
polisacarido precipitado usando un alcohol inferior. La precipitacion puede realizarse usando un detergente catidnico
tal como sales de tetrabutilamonio y cetiltrimetilamonio (por ejemplo, las sales de bromuro), o bromuro de
hexadimetrina y sales de miristiltrimetilamonio. Se prefiere en particular bromuro de cetiltrimetilamonio (“CTAB”) [85].
Puede conseguirse solubilizaciéon del material precipitado usando un alcohol inferior tal como metanol, propan-1-ol,
propan-2-ol, butan-1-ol, butan-2-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-propan-2-ol, dioles, etc., pero el etanol es
particularmente adecuado para solubilizar complejos de CTAB-polisacarido. Se afiade preferentemente etanol al
polisacarido precipitado para proporcionar una concentracion final (basada en el contenido total de etanol y agua) de
entre 50 % y 95 %.

Después de la resolubilizacién, el polisacarido puede tratarse adicionalmente para retirar contaminantes. Esto es
particularmente importante en situaciones en las que no es aceptable una contaminacion incluso minima (por
ejemplo para produccion de vacunas humanas). Esto implicara tipicamente una o mas etapas de filtracion, por
ejemplo, puede usarse filtracién profunda, filtracion mediante carbono activado, filtracion por tamafio y/o
ultrafiltracion. Una vez filtrado para retirar los contaminantes, el polisacarido puede precipitarse para tratamiento y/o
procesamiento adicional. Esto puede conseguirse convenientemente intercambiando cationes (por ejemplo mediante
la adicion de sales de calcio o sodio).

Como alternativa a la purificacion, pueden obtenerse sacaridos capsulares de la presente invencion por sintesis total
o parcial, por ejemplo se desvela sintesis de Hib en ref. 86, y sintesis de MenA en ref. 87.

Las composiciones de la invencidn comprenden sacaridos capsulares de al menos dos serogrupos de N.
meningitidis. Los sacaridos se preparan preferentemente por separado (incluyendo cualquier fragmentacion,
conjugacion, modificacion, etc.) y después se mezclan para proporcionar una composicion de la invencion.

Cuando la composicién comprende sacarido capsular del serogrupo A, sin embargo, se prefiere que el sacarido del
serogrupo A no se combine con el otro sacarido o los otros sacaridos hasta poco antes de su uso, para minimizar el
potencial de hidrdlisis. Esto puede conseguirse convenientemente teniendo el componente del serogrupo A
(tipicamente junto con excipientes apropiados) en forma liofilizada y el componente o los componentes del otro
serogrupo en forma liquida (también con excipientes apropiados), usandose los componentes liquidos para
reconstituir el componente de MenA liofilizado cuando esté listo para su uso. Cuando se usa un adyuvante de sal de
aluminio, se prefiere incluir el adyuvante en el vial que contiene la vacuna liquida, y liofilizar el componente de MenA
sin adyuvante.

Una composicion de la invencion puede por lo tanto prepararse a partir de un kit que comprende: (a) sacarido
capsular de serogrupo A de N. meningitidis, en forma liofilizada; y (b) los antigenos adicionales de la composicion,
en forma liquida. La invencién también proporciona un procedimiento para preparar una composicion de la
invencion, que comprende mezclar un sacarido capsular liofilizado del serogrupo A de N. meningitidis con los
antigenos adicionales, en el que dichos antigenos adicionales estan en forma liquida.

La invencién también proporciona un kit que comprende: (a) un primer recipiente que contiene sacaridos capsulares
de dos o mas de los serogrupos de N. meningitidis C, W135 e Y, todos en forma liofilizada; y (b) un segundo
recipiente que contiene en forma liquida (i) una composiciéon que, después de la administracion a un sujeto, es capaz
de inducir una respuesta de anticuerpos en ese sujeto, en el que la respuesta de anticuerpo es bactericida contra
dos o mas (por ejemplo 2 o 3) de los linajes hipervirulentos A4, ET-5 y el linaje 3 del serogrupo B de N. meningitidis,
(i) sacaridos capsulares de ninguno o uno de los serogrupos de N. meningitidis C, W135 e Y, y opcionalmente (iii)
antigenos adicionales (véase posteriormente) que no incluyen sacaridos capsulares meningocécicos, en el que la
reconstitucion de los contenidos del recipiente (a) por los contenidos del recipiente (b) proporciona una composicion
de la invencion.

Dentro de cada dosis, la cantidad de un antigeno de sacarido individual generalmente sera de entre 1-50 pyg (medido
como masa de sacarido), prefiriéndose aproximadamente 2,5 ug, 5 ug o 10 yg de cada uno. Con relaciones en peso
de A:C:W135:Y de 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; 2:2:1:2; 4:4:1:2
y 2:2:2:1, por lo tanto, la cantidad representada por el nUmero 1 es preferentemente de aproximadamente 2,5 ug,
5ug o 10 ug. Para una relacion 1:1:1:1 de composicion de A:C:W:Y y 10 upg por sacarido, por lo tanto, se
administran 40 pg de sacarido por dosis. Las composiciones preferidas tienen aproximadamente los siguientes ug de
sacarido por dosis:
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A 10 |0 0 |0 10 |5 |25
Cc 10 |10 |5 (2,5 |5 5 |25
w135 |10 |10 |5 |2,5 |5 5 |25
Y 10 |10 |5 (2,5 |5 5 |25

Las composiciones preferidas de la invencion comprenden menos de 50 pg de sacarido meningococico por dosis.
Otras composiciones preferidas comprenden <40 ug de sacarido meningocécico por dosis. Otras composiciones
preferidas comprenden <30 ug de sacarido meningocdcico por dosis. Otras composiciones preferidas comprenden
<25 ug de sacarido meningocdcico por dosis. Otras composiciones preferidas comprenden <20 ug de sacarido
meningocdcico por dosis. Otras composiciones preferidas comprenden <10 ug de sacarido meningocécico por dosis,
pero idealmente, las composiciones de la invencion comprenden al menos 10 ug de sacarido meningocécico por
dosis.

Los conjugados de MenC Menjugate™ y NeisVac™ usan un adyuvante de hidroxido, mientras que Meningitec™ usa
un fosfato. Es posible en composiciones de la invencion adsorber algunos antigenos en un hidréxido de aluminio
pero teniendo otros antigenos en asociacion con un fosfato de aluminio. Para combinaciones de serogrupos
tetravalentes, por ejemplo, estan disponibles las siguientes permutaciones:

Serogrupo |Sal de aluminio (H = un hidroxilo; P = un fosfato)

A P IH |P [H |H |[H (P |P |P [H [H |[H |P |P [P [H
C P IH |H ([P |H |[H (P |[H |[H [P [P |[H |[P |H [P [P
W135 P IH |H [H P |H [H |[P |[H [H [P |[P |P |P [H [P
Y P IH |H [H H |[P (H |[H |[P [P [H |[P |H |[P [P [P

Para combinaciones de serogrupos de N. meningitidis trivalentes, estan disponibles las siguientes permutaciones:

Serogrupo |[Sal de aluminio (H = un hidroxido; P = un fosfato)

C P [H [H [H [P [P [P [H
W135 P [H [H [P [H [P [H [P
Y P [H [P [H [H [H [P [P

Haemophilus influenzae tipo B

Cuando la composicion incluye un antigeno de H. influenzae de tipo B, este sera tipicamente un antigeno de
sacarido capsular Hib. Se conocen bien antigenos de sacaridos de H. influenzae b.

Provechosamente, el sacarido Hib esta conjugado covalentemente con una proteina vehiculo, para potenciar su
inmunogenicidad, especialmente en nifios. La preparacion de conjugados de polisacaridos en general, y del
polisacarido capsular Hib en particular, esta bien documentada [por ejemplo referencias 88 a 96, etc.]. La invencion
puede usar cualquier conjugado de Hib adecuado. Se describen posteriormente proteinas vehiculos adecuadas, y
son vehiculos preferidos para sacaridos Hib CRM197 (“HbOC”), toxoide del tétanos (“PRP-T”) y el complejo de
membrana externa de N. meningitidis (‘PRP-OMP”).

El resto de sacarido del conjugado puede ser un polisacarido (por ejemplo polirribosilribitol fosfato (PRP) de longitud
completa), pero se prefiere hidrolizar polisacaridos para formar oligosacaridos (por ejemplo PM de ~1 a ~5 kDa).

Un conjugado preferido comprende un oligosacarido Hib unido covalentemente con CRM197 mediante un enlazador
de acido adipico [97, 98]. El toxoide del tétanos también es un vehiculo preferido.

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

Cuando una composicion incluye un antigeno de sacarido Hib, se prefiere que no incluya también un adyuvante de
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hidréxido de aluminio. Si la composicion incluye un adyuvante de fosfato de aluminio entonces el antigeno Hib puede
adsorberse en el adyuvante [99] o puede no estar adsorbido [100].

Los antigenos Hib pueden liofilizarse, por ejemplo junto con antigenos meningocécicos.

Streptococcus pneumoniae

Cuando la composicién incluye un antigeno de S. pneumoniae, este sera tipicamente un antigeno de sacarido
capsular que se conjuga preferentemente con una proteina vehiculo [por ejemplo referencias 31 - 33]. Se prefiere
incluir sacaridos de mas de un serotipo de S. pneumoniae. Por ejemplo, se usan ampliamente mezclas de
polisacaridos de 23 serotipos diferentes, asi como vacunas conjugadas con polisacaridos de entre 5 y 11 serotipos
diferentes [101]. Por ejemplo, PrevNar™ [102] contiene antigenos de siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F)
con cada sacarido conjugado individualmente con CRM1g7 por aminacion reductora, con 2 ug de cada sacarido por
cada 0,5 ml de dosis (4 ug de serotipo 6B), y con conjugados adsorbidos en un adyuvante de fosfato de aluminio.
Las composiciones de la invencion incluyen preferentemente al menos los serotipos 6B, 14, 19F y 23F. Los
conjugados pueden adsorberse en un fosfato de aluminio.

Como una alternativa al uso de antigenos de sacaridos de neumococos, la composicién puede incluir uno o mas
antigenos polipeptidicos. Estan disponibles secuencias genémicas para varias cepas de neumococos [103, 104] y
pueden someterse a vacunologia inversa [105-108] para identificar antigenos polipeptidicos adecuados [109, 110].
Por ejemplo, la posicién puede incluir uno o mas de los siguientes antigenos: PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB,
LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128 y Sp130, como se define en la referencia 111.

En algunas realizaciones, la composicion puede incluir antigenos tanto de sacaridos como polipéptidos de
neumococos. Estos pueden usarse en mezcla sencilla, o el antigeno de sacarido de neumococo puede conjugarse
con una proteina neumocdcica. Las proteinas vehiculo adecuadas para dichas realizaciones incluyen los antigenos
enumerados en el parrafo anterior [111].

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

Conjugacion covalente

Los sacaridos capsulares en composiciones de la invencidon habitualmente estaran conjugados con proteina o
proteinas vehiculo. En general, la conjugaciéon potencia la inmunogenicidad de sacaridos ya que los convierte de
antigenos independientes de T a antigenos dependientes de T, permitiendo de este modo la sensibilizacion para
memoria inmunoldgica. La conjugacion es particularmente util para vacunas pediatricas y es una técnica bien
conocida [por ejemplo revisada en ref. 112 y 88-96].

Son proteinas vehiculo preferidas toxinas o toxoides bacterianos, tales como toxoide de la difteria o toxoide del
tétanos. Se prefiere en particular la toxina de la difteria mutante CRM197 [79, 113, 114]. Otras proteinas vehiculo
adecuadas incluyen la proteina de membrana externa de N. meningitidis [68], péptidos sintéticos [69,70], proteinas
de choque térmico [71,72], proteinas de pertussis [73,74], citocinas [76], linfocinas [76], hormonas [76], factores de
crecimiento [76], proteinas artificiales que comprenden multiples epitopos de linfocitos T CD4* humanos de diversos
antigenos derivados de patégenos [115], proteina D de H. influenzae [75,116], proteina de superficie neumocdcica
PspA [117], proteinas de captacion de hierro [78], toxina A o B de C. difficile [77], etc. Son vehiculos preferidos
toxoide de la difteria, toxoide del tétanos, proteina D de H. influenzae y CRMygy7.

Dentro de una composicion de la invencion, es posible usar mas de una proteina vehiculo para por ejemplo reducir
el riesgo de supresion de vehiculo. Por lo tanto pueden usarse diferentes proteinas vehiculo para diferentes
serogrupos, por ejemplo sacaridos del serogrupo A podian conjugarse con CRMig7 mientras que sacaridos del
serogrupo C podrian conjugarse con toxoide del tétanos. También es posible usar mas de una proteina vehiculo
para un antigeno de sacarido particular, por ejemplo los sacaridos del serogrupo A podrian estar en dos grupos, con
algunos conjugados con CRM;g7 y otros conjugados con toxoide del tétanos. En general, sin embargo, se prefiere
usar la misma proteina vehiculo para todos los sacaridos.

Una unica proteina vehiculo podria portar mas de un antigeno de sacarido [118]. Por ejemplo, una unica proteina
vehiculo podria tener sacaridos de los serogrupos A y C conjugados con ella. Para conseguir este objetivo, los
sacaridos pueden mezclarse antes de la reaccion de conjugacion. En general, sin embargo, se prefiere tener
conjugados separados para cada serogrupo.

Se prefieren conjugados con una relacion de sacarido:proteina (p/p) de entre 1:5 (es decir exceso de proteina) y 5:1
(es decir exceso de sacarido). Se prefieren relaciones entre 1:2 y 5:1, asi como se prefieren mas relaciones entre
1:1,25y 1:2,5. Se prefiere proteina vehiculo en exceso para MenA 'y MenC.

Los conjugados pueden usarse junto con proteina vehiculo libre [119]. Cuando esta presente una proteina vehiculo
dada tanto en forma libre como en forma conjugada en una composicion de la invencion, la forma no conjugada es
preferentemente no mas del 5 % de la cantidad total de la proteina vehiculo en la composicion en su conjunto, y mas
preferentemente esta presente a menos de 2 % en peso.
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Puede usarse cualquier reaccion de conjugacion adecuada, con cualquier enlazador adecuado cuando sea
necesario.

El sacarido tipicamente se activara o funcionalizara antes de la conjugacion. La activacion puede implicar, por
ejemplo, cianilar reactivos tales como CDAP (por ejemplo tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino piridinio [120,
121, etc]). Otras técnicas adecuadas usan carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano, acido p-
nitrobenzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; véase también la introduccion a la referencia 94).

Pueden prepararse enlaces mediante un grupo enlazador usando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo, los
procedimientos descritos en las referencias 122 y 123. Un tipo de enlace implica aminacién reductora del
polisacarido, acoplando el grupo amino resultante con un extremo de un grupo enlazador de acido adipico, y
después acoplando una proteina con el otro extremo del grupo enlazador de acido adipico [92, 124, 125]. Otros
enlazadores incluyen B-propionamido [126], nitrofenil-etilamina [127], haloacil haluros [128], enlaces glucosidicos
[129], &cido 6-aminocaproico [130], ADH [131], restos C4 a C42 [132], etc. Como alternativa al uso de un enlazador,
puede usarse enlace directo. Los enlaces directos con la proteina pueden comprender oxidacion del polisacarido
seguida de aminacioén reductora con la proteina, como se describe, por ejemplo, en las referencias 133 y 134.

Se prefiere un procedimiento que implica la introduccién de grupos amino en el sacarido (por ejemplo reemplazando
grupos =0 terminales con -NH;) seguido por derivatizacion con un diéster adipico (por ejemplo N-hidroxisuccinimido
diéster de acido adipico) y reaccion con proteina vehiculo. Otra reaccion preferida usa activacion de CDAP con un
vehiculo de proteina D, por ejemplo para MenA o MenC.

Después de la conjugacion, pueden separarse sacaridos libres y conjugados. Hay muchos procedimientos
adecuados, incluyendo cromatografia hidréfoba, ultrafiltracion tangencial, diafiltracion, etc. [véase también ref. 135y
136, etc.].

Cuando la composicion de la invencién incluye un oligosacarido conjugado, se prefiere que la preparacion de
oligosacarido preceda a la conjugacion.

Vesiculas de membrana externa

Se prefiere que las composiciones de la invencion no incluyan mezclas complejas o indefinidas de antigenos, que
son caracteristicas tipicas de VME. Sin embargo, un modo en que la invencién puede aplicarse a VME es cuando se
van a administrar VME en un programa de multiples dosis.

Cuando se va a administrar mas de una dosis de VME, cada dosis puede complementarse (afiadiendo la proteina
purificada o por expresion de la proteina dentro de las bacterias de las que derivan las VME) por una de la primera
proteina, segunda proteina o tercera proteina como se ha definido anteriormente. Preferentemente diferentes dosis
se complementan con diferentes variantes de NMB1870. En un programa de VME de tres dosis, por ejemplo, cada
dosis podria contener una proteina diferente de la primera proteina, segunda proteina y tercera proteina de modo
que, tras recibir tres dosis de VME, se hayan recibido las tres variantes. En un programa de VME de dos dosis,
podria usarse una variante por cada dosis de VME (omitiendo de este modo una variante), o una o ambas dosis de
VME podrian complementarse con mas de una variante para proporcionar cobertura con las tres variantes. En
realizaciones preferidas, hay tres dosis de VME, y cada una de las tres dosis de VME contiene tres poblaciones de
vesiculas modificadas genéticamente diferentes que presentan cada una tres subtipos, proporcionando de este
modo nueve subtipos diferentes en total.

Este enfoque puede usarse en general para mejorar preparaciones de microvesiculas de N. meningitidis serogrupo
B [137], “WVME nativas” [138], ampollas o vesiculas de la membrana externa [ref. 139 a 144, etc.]. Estas pueden
prepararse a partir de bacterias que se han manipulado genéticamente [145-148] por ejemplo para aumentar la
inmunogenicidad (por ejemplo hiperexpresar inmundgenos), para reducir la toxicidad, para inhibir la sintesis de
polisacaridos capsulares, para regular negativamente la expresion de PorA, etc. Pueden prepararse a partir de
cepas de alta formacion de ampollas [149-152]. Pueden incluirse vesiculas de una Neisseria no-patégena [153].
Puede prepararse VME sin el uso de detergentes [154, 155]. Pueden expresar proteinas que no son de Neisseria en
su superficie [156]. Pueden tener LPS agotados. Pueden mezclarse con antigenos recombinantes [139, 157].
Pueden usarse vesiculas de bacterias con diferentes subtipos de proteina de membrana externa de clase |, por
ejemplo seis subtipos diferentes [158, 159] usando dos poblaciones de vesiculas modificadas por ingenieria genética
diferentes que presentan cada una tres subtipos, o nueve subtipos diferentes que usan tres poblaciones de
vesiculas modificadas por ingenieria genética diferentes que presentan cada una tres subtipos, etc. Los subtipos
utiles incluyen: 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.

También es posible, por supuesto, complementar las preparaciones de vesiculas con dos o tres variantes diferentes.
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Inmunizacién

La composicién de la invencién es preferentemente una composicion inmunogénica, y la invencién proporciona una
composicion inmunogénica de la invencion para su uso como un medicamento. Por ejemplo, la composicion puede
usarse en un procedimiento para inducir una respuesta de anticuerpo en un mamifero, que comprende administrar
una composicion inmunogénica de la invenciéon al mamifero. La respuesta de anticuerpo es preferentemente una
respuesta de anticuerpo protectora y/o bactericida.

La composicion puede usarse para proteger a un mamifero contra una infeccion por Neisseria (por ejemplo
meningocdcica) administrandola al mamifero.

El mamifero es preferentemente un ser humano. El ser humano puede ser un adulto o, preferentemente un nifo.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden usarse de forma terapéutica (es decir para tratar una
infeccion existente) o profilactica (es decir para evitar infeccion futura).

Las composiciones son particularmente Utiles para prevenir/tratar enfermedades incluyendo, pero sin limitacion,
meningitis (particularmente meningitis bacteriana) y bacteriemia.

La eficacia del tratamiento terapéutico puede ensayarse supervisando la infeccion por Neisseria después de la
administracion de la composicion de la invencion. La eficacia del tratamiento profilactico puede ensayarse
supervisando las respuestas inmunitarias contra NMB1870 después de la administracion de la composicién. La
inmunogenicidad de composiciones de la invencion puede determinarse administrandolas a sujetos de ensayo (por
ejemplo nifios de 12-16 meses de edad, o modelos animales [160]) y determinando después parametros
convencionales incluyendo anticuerpos bactericidas en suero (ABS) y titulos de ELISA (GMT) de IgG anticapsula de
alta avidez. Estas respuestas inmunitarias se determinaran generalmente aproximadamente 4 semanas después de
la administracion de la composicion, y se compararan con valores determinados antes de la administracion de la
composicion. Se prefiere un aumento de ABS de al menos 4 veces u 8 veces. Cuando se administra mas de una
dosis de la composicion, puede realizarse mas de una determinacién después de la administracion.

Las composiciones preferidas de la invencion pueden conferir un titulo de anticuerpo en un paciente que es superior
al criterio para seroproteccion para cada componente antigénico para un porcentaje aceptable de sujetos humanos.
Se conocen bien antigenos con un titulo de anticuerpo asociado por encima del que se considera que un
hospedador esta seroconvertido contra el antigeno, y dichos titulos son publicados por organizaciones tales como la
OMS. Preferentemente mas del 80 % de una muestra estadisticamente significativa de sujetos esta seroconvertido,
mas preferentemente mas del 90 %, aun mas preferentemente mas del 93 % y mas preferentemente 96-100 %.

Las composiciones de la invencion se administraran en general directamente a un paciente. El suministro directo
puede conseguirse mediante inyeccion parenteral (por ejemplo por via subcutanea, por via intraperitoneal, por via
intravenosa, por via intramuscular o al espacio intersticial de un tejido) o mediante administraciéon rectal, oral,
vaginal, tépica, transdérmica, intranasal, ocular, otica, pulmonar u otra mucosa. Se prefiere la administracion
intramuscular en el muslo o en la parte superior del brazo. La inyeccion puede ser mediante una aguja (por ejemplo
una aguja hipodérmica), pero también puede usarse como alternativa inyeccion sin aguja. Una dosis intramuscular
tipica es de 0,5 ml.

Las composiciones pueden usarse para inducir inmunidad sistémica y/o mucosa.

El tratamiento de dosificacion puede ser un programa de dosis individual o un programa de multiples dosis. Pueden
usarse multiples dosis en un programa de inmunizacion primaria y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo.
Un programa de dosis primaria puede seguirse de un programa de dosis de refuerzo. El tiempo adecuado entre
dosis de sensibilizacion (por ejemplo entre 4-16 semanas) y entre sensibilizacion y refuerzo, puede determinarse de
forma rutinaria.

La composicion inmunogénica de la invencidon generalmente incluira un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que
puede ser cualquier sustancia que no induzca en si misma la produccion de anticuerpos perjudiciales para el
paciente que recibe la composicion, y que pueden administrarse sin toxicidad indebida. Los vehiculos adecuados
pueden ser macromoléculas grandes, que se metabolizan lentamente, tales como proteinas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicolicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas de virus
inactivas. Los expertos en la materia conocen bien dichos vehiculos. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
pueden incluir liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. También pueden estar presentes en
dichos vehiculos sustancias adyuvantes, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes
de pH y similares. Son vehiculos adecuados los liposomas. Un analisis exhaustivo de vehiculos farmacéuticos esta
disponible en ref. 161.

Las infecciones por Neisseria afectan a diversas areas del cuerpo y por lo tanto las composiciones de la invencion
pueden prepararse de diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, como
soluciones o suspensiones liquidas. También pueden prepararse formas soélidas adecuadas para solucion, o
suspension, en vehiculos liquidos antes de la inyeccién. La composicién puede prepararse para administracion
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topica, por ejemplo como una pomada, crema o polvo. La composicion puede prepararse para administracion oral,
por ejemplo como un comprimido o una capsula, o como un jarabe (opcionalmente aromatizado). La composicion
puede prepararse para administracion pulmonar, por ejemplo como un inhalador, usando un polvo fino o una
pulverizacién. La composicion puede prepararse como un supositorio o un pesario. La composicidon puede
prepararse para administracion nasal, ética u ocular, por ejemplo como gotas.

La composicion es preferentemente estéril. Esta preferentemente sin pirégenos. Se tampona preferentemente por
ejemplo a entre pH 6 y pH 8, generalmente aproximadamente pH 7. Cuando una composicién comprende una sal de
hidréxido de aluminio, se prefiere usar un tampon de histidina [162]. Las composiciones de la invencion pueden ser
isoténicas con respecto a seres humanos.

Las composiciones inmunogénicas comprenden una cantidad inmunoldgicamente eficaz de inmundégeno, asi como
cualquier otro de otros componentes especificados, segun sea necesario. Por “cantidad inmunoldgicamente eficaz”,
se entiende que la administracion de esa cantidad a un individuo, bien en una Unica dosis o bien como parte de una
serie, es eficaz para el tratamiento o la prevencion. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y condicion fisica
del individuo para tratar, la edad, el grupo taxonémico del individuo para tratar (por ejemplo primate no humano,
primate, etc.), la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccion
deseado, la formulacién de la vacuna, la evaluacion por el médico tratante de la situacion médica, y otros factores
relevantes. Se espera que la cantidad quede en un intervalo relativamente amplio que pueda determinarse mediante
ensayos rutinarios. El tratamiento de dosificacion puede ser un programa de dosis individual o un programa de
multiples dosis (por ejemplo incluyendo dosis de refuerzo). La composicion puede administrarse junto con otros
agentes inmunorreguladores.

Una composiciéon inmunogénica generalmente incluird un adyuvante. Los adyuvantes preferidos para potenciar la
eficacia de la composicion incluyen, pero sin limitacion: (A) MF59 (Escualeno 5 %, Tween 80 0,5 % y Span 85 0,5 %,
formulados en particulas submicrométricas usando un microfluidificador) [véase capitulo 10 de ref. 163; véase
también ref. 164]; (B) microparticulas (es decir una particula de ~100 nm a ~150 ym de diametro, mas
preferentemente de ~200 nm a ~30 ym de diametro y mas preferentemente de ~500 nm a ~10 ym de diametro)
formadas a partir de materiales que son biodegradables y no téxicos (por ejemplo un poli(a-hidroxiacido), un acido
polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una policaprolactona, etc.), prefiriéndose poli(lactida-co-
glicolido) (PLG), que tiene opcionalmente una superficie con carga (por ejemplo afiadiendo un detergente cationico,
anionico o no iénico tal como SDS (negativo) o CTAB (positivo) [por ejemplo ref. 165 y 166]); (C) liposomas [véase
Capitulos 13 y 14 de ref. 163]; (D) ISCOM [véase capitulo 23 de ref. 163], que pueden estar desprovistos de
detergente adicional [167]; (E) SAF, que contiene Escualano 10 %, Tween 80 0,4 %, polimero en bloque de Pluronic
L121 5 % y thr-MDP, bien microfluidificado en una emulsién submicrométrica o agitado vorticialmente para generar
una emulsion de mayor tamafo de particula [véase Capitulo 12 de ref. 163]; (F) sistema de adyuvante Ribi™ (RAS),
(Ribi Immunochem) que contiene Escualeno 2 %, Tween 80 0,2 % y uno o mas componentes de la pared celular
bacteriana del grupo que consiste en monofosforil lipido A (MPL), trehalosa dimicolato (TDM) y esqueleto de la
pared celular (CWS), preferentemente MPL + CWS (Detox™); (G) adyuvantes de saponina, tales como QuilA o
QS21 [véase el Capitulo 22 de ref. 163], también conocido como Stimulon™; (H) quitosano [por ejemplo 168]; (I)
adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA); (J) citocinas, tales como
interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.), interferones (por ejemplo interferén-y), factor
estimulante de colonias de macréfagos, factor de necrosis tumoral, etc. [véase capitulos 27 y 28 de ref. 163], RC529;
(K) una saponina (por ejemplo QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un esterol) [169]; (L) monofosforil lipido A
(MPL) o MPL 3-O-desacilado (3dMPL) [por ejemplo capitulo 21 de ref. 163]; (M) combinaciones de 3dMPL con, por
ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua [170]; (N) oligonucleétidos que comprenden motivos CpG [171] es
decir que contienen al menos un dinucleétido CG, usandose opcionalmente 5-metilcitosina en lugar de citosina; (O)
un éter de polioxietileno o un éster de polioxietileno [172]; (P) un tensioactivo de sorbitan éster de polioxietileno en
combinacién con un octoxinol [173] o un tensioactivo de polioxietilen alquil éter o éster en combinacién con al menos
un tensioactivo no iénico adicional tal como un octoxinol [174]; (Q) un oligonucledtido inmunoestimulante (por
ejemplo un oligonucledtido CpG) y una saponina [175]; (R) un inmunoestimulante y una particula de sal metalica
[176]; (S) una saponina y una emulsién de aceite en agua [177]; (T) enterotoxina termolabil de E. coli (“LT"), o
mutantes destoxificados de la misma, tales como los mutantes de K63 o R72 [por ejemplo Capitulo 5 de ref. 38]; (U)
toxina del colera (“CT”), o mutantes destoxificados de los mismos [por ejemplo Capitulo 5 de ref. 38]; (V) ARN
bicatenario; (W) sales de aluminio, tales como hidroxidos de aluminio (incluyendo oxihidroxidos), fosfatos de
aluminio (incluyendo hidroxifosfatos), sulfato de aluminio, etc. [Capitulos 8 y 9 en ref. 163] o sales de calcio, tales
como fosfato calcico; y (X) otras sustancias que actdan como agentes inmunoestimulantes para potenciar la eficacia
de la composicion [por ejemplo véase capitulo 7 de ref. 163]. Son adyuvantes preferidos para inmunizacion
parenteral sales de aluminio (fosfatos de aluminio y particularmente hidroxifosfatos, y/o hidroxidos y particularmente
oxihidréxido) y MF59. Los mutantes de toxina son adyuvantes de mucosa preferidos. QS21 es otro adyuvante util
para NMB1870, que puede usarse solo o en combinacién con cualquiera de (A) a (X), por ejemplo con una sal de
aluminio.

Los péptidos de muramilo incluyen N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-

D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina MTP-PE), etc.
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Expresion de proteinas

Se conocen en este campo técnicas de expresion bacterianas. Un promotor bacteriano es cualquier secuencia de
ADN capaz de unirse con ARN polimerasa bacteriana e iniciar la transcripcion corriente abajo (3’) de una secuencia
codificante (por ejemplo gen estructural) en ARNm. Un promotor tendra una region de inicio en la transcripcion que
se situa habitualmente proxima al extremo 5’ de la secuencia codificante. Esta region de inicio de la transcripcion
habitualmente incluye un sitio de unién a ARN polimerasa y un sitio de inicio de la transcripcion. Un promotor
bacteriano también puede tener un segundo dominio denominado un operador, que puede solapar con un sitio de
union a ARN polimerasa adyacente en el que comienza la sintesis de ARN. El operador permite la transcripcion
regulada (inducible) negativa, ya que una proteina represora génica puede unirse con el operador y de este modo
inhibir la transcripcién de un gen especifico. Puede producirse expresion constitutiva en ausencia de elementos
reguladores negativos, tales como el operador. Ademas, puede conseguirse regulacion positiva por una secuencia
de unidn a proteina activadora génica, que, si esta presente, esta habitualmente préxima (5’) a la secuencia de unién
a ARN polimerasa. Un ejemplo de una proteina activadora génica es la proteina activadora de catabolitos (CAP),
que ayuda a iniciar la transcripcion del operdn lac en Escherichia coli (E. coli) [Raibaud y col. (1984) Annu. Rev.
Genet. 18: 173]. La expresion regulada puede ser por lo tanto positiva o negativa, potenciando o reduciendo de este
modo la transcripcion.

Las secuencias que codifican enzimas de ruta metabdlica proporcionan secuencias promotoras particularmente
utiles. Los ejemplos incluyen secuencias promotoras derivadas de enzimas metabolizadoras de azucar, tales como
galactosa, lactosa (lac) [Chang y col. (1977) Nature 198: 1056] y maltosa. Los ejemplos adicionales incluyen
secuencias promotoras derivadas de enzimas biosintéticas tales como triptéfano (frp) [Goeddel y col. (1980) Nuc.
Acids Res. 8: 4057; Yelverton y col. (1981) Nucl. Acids Res. 9: 731; Patente de Estados Unidos 4.738.921;
documentos EP-A-0036776 y EP-A-0121775]. El sistema promotor de B-lactamasa (bla) [Weissmann (1981) “The
cloning of interferon and other mistakes” en Interferon 3 (ed. |. Gresser)], los sistemas promotores de bacteriéfago
lambda PL [Shimatake y col. (1981) Nature 292: 128] y T5 [patente de Estados Unidos 4.689.406] también
proporcionan secuencias promotoras utiles. Otro promotor de interés es un promotor de arabinosa inducible (pBAD).

Ademas, promotores sintéticos que no aparecen en la naturaleza también actian como promotores bacterianos. Por
ejemplo, pueden unirse secuencias de activacion de la transcripcion de un promotor bacteriano o de bacteriéfago
con las secuencias de operon de otro promotor bacteriano o de bacteriéfago, creando un promotor hibrido sintético
[Patente de Estados Unidos 4.551.433]. Por ejemplo, el promotor fac es un promotor trp-lac hibrido que comprende
secuencias tanto de promotor de frp como de operdn /ac que estan reguladas por el represor lac [Amann y col.
(1983) Gene 25: 167; De Boer y col. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 21]. Ademas, un promotor bacteriano puede
incluir promotores de origen natural de origen no bacteriano que tienen la capacidad de unirse con ARN polimerasa
bacteriana e iniciar la transcripcién. También puede acoplarse un promotor natural de origen no bacteriano con una
ARN polimerasa compatible para producir altos niveles de expresion de algunos genes en procariotas. El sistema de
promotor/ARN polimerasa T7 de bacteriéfago es un ejemplo de un sistema de promotor acoplado [Studier y col.
(1986) J. Mol. Biol. 189: 113; Tabor y col. (1985) Proc Natl. Acad. Sci. 82: 1074]. Ademas, un promotor hibrido
también puede estar comprendido por un promotor de bacteriéfago y una regiéon operadora de E. coli (documento
EPO-A-0 267 851).

Ademas de una secuencia promotora activa, un sitio de unién a ribosoma eficaz también es util para la expresion de
genes ajenos en procariotas. En E. coli, el sitio de unién a ribosoma se denomina la secuencia Shine-Dalgarno (SD)
e incluye un codoén de inicio (ATG) y una secuencia de 3-9 nucleétidos de longitud localizada 3-11 nucledtidos
cadena arriba del codén de inicio [Shine y col. (1975) Nature 254: 34]. Se cree que la secuencia SD promueve la
union del ARNm con el ribosoma por el emparejamiento de bases entre la secuencia SD y el extremo 3’ y de ARNr
16S de E. coli [Steitz y col. (1979) “Genetic signals and nucleotide sequences in messenger RNA.” En Biological
Regulation and Development: Gene Expression (ed. R. F. Goldberger)]. Para expresar genes eucariotas y genes
procariéticos con sitio de unién al ribosoma débil [Sambrook y col. (1989) “Expression of cloned genes in Escherichia
coli.” En Molecular Cloning: A Laboratory Manual].

Una secuencia promotora puede unirse directamente con la molécula de ADN, en cuyo caso el primer aminoacido
en el extremo N terminal sera siempre una metionina, que esta codificada por el codén de inicio ATG. Si se desea,
puede escindirse metionina en el extremo N terminal de la proteina mediante incubacién in vitro con bromuro de
cianégeno o mediante incubacion in vivo o in vitro con una peptidasa N terminal de metionina bacteriana (documento
EP-A-0219237).

Habitualmente, las secuencias de terminacion de la transcripcidn reconocidas por bacterias son regiones
reguladoras localizadas 3’ del codon de terminacion de la traduccién, y por lo tanto junto con el promotor flanquean
la secuencia codificante. Estas secuencias dirigen la transcripcion de un ARNm que puede traducirse al polipéptido
codificado por el ADN. Las secuencias de terminacion de la transcripcion incluyen frecuentemente secuencias de
ADN de aproximadamente 50 nucleotidos capaces de formar estructuras de tallo y bucle que ayudan a terminar la
transcripcion. Los ejemplos incluyen secuencias de terminacion de la transcripcion derivadas de genes con fuertes
promotores, tales como el gen trp en E. coli asi como otros genes biosintéticos.

Habitualmente, los componentes descritos anteriormente, que comprenden una secuencia sefial, promotora (si se
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desea), secuencia codificante de interés, y secuencia de terminacion de la transcripcion, se ponen juntas en
construcciones de expresion. Las construcciones de expresion se mantienen con frecuencia en un replicén, tal como
un elemento extracromosomico (por ejemplo plasmidos) capaz de tener mantenimiento estable en un hospedador,
tal como bacteria. El replicon tendra un sistema de replicacion, permitiendo de este modo que se mantenga en un
hospedador procariota bien para expresion o bien para clonacién y amplificacion. Ademas, un replicén puede ser un
plasmido de un nimero de copias alto o bajo. Un plasmido de un numero de copias alto generalmente tendra un
numero de copias que varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 200, y habitualmente de aproximadamente
10 a aproximadamente 150. Un hospedador que contiene un plasmido de nimero de copias alto preferentemente
contendra al menos aproximadamente 10, y mas preferentemente al menos aproximadamente 20 plasmidos. Puede
seleccionarse un vector de numero de copias alto o bajo, dependiendo del efecto del vector y la proteina ajena en el
hospedador.

Como alternativa, las construcciones de expresion pueden integrarse en el genoma bacteriano con un vector
integrador. Los vectores integradores habitualmente contienen al menos una secuencia homologa del cromosoma
bacteriano que permite que el vector se integre. Las integraciones parecen resultar de recombinaciones entre ADN
homalogo en el vector y el cromosoma bacteriano. Por ejemplo, los vectores de integracion construidos con ADN de
diversas cepas de Bacillus se integran en el cromosoma de Bacillus (documento EP-A-0127328). Los vectores de
integracion también pueden estar comprendidos por secuencias de bacteriéfago o transposoén.

Habitualmente, las construcciones de expresion extracromosémicas y de integracion pueden contener marcadores
seleccionables para permitir la selecciéon de cepas bacterianas que se han transformado. Los marcadores
seleccionables pueden expresarse en el hospedador bacteriano y pueden incluir genes que hacen a las bacterias
resistentes a farmacos tales como ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, kanamicina (neomicina) y tetraciclina
[Davies y col. (1978) Annu. Rev. Microbiol. 32: 469]. Los marcadores seleccionables pueden incluir también genes
biosintéticos, tales como los de las rutas biosintéticas de histidina, triptéfano y leucina.

Como alternativa, algunos de los componentes anteriormente descritos pueden unirse en vectores de
transformacion. Los vectores de transformacion estan comprendidos habitualmente por un marcador seleccionable
que se mantiene en un replicon o se desarrolla a un vector integrador, como se ha descrito anteriormente.

Se han desarrollado vectores de expresion y transformacion, bien replicones extracromosémicos o bien vectores de
integracion, para transformacion en muchas bacterias. Por ejemplo, se han desarrollado vectores de expresion para,
entre otras, las siguientes bacterias: Bacillus subtilis [Palva y col. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 5582;
documentos EP-A-0 036 259 y EP-A-0 063 953; WO 84/04541], Escherichia coli [Shimatake y col. (1981) Nature
292: 128; Amann y col. (1985) Gene 40: 183; Studier y col. (1986) J. Mol. Biol. 189: 113; documentos EP-A-0 036
776, EP-A-0 136 829 y EP-A-0 136 907], Streptococcus cremoris [Powell y col. (1988) Appl. Environ. Microbiol. 54:
655]; Streptococcus lividans [Powell y col. (1988) Appl. Environ. Microbiol. 54: 655], Streptomyces lividans [patente
de Estados Unidos 4.745.056].

Se conocen bien en la técnica procedimientos para introducir ADN exdgeno en hospedadores bacterianos y
habitualmente incluyen la transformacion de bacterias tratadas con CaCl; u otros agentes, tales como cationes
divalentes y DMSO. También puede introducirse ADN en células bacterianas por electroporacion. Los
procedimientos de transformacion habitualmente varian con la especie bacteriana para transformar. Véase, por
ejemplo [Masson y col. (1989) FEMS Microbiol. Lett. 60:2 73; Palva y col. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:
5582; documentos EP-A-0 036 259 y EP-A-0 063 953; WO 84/04541, Bacillus], [Miller y col. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. 85: 856; Wang y col. (1990) J. Bacteriol. 172: 949, Campylobacter], [Cohen y col. (1973) Proc. Natl. Acad. Sci.
69: 2110; Dower y col. (1988) Nucleic Acids Res. 16: 6127; Kushner (1978) “An improved method for transformation
of Escherichia coli with ColEl-derived plasmids. En Genetic Engineering: Proceedings of the International Symposium
on Genetic Engineering (eds. H. W. Boyer y S. Nicosia); Mandel y col. (1970) J. Mol. Biol. 53: 159; Taketo (1988)
Biochim. Biophys. Acta 949: 318; Escherichia], [Chassy y col. (1987) FEMS Microbiol. Lett. 44:173 Lactobacillus];
[Fiedler y col. (1988) Anal. Biochem 170:38, Pseudomonas]; [Augustin y col. (1990) FEMS Microbiol. Lett. 66: 203,
Staphylococcus], [Barany y col. (1980) J. Bacteriol. 144: 698; Harlander (1987) “Transformation of Streptococcus
lactis by electroporation, en: Streptococcal Genetics (ed. J. Ferretti y R. Curtiss lll); Perry y col. (1981) Infect. Immun.
32: 1295; Powell y col. (1988) Appl. Environ. Microbiol. 54: 655; Somkuti y col. (1987) Proc. 4th Evr. Cong.
Biotechnology 1: 412, Streptococcus].

General

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

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

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo una composicion que esta “sustancialmente
libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede
omitirse de la definicion de la invencion.

La “identidad de secuencia” se determina preferentemente por el algoritmo de busqueda de homologia de Smith-
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Waterman como se implementa en el programa MPSRCH (Oxford Molecular), usando una busqueda de huecos afin
con los parametros penalizacién de apertura de hueco = 12 y penalizacion de extension de hueco = 1.

Después del serogrupo, la clasificacion meningocdcica incluye serotipo, serosubtipo y después inmunotipo, y la
nomenclatura convencional enumera 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 provocan enfermedad con frecuencia
(hiperinvasivos), algunos linajes provocan formas mas graves de enfermedad que otros (hipervirulentos) y otros
provocan pocas veces enfermedad en absoluto. Se reconocen siete linajes hipervirulentos, concretamente los
subgrupos I, lll y IV-1, complejo ET-5, complejo ET-37, grupo A4 y linaje 3. Estos se han definido por electroforesis
de enzimas multilocus (MLEE)), pero también se ha usado tipificacion de secuencia multilocus (MLST) para clasificar
meningococos [ref. 16]. Los cuatro grupos hipervirulentos principales son los complejos ST32, ST44, ST8 y ST11.

El término “alquilo” se refiere a grupos alquilo en formas tanto sencilla como ramificada. El grupo alquilo puede estar
interrumpido con 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados de -O-, -NH- o -S-. El grupo alquilo también puede estar
interrumpido con 1, 2 o 3 enlaces dobles y/o triples. Sin embargo, el término “alquilo” se refiere habitualmente a
grupos alquilo que no tienen interrupciones de heteroatomos o interrupciones de doble o triple enlace. Cuando se
hace referencia a alquilo C1.12, se entiende que el grupo alquilo puede contener cualquier nimero de atomos de
carbono entre 1y 12 (por ejemplo, C4, Cp, Cs, Cs4, Cs, Cg, C7, Cs, Co, C1o, C11, C12). De forma similar, cuando se hace
referencia a alquilo C1., se entiende que el grupo alquilo puede contener cualquier nimero de atomos de carbono
entre 1y 6 (por ejemplo, C4, Cy, C3, C4, Cs, Ce).

El término “cicloalquilo” incluye grupos cicloalquilo, policicloalquilo y cicloalquenilo, asi como combinaciones de estos
con grupos alquilo, tales como grupos cicloalquilalquilo. El grupo cicloalquilo puede interrumpirse con 1, 2 o 3
heteroatomos seleccionados de -O-, -NH- o -S-. Sin embargo, el término “cicloalquilo” se refiere habitualmente a
grupos cicloalquilo que no tienen interrupciones de heteroatomos. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen
grupos ciclopentilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, ciclohexilmetilo y adamantilo. Cuando se hace referencia a cicloalquilo
Cs.12, se entiende que el grupo cicloalquilo puede contener cualquier nimero de atomos de carbono entre 3y 12 (por
ejemplo, C3, C4, C5, Ce, C7, Ca, Cg, C1o, C11, C12).

El término “arilo” se refiere a un grupo aromatico, tal como fenilo o naftilo. Cuando se hace referencia a arilo Cs.12, se
entiende que el grupo arilo puede contener cualquier niumero de atomos de carbono entre 5y 12 (por ejemplo Cs,
Ce, C7, Cs, Co, C10, C11, C12).

La expresion “arilo Cs.12-alquilo C1.6” se refiere a grupos tales como bencilo, feniletilo y naftilmetilo.

Los grupos protectores de nitrégeno incluyen grupos sililo (tales como TMS, TES, TBS, TIPS), derivados de acilo
(tales como ftalimidas, trifluoroacetamidas, metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo (Boc),
benciloxicarbonilo (Z o Cbz), 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), 2-(trimetilsilil)etoxi carbonilo, 2,2,2-
tricloroetoxicarbonilo (Troc)), derivados de sulfonilo (tales como B-trimetilsililetanosulfonilo (SES)), derivados de
sulfenilo, alquilo C1.12, bencilo, benzhidrilo, tritilo, 9-fenilfluorenilo, etc. Un grupo protector de nitrégeno preferido es
Fmoc.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos de la regién cadena arriba de NMB1870.

La Figura 2 es una representacion esquematica de la estructura de proteinas TbpB y de los antigenos NMB2132
y NMB1870. Los péptidos lider y regiones ricas en glicina proximas estan indicados. Se indican cinco cajas
conservadas por diferentes motivos y sus posiciones se mapean en la secuencia proteica.

La Figura 3 muestra el aumento de los niveles de NMB1870 en N. meningitidis MC58 durante la curva de
crecimiento.

La Figura 4 muestra el aumento de los niveles de NMB1870 en el sobrenadante durante el mismo periodo. Los
niveles de PorA y los niveles de NMB1380 no aumentan. Los numeros encima de los carriles se refieren a
DOs20nm del cultivo. KO indica un mutante de desactivacion de NMB1870 de MC58, y Lcc significa el control de
lisado celular completo.

La Figura 5 muestra VME explorados con anti NMB1870.

La Figura 6 muestra analisis por FACS de MC58 encapsulado o un MC58 mutante no encapsulado usando anti
NMB1870.

La Figura 7 es una transferencia de western de un gel de SDS-PAGE de gradiente cargado con lisados celulares
totales de expresion de NMB1870 alta (carriles 1y 2), intermedia (3 y 4) y baja (5 y 6). El carril 7 contiene una
desactivacion de NMB1870 MC58. Los carriles son: (1) MC58; (2) H44/76; (3) NZ394/98; (4) 961-5945; (5) 67/00;
(6) M1239; (7) MC58Anmb1870.

La Figura 8 muestra FACS Yy titulos bactericidas para cada uno de una expresion alta, intermedia y baja, y
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también para la desactivacion de NMB1870. Los que tienen expresion intermedia y baja tienen secuencias de
aminoacidos de NMB1870 idénticas, con una coincidencia del 91,6 % con MC58.

La Figura 9 es un dendrograma que muestra el agrupamiento de cepas de acuerdo con las distancias entre
proteinas NMB1870. Las etiquetas “1”, “2” y “3” indican las tres variantes. Los nimeros entre corchetes indican el
numero de cepas con secuencia idéntica presentes en cada rama del dendrograma. Se indican los linajes
hipervirulentos, seguidos del nUmero de cepas cuando este es diferente del numero total. También se muestran
serogrupos distintos de B. Las tres tipos de cepas (MC58, 961-5965 y M1239) y las otras cepas usadas en el
analisis seroldgico estan dentro de circulos.

La Figura 10 es un alineamiento de secuencias de variante 1 (MC58), variante 2 (961-5945) y variante 3
(M1239). Los numeros de aminoacidos se inician desde la cisteina que se ha predicho que sera el primer
aminoacido de la proteina madura. Los fondos gris y negro indican restos conservados e idénticos,
respectivamente.

La Figura 11 muestra analisis de FACS de sueros frente a variante 1 (primera fila), variante 2 (segunda fila) y
variante 3 (tercera fila), usando la cepa tipo de variante 1 (MC58), variante 2 (961-5945) y variante 3 (M1239). Se
muestra el suero de control frente al polisacarido capsular en la fila 4 (anticuerpo monoclonal Seam3). Se
muestra el suero de control frente a una proteina citoplasmatica en la fila 5 (anti NMB1380). La fila 6 contiene los
mutantes de desactivacion (KO) de cada cepa tipo, explorados con el antisuero homologo.

Las Figuras 12 (variante 1), 13 (variante 2) y 14 (variante 3) muestran dendrogramas para las tres variantes
separadas de NMB1870, clasificadas por tipos de secuencia multilocus (ST).

Modos de llevar a cabo la invenciéon

NMB1870 en la cepa de serogrupo B MC58 - identificacion del codén de inicio

El gen de NMB1870 se identifico en las secuencias gendémicas de MenB y MenA publicadas por The Institute for
Genomic Research (TIGR) y Sanger Center, respectivamente [2,4; NMB1870 y NMA0586]. Sin embargo, hay una
discrepancia acerca de la posicion del coddn de inicio ATG ya que el codon de inicio de MenB esta 120 pb cadena
arriba del codoén de inicio de MenA. A diferencia de ambas anotaciones de la técnica anterior, la presente invencién
coloca el coddn de inicio como un coddn GTG que esta cadena abajo de los codones de inicio de la técnica anterior
(18 pb cadena abajo para MenA, 138 pb para MenB) y de acuerdo con la referencia 8. Como se muestra en la
Figura 1, el inicio GTG (+1) es coherente con la presencia de un sitio de unién a ribosoma correctamente separado y
con la prediccion de la identificacion lipoproteica. El codén de inicio de MenB TIGR de la técnica anterior se muestra
en una caja, y el coddn de inicio MenA Sanger esta en un circulo. Se muestran repeticiones invertidas por flechas
horizontales.

NMB1870 es un gen monocistronico localizado 157 bases cadena abajo del codén de terminacion del gen de la
fructosa-bisfosfato aldolasa nmb1869. En MenA Z2491 la organizacion general es similar, pero 31 pares de bases
cadena arriba del codon de inicio GTG hay una insercion de 186 nucledtidos que son homdlogos de una region de
repeticion interna de IS 1106 y estan flanqueados por dos repeticiones invertidas de 16 pares de bases. Esta
presente un sitio de union a ribosoma potencial (sombreado) 8 pb cadena arriba del codén de inicio GTG. Se localiza
una caja fur (11/19 coincidencias con el consenso de caja fur de E. coli [178]; SEQ ID NO: 74 y 75) 35 pb cadena
arriba del codén de inicio, como se predice por GCG FindPatterns partiendo de SEQ ID NO: 75 y que permite un
maximo de nueve desapareamientos. También se detectaron secuencias promotoras potenciales.

El paquete de programas GCG Wisconsin Package (version 10.0) se us6 para andlisis secuencial informatico de
secuencias génicas y proteicas. Se uso el programa PSORT [179] para prediccion de localizaciones. NMB1870 tiene
la tipica identificacion de una lipoproteina expuesta en superficie, caracterizada por un péptido sefial con un motivo
de caja lipo del tipo -Leu-X-X-Cys-, donde la cisteina estaba seguida de una serina, un aminoacido generalmente
asociado con localizaciéon de membrana externa de lipoproteinas [180]. La caja lipo se ha perdido en gonococo
debido a una insercion de una uUnica base (G) que desplaza la fase después del nucleétido 36 de MC5S,
restableciéndose la fase correcta de lectura por una insercion de 8 pb después de la posicién 73.

Se predice que la proteina MC58 madura es una lipoproteina con un peso molecular de 26.964 Da y un pl de 7,96, y
se caracteriza por la presencia de cuatro glicinas cadena abajo del motivo de caja lipo.

El analisis de prediccién de estructura secundaria usando el software PredictProtein [181] indica que NMB1870 es
una proteina globular compuesta principalmente de laminas beta.

Anadlisis de secuencia

Se uso el algoritmo PSI-BLAST para busquedas de homologia [182] usando la base de datos de proteinas no
redundante. No se descubrieron proteinas homadlogas buscando en bases de datos de proteinas procariotas y
eucariotas no redundantes existentes mantenidas en el sitio de NCBI, incluyendo el genoma humano, lo que sugiere
que NMB1870 es especifico de Neisseria. Sin embargo, se descubrié un dominio con algo de homologia (28 % de
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identidad sobre 146 aminoacidos) con la parte C terminal de la proteina de unién a transferrina TfbA de
Actinobacillus pleuropneumoniae [183] (Figura 2). Una inspeccion mas cercana de este dominio reveld6 homologias
también con las proteinas de union a transferrina de N. meningitidis [184], H. influenzae [185], Moraxella catarrhalis
[186] y con el antigeno de superficie de N. meningitidis NMB2132, previamente indicado como homoélogo de TbpB

[3].

Para ver si esta homologia de secuencia refleja una homologia funcional, se dializaron NMB1870 recombinante
(véase posteriormente), transferrina humana hTF (Sigma T-4132) y la mezcla de las dos (concentracion final de
7 uM) durante una noche en PBS a 4 °C. Después de dialisis se cargaron 20 pl de cada proteina y la mezcla de ellas
en una columna de filtracion en gel de HPLC Superdex 200 PC 3.2/30 (Amersham) usando PBS como tampoén de
ejecucion [187]. Se usaron Azul Dextrano 2000 y los patrones de peso molecular ribonucleasa A, quimotripsina A,
ovoalbumina A, albumina de suero bovino (Amersham) para calibrar la columna. Se realizé filtracion en gel usando
un sistema Smart con un caudal de 0,04 ml/min y el material eluido se supervis6 a 214 nm y 280 nm (el volumen de
retencion de NMB1870 fue de 1,68 ml y 1,47 ml para htf). Se recogieron fracciones de 40 yl y se analizaron
mediante SDS-PAGE. Se uso la proteina de unién a transferrina recombinante MC58 2 (Tbp2) como control positivo.

La proteina recombinante no consiguié unirse con transferrina humana in vitro.

La caja Fur en el promotor sugiere que la expresion de NMB1870 puede regularse por hierro. Sin embargo, la
expresion de la proteina no parece aumentar en condiciones de bajo hierro.

Una caracteristica interesante de la proteina es la presencia de un tramo de cuatro glicinas cadena abajo de la
cisteina lipidada. Tres o mas glicinas consecutivas cadena abajo de una cisteina lipidada estan presentes también
en otras cinco lipoproteinas en N. meningitidis, concretamente la proteina de unién a transferrina B (TbpB), el
componente de membrana externa de un transportador ABC NMB0623, la proteina hipotética NMB1047, el
homologo de TbpB NMB2132, y la lipoproteina AspA [188]. En ninguna de estas proteinas el tramo de poliglicina
esta codificado por un tramo de poli G, lo que sugiere que esta caracteristica no se usa para generar modulacion
antigénica.

Se llevd a cabo una busqueda de lipoproteinas con una region rica en glicina en 22 secuencias genomicas
completas recuperadas en el sitio de NCBI [189] usando FindPatterns. La busqueda recuperé 29 lipoproteinas en
algunas de las especies bacterianas, pero no en todas. Los organismos con este tipo de lipoproteinas incluyen
bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas, incluyendo Haemophilus influenzae, Enterococcus fecalis,
Mycobacterium tuberculosis, Lysteria monocytogenes y Staphylococcus aureus, mientras que otras tales como E.
coli, Bacillus subtilis, Helicobacter pylori, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes y Vibrio cholerae no tienen
ninguna. La mayoria de lipoproteinas con este distintivo pertenecen a transportadores ABC, seguido de proteinas de
funcién desconocida. Aunque esta caracteristica comun en la estructura primaria sugiere un papel comun para las
repeticiones de glicina, hasta la fecha se desconoce la funcién Sin embargo, puede actuar para guiar las
lipoproteinas a una ruta especifica de secrecion y localizacion superficial [190].

Secuenciacioén para otras cepas

Se seleccionaron 70 cepas representativas de la diversidad genética y geografica de la poblacion de N. meningitidis
para investigacion adicional de NMB1870. Las cepas derivan de 19 paises diferentes, 73 % pertenece al serogrupo
B y 32 se han aislado en los ultimos cinco afios. El panel de cepas incluye principalmente cepas de serogrupo B,
algunas cepas de serogrupos A, C, Y, W-135y Z, y una cepa de cada una de N. gonorrhoeae y N. cinerea. Las
cepas se desvelan en mas detalle en las referencias 191 y 192. Algunas cepas estan disponibles de la ATCC (por
ejemplo la cepa MC58 esta disponible con la referencia BAA-335).

El gen de NMB1870 se amplificé usando cebadores externos a la secuencia codificante (A1, SEQ ID 55; y B2, SEQ
ID 56). Se usaron aproximadamente 10 ng de ADN cromosdmico como molde para la amplificacion. Las condiciones
de PCR fueron: 30 ciclos, 94 °C durante 40 s, 58 °C durante 40 s, 68 °C durante 40 s. Los fragmentos de PCR se
purificaron por el Kit de Purificacion de PCR QIAquick Qiagen y se enviaron para analisis de secuencia, que se
realizé usando un Secuenciador Automatico ABI 377. La secuenciacion se realizé usando los cebadores A1, B2, 22
(SEQID 57) y 32 (SEQ ID 58).

El gen se detectd por PCR en las 70 cepas de Neisseria. En N. lactamica pudo detectarse una banda mediante
transferencia de Western, pero no se pudo amplificar el gen.

La secuencia de nucledtidos del gen se determiné en las 70 cepas. Estaban codificadas un total de 23 secuencias
proteicas diferentes (SEQ ID NO 1 a 23). El andlisis informatico de estas 23 secuencias, usando algoritmo de Kimura
y Jukes-Cantor, las dividio en tres variantes (Figura 9). El dendrograma se obtuvo partiendo del alineamiento de
multiples secuencias de secuencias de proteina NMB1870 (PileUP) usando el Procedimiento de Parsimonia de
Secuencia Proteica (ProtPars), un programa disponible dentro del Paquete de Inferencia de Filogenia (Phylip) y se
confirmo mediante el programa GCG Distances, usando los algoritmos Kimura y Jukes-Cantor.

Se determinaron las secuencias de NMB1870 de 100 cepas adicionales. Muchas de estas fueron idénticas a una de
las SEQ ID NO 1 a 23, pero se proporcionan 19 secuencias Unicas adicionales como SEQ ID NO 140 a 158.
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Las Figuras 12-14 muestran dendrogramas de las diversas secuencias, clasificadas por tipos de secuencia
multilocus ST. Dentro de la variante 1 (Figura 12) la cepa de referencia es MC58, siendo la menor identidad de
secuencia con la referencia 89,4 % frente a un promedio de 93,7 %. Dentro de la variante 2 (Figura 13) la cepa de
referencia es 2996 y las secuencias se extienden hasta 93,4 % de identidad (promedio 96,3 %). Dentro de la
variante 3 (Figura 14) la menor identidad con la cepa de referencia M1239 es 94,7 % (promedio 95,8 %). ST32cpx
es el grupo hipervirulento mas homogéneo, que alberga solamente una secuencia de NMB8170 de la variante 1
(también solamente de una forma de NMB 1343 y de NadA). La mayoria de las cepas de ST44cpx albergan la
variante 1 (varias secuencias diferentes) de NMB1870, teniendo algunas la variante 3 (secuencia individual). Estos
datos sugieren que ST32cpx esta mas cerca de ST44cpx, en comparacion con otros grupos, que coincide con datos
basados en el genotipo de porA (clase lll). Los complejos ST11 y ST8 estan representados principalmente por
diferentes secuencias dentro de la variante 2 de NMB1870, lo que sugiere que estos complejos estan mas cerca
entre si, en comparacién con otros grupos, y que coinciden con el genotipo de porA (clase Il). ST11cpx alberga las
tres variantes, lo que indica que es el grupo hipervirulento mas diverso de los cuatro.

Las cepas MC58, 961-5945 y M1239 se seleccionaron arbitrariamente como cepas tipo para las variantes 1, 2y 3,
respectivamente. La diversidad de secuencia entre las tres cepas tipo se muestra en la Figura 10. La identidad de
aminoacidos fue de 74,1 % entre la variante 1 y la variante 2, 62,8 % entre la variante 1 y la variante 3 y 84,7 %
entre la variante 2 y la variante 3. Las secuencias dentro de cada variante estaban bien conservadas, mostrando las
mas distantes 91,6 %, 93,4 % y 93,2 % de identidad con sus cepas tipo, respectivamente. N. cinerea pertenece a la
variante 1, y comparte 96,7 % de homologia con MC58. Como se muestra en la Figura 9, la variante 1 alberga todas
las cepas de los linajes hipervirulentos ET-5, la mayoria de las cepas del linaje 3, las cepas del serogrupo A, dos
aislados recientes de W-135 y un ET-37. La variante 2 alberga todas las cepas del complejo hipervirulento A4, de los
serogrupos Y y Z, un aislado de W-135 viejo y cinco cepas ET-37. La variante 3 alberga cuatro cepas ST Unicas, una
cepa de ET-37, una cepa de linaje 3 y gonococo.

Las cepas en cada grupo de variante, y sus secuencias de NMB1870, son las siguientes:

1 gb185 (secuencia compartida con ES14784, M.00.0243291)
m4030 (secuencia compartida con M3812)

m2197

m2937

iss1001 (secuencia compartida con NZ394/98, 67/00, 93/114, bz198, m1390, nge28, 14996, 65/96,
ISS1120, S59058, 1SS1017, I1SS1043, 1SS1026, 1SS1102, I1SS1106, 1SS656, 1SS678, 1ISS740, I1SS749,
ISS995, 1ISS845, ISS1167, 1ISS1157, 1SS1182, M4717, M6094, D8273)

Inp17592 (secuencia compartida con 00-241341, 00-241357, 2ND80. 2ND221, 1ISS1142)
f6124 (secuencia compartida con 205900)

m198/172 (secuencia compartida con bz133, gb149, nm008, nm092, ES14963, FN131218, S5902,
S90307, M4105, 1ISS1180, FN131345)

mc58 (secuencia compartida con 30/00, 39/99, 72/00, 95330, bz169, bz83, cu385, h44/76, m1590,
m2934, m2969, m3370, m4215, m4318, n44/89, 14847, ES14898, Inp15709, Inp17391, Inp17503,
FN131654, M3985, S590104, S9029, S9097, D8346, FN131682, [1SS832, 1SS648,
ISS1067,1ISS1071,1SS1159)

FN131217

ES14933

GB0993

M6190

F19324

ISS1113

gb0345 (secuencia compartida con M1820, ISS1082)
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(continuacion)

M0445

17 secuencias, 98 cepas

L93/4286

m2671

961-6945 (secuencia compartida con 2996, 96217, 312294, 11327, a22, 1SS1141, 1SS1173, ISS759,
ISS743, 1SS866, F17094, NMB, SWZ107)

gb013 (secuencia compartida con e32, m1090, m4287, 66094, M3153, M4407, NGH36) 860800

(secuencia compartida con 599)

95N477 (secuencia compartida con 90-18311, c11, m986, F370/85, M.00.0243143, 1SS838, 1SS839,
ISS1092, M1569)

1000 (secuencia compartida con m1096, M2552, M4458, M5149, M6208)
m3279 (secuencia compartida con bz232, dk353, m3697, ngh38, M5258, D8221)
MK82

8047

C4678

ISS1133

NG6/88

MO0579

F16325

15 secuencias, 56 cepas

16889

m3813

m1239

ngp165

gb355 (secuencia compartida con m3369, D8300, gb0364, M2441)
gb988

[fa1090 gonococo]

7 secuencias, 11 cepas

NB: la abreviatura “gb” al comienzo del nombre de una cepa significa “M.01.0240".

SEQ ID NO 139 (cepa 220173i), 140 (cepas gb101 e I1SS908) y 141 (cepa nge31) estan distantes de estas tres
variantes (como lo esta, en menor grado, la cepa m3813).

Dentro de la variante 1, la secuencia de la cepa Inp17592 (también vista en las cepas 00-241341, 00-241357,
2ND80, 2ND221 e 1SS1142) se ve en el serogrupo W-135 Haiji. Dentro de las cepas de Haiji, la secuencia de NadA
(SEQ ID NO: 143) es una recombinacion entre los alelos 2 'y 3 [191, 192].

Clonacidn, expresion y purificacion en E. coli

Se amplificaron los genes de NMB1870 por PCR a partir del genoma de las cepas de N. meningitidis MC58, 961-
5945 y M1239. Los cebadores directo e inverso se disefiaron para amplificar la secuencia codificante de nmb1870
desprovista de la secuencia codificante del péptido lider potencial. Se descubrié que las variantes M1239 y 961-5945
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no eran expresables en E. coli. Se expresaron por lo tanto afiadiendo al extremo N terminal la secuencia SEQ ID
NO: 46 que esta presente en la proteina de gonococo pero ausente en el homologo de meningococo. Los
oligonucledtidos usados para amplificacion fueron los siguientes:
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Los sitios de restriccion, correspondientes a Ndel para los cebadores directos y Xhol (Hindlll para M1239) para los
cebadores inversos estan subrayados. Para los cebadores directos de 961-5945 y M1239, el resto de secuencia de
gonococo se indica en cursiva, y las secuencias coincidentes de NMB1870 meningocécicas se indican en negrita.
Las condiciones de PCR en el caso de la combinacion de cebadores Dir1/Inv1 fueron: desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 s, hibridacion a 57 °C durante 30 s, elongacién a 68 °C durante 1 min (5 ciclos), desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 s, hibridacion a 68 °C durante 30 s, elongacion a 68 °C durante 1 min (30 ciclos). En el caso de
combinaciones de cebadores: Dir2/Inv2 y Dir3/Inv2 y Dir3/Inv3: 94 °C durante 30s, 56 °C durante 30 s, 68 °C
durante 1 min (5 ciclos), 94 °C durante 30 s, 71 °C durante 30 s, 68 °C durante 1 min (30 ciclos).

Se amplificé el gen de nmb1870 de longitud completa a partir del genoma de MC58 usando los siguientes
cebadores: f-1Dir (CGCGGATCCCATATGAATCGAACTGCCTTCTGCTGCC; SEQ ID 53) y f1inv
(CCCGCTCGAGTTATTGCTTGGCGGCAAGGC; SEQ ID 54) y las siguientes condiciones: 94 °C durante 30 s, 58 °C
durante 30 s, 72 °C durante 1 min (30 ciclos).

Se realiz6 PCR en aproximadamente 10 ng de ADN cromosémico usando ADN Polimerasa Taq de Alta Fidelidad
(Invitrogen). Los productos de PCR se digirieron con Ndel y Xhol y se clonaron en los sitios Ndel/Xhol del vector de
expresion pET-21b+ (Novagen).

Las proteinas recombinantes se expresaron como fusiones con marcador de His en E. coli y se purificaron por
MCAC (cromatografia de afinidad de quelacién metalica), como se ha descrito previamente [3], y se usaron para
inmunizar ratones para obtener antisueros. Se uso6 E. coli DH5a para trabajo de clonacion, y se usé BL21 (DE3) para
expresion.

Mutantes isogénicos de nmb1870 y siaD

Se prepararon mutantes de desactivacion isogénica en los que el gen de nmb1870 estaba truncado y reemplazado
con un casete de antibidtico eritromicina, transformando las cepas MC58, 961-5945 y M1239 con el plasmido
pBSAnmb1870ERM. Este plasmido contiene el gen de resistencia a eritromicina dentro de las regiones flanqueantes
cadena arriba y cadena abajo nmb1870 de 500 pb. Estas regiones se amplificaron a partir del genoma de MC58
usando los siguientes oligonucledtidos Udir GCTCTAGACCAGCCAGGCGCATAC (SEQ ID 59, sitio Xbat
subrayado); Ulnv TCCCCCGGGGACGGCATTTTGTTTACAGG (SEQ ID 60, Smail subrayado); DDir
TCCCCCGGGCGCCAAGCAATAACCATTG (SEQ ID 61, Sma1 subrayado) y Dinv
CCCGCTCGAGCAGCGTATCGAACCATGC (SEQ ID 62, Xho1 subrayado). Se generd un mutante deficiente en
capsula usando el mismo enfoque. El gen siaD se suprimié y reemplazé con ermC usando el plasmido
pBSACapERM. Las regiones flanqueantes cadena arriba y cadena abajo de 1000 pb y 1056 pb, respectivamente, se
amplificaron a partr del genoma de MC58 usando los siguientes cebadores: UCapDir
GCTCTAGATTCTTTCCCAAGAACTCTC (SEQ ID 63, Xba1 subrayado); Ucaplnv
TCCCCCGGGCCCGTATCATCCACCAC (SEQ ID 64, Sma1 subrayado); DCapDir
TCCCCCGGGATCCACGCAAATACCCC (SEQ ID 65, Sma1 subrayado) y DCaplnv
CCCGCTCGAGATATAAGTGGAAGACGGA (SEQ ID 66, Xho1 subrayado). Se clonaron fragmentos amplificados en
pBluescript y se transformaron en la cepa de N. meningitidis competente de forma natural MC58. La mezcla se
aplicé puntualmente en una placa de agar GC, se incubd durante 6 horas a 37 °C, CO; 5 %, después se diluyd en
PBS y se extendié en placas de agar GC que contenian eritromicina 5 pg/ml. La supresion del gen de nmb1870 en
las cepas MC58Anmb1870, 961-5945Anmb1870 y M1239Anmb1870 se confirmd por PCR; se confirmé la falta de
expresion de NMB1870 por analisis de transferencia de Western. La supresion del gen siaD y la falta de expresion
de la capsula en la cepa MC58AsiaD se confirmaron por PCR y FACS, respectivamente.

Lipoproteinas

Para investigar la lipidacion de NMB1870, se ensayo la incorporacion de palmitato de la cepa de E. coli BL21 (DEs3)
recombinante que portaba el gen de nmb1870 de longitud completa como se ha descrito en la referencia 193.

Se cultivaron las cepas meningocdcicas MC58 y MC58Anmb1870 en medio GC y se marcaron con acido [9,10-3H]-
palmitico (Amersham). Se lisaron células de 5 ml de cultivo hirviendo durante 10 min y se centrifugaron a 13.000
rpm. Los sobrenadantes se precipitaron con TCA y se lavaron dos veces con acetona fria. Las proteinas se
suspendieron en 50 yl de SDS 1,0% y se analizaron 15 yl por SDS-PAGE, se tifieron con azul brillante de
Coomassie, se fijaron y se empaparon durante 15 min en solucién Amplify (Amersham). Los geles se expusieron a
Hyperfilm MP (Amersham) a -80 °C durante tres dias.

Se detectd una banda radiactiva del peso molecular apropiado en MC58, pero no en el mutante de desactivacion de
Anumb1870.

E. coli recombinantes cultivadas en presencia de acido [9,10-3H]-palmitico también producen una banda radiactiva

en el peso molecular esperado, lo que confirma que E. coli reconoce el motivo de lipoproteina y afiade una cola
lipidica a la proteina recombinante.
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Deteccion de proteinas

Se cultivo la cepa MC58 a 37 °C con CO2 5 % en medio GC en fase estacionaria. Se recogieron muestras durante el
crecimiento (DOs20 nm 0,05-0,9). Se cultivd MC58Anmb1870 hasta DOs20rm 0,5. Se recogieron células bacterianas
por centrifugacion, se lavaron una vez con PBS, se resuspendieron en diversos volimenes de PBS para normalizar
los valores de DO. Se filtr6 el sobrenadante de cultivo usando un filtro de 0,2 ym y se precipité 1 ml mediante la
adicion de 250 pl de acido tricloroacético (TCA) al 50 %. La muestra se incub6 en hielo durante 2 h, se centrifugd
durante 40 min a 4 °C y el sedimento se lavd con etanol helado al 70 %, y se resuspendié en PBS. Se cargaron
después 3 pl de cada muestra (correspondiente a una DOs2 de 0,03) en geles de poliacrilamida 12% y se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa.

Se realizaron analisis de transferencia de Western de acuerdo con procedimientos convencionales, usando
anticuerpos policlonales inducidos contra proteina expresada en E. coli, a una dilucion 1:1000, seguido de una
dilucion 1/2000 de IgG anti humano marcado con HPR (Sigma). Se realizé exploracion usando un LabScan
(Pharmacia) y software Imagemaster (Pharmacia).

Como se muestra en la Figura 3, se detecté una proteina de ~29,5 kDa en los extractos celulares totales de N.
meningitidis. La cantidad de la proteina en el lisado celular completo aproximadamente se duplicé durante la curva
de crecimiento, mientras que la densidad 6ptica del cultivo aumenté de 0,05 a 0,9 DOs20nm. También se detectd una
banda del mismo tamafio en el sobrenadante del cultivo. La proteina no se detecté en el sobrenadante del cultivo
recién inoculado (DOgz nm 0,05), y aumentd aproximadamente cuatro veces durante el crecimiento de 0,1 a 0,9
DOs20 nm (Figura 4, panel izquierdo). La naturaleza genuina de la expresion en el sobrenadante se confirmé
ensayando las mismas muestras para ampollas de membrana y proteinas citoplasmaticas. Como se muestra en el
panel medio de la Figura 4, la ausencia de PorA en las preparaciones de sobrenadante de PorA descarta una
posible contaminaciéon con ampollas de membrana, mientras que la ausencia en el sobrenadante de proteina
citoplasmatica NMB1380 confirmd que las muestras de sobrenadantes no resultaban de la lisis celular (panel
derecho).

La cepa de desactivacion de MC58Anmb1870 no muestra ninguna proteina en lisado celular completo ni el
sobrenadante de cultivo (carriles “KO” en las Figuras 3 y 4).

Se detect6 NMB1870 por transferencia de Western en vesiculas de membrana externa, lo que confirma que la
proteina se segrega con las fracciones de membrana de N. meningitidis (Figura 5). Sin embargo, los sueros de
ratones inmunizados con los VME no reconocieron NMB1870 recombinante en transferencia de Western, lo que
sugiere que la proteina no es inmunogénica en preparaciones de VME.

El analisis de FACS usando los anticuerpos anti NMB1870 confirmd que la proteina esta expuesta en superficie y es
accesible a anticuerpos en cepas de N. meningitidis tanto encapsuladas como no encapsuladas (Figura 6). El
analisis de FACS uso6 un citometro de flujo FACS-Scan, con unidon de anticuerpo detectada usando un anticuerpo
secundario anti raton (molécula completa) conjugado con FITC (Sigma). El control FACS positivo usé SEAM3, un
mAb especifico para el polisacarido capsular de meningococo B [194]; el control negativo consistié en un antisuero
policlonal de ratén contra la proteina citoplasmatica NMB1380 [195].

El analisis de transferencia Western de 43 cepas mostré que NMB1870 se expresa en todas las cepas ensayadas.
Como se muestra en la Figura 7, sin embargo, los niveles de expresién variaron considerablemente entre cepas. Las
cepas ensayadas pudieron clasificarse ampliamente como expresion alta, intermedia y baja:

Cepas Alta Intermedia Baja
ET5 9/9 0/9 0/9
Linaje 3 7/9 1/9 1/9
ET37 2/3 1/3 0/3
A4 0/4 2/4 2/4
Otras 6/15 7/15 2/15
N. gonorrhoeae 0N 0N 11
N. cinerea 0/1 0/1 1M
N. lactamica 1M 0/1 0/1

Total| 25/43 (58 %) | 11/43 (25,5 %) | 7/43 (16,5 %)
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La mayoria de las cepas de linajes hipervirulentos (ET-5, linaje 3, ET-37) expresaron altos niveles de la proteina, con
la excepcion de A4 cuando dos cepas expresaron niveles intermedios y dos cepas expresaron niveles bajos. Resulta
interesante que la proteina se expresd a nivel alto por cepas que se han usado de forma clasica como cepas de
vacuna de VME. No se ha descubierto que ningun patron genético evidente prediga la cantidad de proteina
expresada por cada cepa. Incluso la presencia del elemento de IS en la regién promotora, que se descubrio en 8/70
cepas (una del serogrupo A, tres del linaje 3 y cuatro de las clasificadas como otras), no mostré ninguna correlacion
con la expresion de la proteina.

La exploraciéon de las transferencias de Western mostré que la diferencia de expresion entre alto e intermedio,
intermediado y bajo o alto y bajo podria ser de dos, cinco y nueve veces, respectivamente. No hay ninguna razén
inmediatamente aparente para los niveles de expresion diferentes, y el andlisis de las secuencias de ADN cadena
arriba del gen no mostrd ningun elemento que se correlacionara con la expresion.

Respuestas de anticuerpos

Se analizaron sueros de sujetos sanos y convalecientes con respecto a anticuerpos anti NMB1870 por transferencia
de Western. Se cargé NMB1870 purificado (1 pg/carril) en geles de SDS-poliacrilamida 12,5 % y se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. La proteina unida se detectd con dilucion 1/200 de suero, seguido de una dilucion
1/2000 de IgG anti humano marcado con HPR (Sigma). Aunque solamente 2/10 de los sueros de personas sanas
reconocieron NMB1870, 21/40 sueros convalecientes reconocieron la proteina, lo que conduce a la conclusién de
que NMB 1870 es inmunogénico in vivo durante la infeccion. Los antisueros de ratones inmunizados con NMB1870
recombinante se investigaron por lo tanto adicionalmente.

Para preparar antisueros, se usaron 20 ug de proteinas recombinantes NMB1870 variante 1, variante 2 y variante 3
para inmunizar ratones hembra CD1 de seis semanas de edad (Charles River). Se usaron de cuatro a seis ratones
por grupo. Las proteinas recombinantes se proporcionaron i.p., junto con adyuvante de Freund completo (CFA) para
la primera dosis y adyuvante incompleto de Freund (IFA) para las segunda (dia 21) y tercera (dia 35) dosis de
refuerzo. Se realizd el mismo programa de inmunizacion usando adyuvante de hidroxido de aluminio (3 mg/ml) en
lugar de adyuvante de Freund. Se tomaron muestras de sangre para analisis el dia 49.

Los antisueros se ensayaron con respecto a su capacidad para inducir destruccion mediada por complemento de
cepas de N. meningitidis encapsuladas, como se ha descrito previamente [3, 196] usando suero de cria de conejo
agrupado (CedarLane) usado como fuente de complemento. También se us6 suero de un adulto humano sano (sin
ninguna actividad bactericida intrinseca cuando se ensay6 a una concentracion final de 25 o 50 %) como fuente de
complemento. Se definieron los titulos bactericidas en suero como la dilucidon en suero resultante en el 50 % de
reduccioén en unidades formadoras de colonias (UFC) por ml después de 60 minutos de incubacién de bacterias con
mezcla de reaccion, en comparacion con UFC de control por ml en el tiempo 0. Tipicamente, las bacterias incubadas
con el anticuerpo de control negativo en presencia de complemento mostraron un aumento de 150 a 200 % en
UFC/ml durante la incubacién de 60 min.

Se seleccionaron cepas representativas de la expresion alta, intermedia y baja para el ensayo. La expresion
diferencial de la proteina en la superficie de las cepas seleccionadas se confirmé por analisis de FACS (Figura 8) -
MC58, un representante de las cepas de expresion alta se destruyd con alta eficacia por el suero diluido hasta
1/64.000; NZ394/98 (originalmente NZ98/254), un representante de la expresion intermedia también se destruyo con
alta eficacia, por el suero diluido hasta 1/16.000 e incluso la cepa 67/00, un representante de las cepas de expresion
baja se destruyo por el antisuero diluido hasta 1/2.048. Las cepas de control, en las que se habia desactivado el gen
nmb1870, no se destruyeron por el mismo antisuero.

Para confirmar si los sueros también eran capaces de conferir proteccion in vivo, se ensayaron con respecto a su
capacidad para inducir proteccion pasiva en el modelo de cria de rata. Se pretrataron crias de rata de cinco dias de
edad i.p. con antisuero anti NMB1870 o con anticuerpo monoclonal anti PorA en el tiempo 0 y se expusieron dos
horas después i.p. a 5 x 10° UFC/rata de MenC 4243 (OAc-positivo) o MenB NZ394/98. Se obtuvieron cultivos de
sangre cuantitativos 24 horas después. Se obtuvieron recuentos bacterianos en los cultivos de sangre (UFC/ml,
medias geométricas) sembrando sangre en placas de agar chocolate. El suero de control positivo fue anti PorA
(P1.2) para MenC y SEAM3 para MenB. Los resultados de los experimentos fueron los siguientes:

Pretratamiento Cepa de Exposicion 4243|Cepa de Exposicion NZ394/98
Positivos | UFC/ml x10® | Positivos UFC/ml x103

PBS 5/5 450 - -

Suero de control negativo 5/5 500 9/14 1260

Suero de control positivo 1/5 0,003 0/7 <0,001

Anti NMB1870 0/9 <0,001 0/14 <0,001
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Por lo tanto, no se recuperd ninguna colonia bacteriana de la sangre de las ratas inmunizadas de forma pasiva con
suero anti NMB1870, mientras que la mayoria de los animales de control negativo fueron bacteriémicos.

La actividad bactericida es especifica de variante

Cada variante tipo se expreso en E. coli como una proteina marcada con His y se us6 para inmunizar ratones. Los
sueros se usaron para ensayar la reactividad cruzada inmunolégica entre cepas de las tres variantes por FACS y
ensayo bactericida. Como se muestra en la Figura 11, por analisis de FACS, todas las cepas se reconocieron por
cada suero, aunque el grado de reconocimiento vario considerablemente, lo que reflejé habitualmente la homologia
de aminoacidos entre las proteinas.

En un analisis mas estrecho, el suero anti variante 1 (Figura 11, primera fila) reconocié la cepa MC58 muy bien
(como se esperaba), en un menor grado la cepa 961-5945 (74,1 % de identidad) y, en un menor grado, la cepa
M1239 (62,8 % de identidad). Se descubrié una tendencia similar para antisueros contra las variantes 2y 3 (filas 2 y
3 de la Figura 11), aunque con el suero anti variante 2 las diferencias no fueron tan sorprendentes.

Un anticuerpo monoclonal contra la capsula reconocié las tres cepas igualmente bien (fila 4), mientras que un suero
contra la proteina citoplasmica NMB1380 usado como control negativo no reconocié ninguna (fila 5). De forma
similar, los mutantes de desactivacion de nmb1870 no fueron reconocidos por ningun suero (fila 6).

Las diferencias en el inmunorreconocimiento entre las variantes fueron mas evidentes por el ensayo bactericida:

Suero MC58 961/5945 M1239
(variante 1) | (variante 2) | (variante 3)
Anti variante 1 64000 256 <4
Anti variante 2 <4 16000 128
Anti variante 3 <4 2048 16000

Los datos muestran que el suero contra cada variante fue capaz de inducir una destruccion mediada por
complemento eficaz de la cepa homodloga (los titulos varian entre 16.000 y 64.000), mientras que la actividad fue
baja (128-2.048) o ausente (<4) contra cepas de las otras variantes. Como se predice a partir de la homologia de
aminoacidos estrecha, los titulos bactericidas cruzados entre las variantes 2 y 3 fueron mayores que los otros.
Cuando se us6 complemento humano, se obtuvieron titulos bactericidas de 4.096, 256 y 512 con variantes 1, 2y 3,
respectivamente, usando las cepas tipo homdlogas. No se detectd ningun titulo contra las cepas heterdlogas.

Proteinas hibridas y en tandem

Las proteinas hibridas y en tandem pueden representarse por la férmula: NH2-A-[-X-L-],-B-COOH. Se construyeron
genes que codificaban diversas proteinas de este tipo, donde n = 2, los extremos N terminales de X; y X, se
suprimen hasta el final de sus regiones de poliglicina, y -L,- y -B- estan ausentes (o bien B es un marcador
polihistidina usado para purificacion). La siguiente tabla muestra los componentes de estas proteinas en sus formas
maduras y proporciona las SEQ ID NO del polipéptido completo y las SEQ ID NO y cepas para las secuencias
componentes A, Xi, L1y Xo:

SEQID A Xi L1 Xz pl
M | 79 - MC58 (SEQ 1D 80) | SEQID 78 | 2996 (SEQID81) | 6,74
2 | 82 - MC58 (SEQ ID 80) | SEQID 144 | 2996 (SEQID 81) | 6,63
@3) | 83 - MC58 (SEQID 80) | SEQID 78 | M1239 (SEQ ID 84)

@ | &5 - MC58 (SEQ ID 80) | SEQ ID 144 | M1239 (SEQ ID 84)

(5) | 87 | SEQID86 | 2996 (SEQID81) | SEQID 78 | M1239 (SEQID 84) | 6,44
(6) | 88 | SEQID86 | 2996 (SEQID81) | SEQID 144 | M1239 (SEQ ID 84) | 6,35
(7) | 89 | SEQID86 | M1239 (SEQID 84) | SEQID 78 | 2996 (SEQ ID 81)

(8) | 90 | SEQID86 | M1239 (SEQID 84) | SEQ ID 144 | 2996 (SEQ ID 81)

©) | o Cys '936' (SEQID 76) | SEQID 78 | 2996 (SEQID 81)

(10) | 92 Cys '936' (SEQ D 76) | SEQ ID 144 | 2996 (SEQ D 81)
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(continuacion)

SEQID | A X1 L1 X2 pl
(11)| 93 | Cys | '936'(SEQID76) | SEQID 78 | M1239 (SEQ ID 84)
(12) | 94 | Cys | '936' (SEQID 76) | SEQ ID 144 | M1239 (SEQ ID 84)

De estas doce proteinas, por lo tanto, ocho son proteinas NMB1870 en tandem (PM ~ 55 kDa) y cuatro son
proteinas hibridas con “9362996” €n el extremo N terminal (PM ~ 49 kDa). Se usaron dos enlazadores: (a) SEQ ID
NO: 78, que deriva del homologo de NMB1870 gonocdcico (SEQ ID NO: 46); y (b) un enlazador rico en glicina (SEQ
ID NO: 144). También se usé SEQ ID NO: 78 en el extremo N de proteinas maduras, sin sus dos restos de BamHI N

terminales (Gly-Ser) es decir SEQ ID NO: 86.

Las doce proteinas fueron solubles cuando se expresaron en E. coli y, después de la purificacion, se usaron para
inmunizar ratones. Se evaluaron las respuestas de anticuerpo bactericida en suero (SBA) frente a hasta cuatro
cepas meningococicas, asegurando una de cada una de las tres variantes de NMB1870 1 a 3 (mostradas como

superindices). El adyuvante fue CFA (parte superior) o un hidréxido de aluminio (parte inferior)

SBA
Proteina | 29962 [ MC58" | M1239® | 961/5945(2

4096 262144 2048 32768

@ 1024 32768 128 2048
8192 262144 2048 32768

@) 1024 16384 512 1024

- 131072 32768 4096

©) - 32768 4096 1024

- 262144 32768 8192

@ - 32768 1024 512
512 <4 4096 32768

©) 1024 16 4096 8192
4096 <4 32768 32768
© 2048 16 4096 16384
- 4 4096 32768

()

- 16 4096 8192
2048 32 32768 32768
®) 1024 32 8192 16384
2048 <4 <4 32768
©) 4096 <4 512 16384
4096 <4 256 131072

(10)

512 <4 <4 2048

256 <4 >32768 2048

an 4 4 4096 128
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(continuacion)
SBA

Proteina | 2996 | MC58(" | M1239C) | 961/5945(2

2048 <4 >32768 4096
(12)
16 256 4096 256

Estos resultados muestran claramente la naturaleza especifica de variante de las reacciones inmunitarias. Por
ejemplo, las proteinas (1) y (2) incluyen secuencias de las variantes de NMB1870 1y 2, y los mejores resultados de
SBA se ven frente a estas dos variantes. De forma similar, los mejores resultados se ven frente a variantes 1y 3
cuando se usan las proteinas (3) y (4). Se ve buena actividad usando NMB1870 de las variantes 2 y 3, en cualquier
orden del extremo N terminal al extremo C terminal, usando las proteinas (5) a (8), con poca actividad contra la
variante 1. La naturaleza especifica de variante de la respuesta de NMB1870 también es evidente cuando se usan
las proteinas hibridas, proporcionandose algo de actividad anti 2996 por el resto “936”.

Los siguientes cebadores oligonucleotidicos se usaron durante la construccion de las 12 proteinas:

Proteina Cebador SEQ ID NO (Dir e Inv) Sitios de
restriccion

(1) 95y 96 BamHI y Xhol
(2) 97 y 98 BamHI y Xhol
(3) 99y 100 BamHI y Hindlll
(4) 101y 102 BamHI y Hindlll
(5) 103y 104 BamHI y Hindlll
(6) 105y 106 BamHI y Hindlll
(7) 107 y 108 BamHl! 'y Xhol
(8) 109y 110 BamHI y Xhol
9) 111y 112 BamHI y Xhol
(10) 113y 114 BamHI y Xhol
(11) 115y 116 BamHI y Hindlll
(12) 117y 118 BamHI y Hindlll

NMB1870wm1239 119y 120 Ndel y BamHI

NMB 18702996 121y 122 Ndel y BamHI

Proteina en tandem triple

Se construy6 una proteina “en tandem triple”, donde n=3, basandose en las cepas (1) MC58, (2) 2996 y (3) m1239.
La proteina en tandem triple de 757 unidades NH2-A-X1-L1-X2-L2-X3-L3-B-COOH tiene la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 142:

Resto A X1 L+ Xo L, Xs Ls | B

Detalle - NMB1870wmcss | Enlazador rico | NMB18702906 | Enlazador rico | NMB1870m1239 - -
en Gly en Gly

SEQID - 80 144 81 144 84 - -

Variante - 1 - 2 - 3 - -
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X2 y X3 carecen ambos del extremo N terminal hasta sus regiones de poliglicina (es decir son secuencias AG).
Titulos de SBA bactericidas

Los ratones se inmunizaron con nueve proteinas diferentes y la actividad bactericida de los sueros resultantes se
ensayo frente a diferentes cepas de meningococo, incluyendo ambas cepas que coinciden con las cepas de las que
derivaron las proteinas inmunizadoras y cepas que son diferentes de las proteinas inmunizadoras. Las nueve
proteinas fueron:

(A), (B) y (C) Proteinas hibridas de 936 y NMB1870

(A) NMB1870wcss = variante 1 [12]
(B) NMB18702996 = variante 2 por ejemplo SEQ ID NOS: 91 y 92
(C) NMB1870m1239 = variante 3 por ejemplo SEQ ID NOS: 91 y 92

(D), (E) y (F) NMB 1870 de cepas individuales

(D) NMB1870wmcss = variante 1 por ejemplo SEQ ID NO: 80
(E) NMB18702996 = variante 2 por ejemplo SEQ ID NO: 81
(F) NMB1870m1239 = variante 3 por ejemplo SEQ ID NO: 84

(G), (H) y (I) proteinas en tandem de NMB1870

(G) NMB1870mcss-NMB18702996 = variantes 1y 2 por ejemplo SEQ ID NO: 79 y 82
(H) NMB18702996-NMB 18701239 = variantes 2 y 3 por ejemplo SEQ ID NO: 87 y 88
(1) NMB1870mcs58-NMB1870m1239 = variantes 1 y 3 por ejemplo SEQ ID NO: 83 y 85

Las respuestas bactericidas se midieron frente hasta 20 cepas que poseen la variante 1 de NMB 1870, frente hasta
22 cepas con la variante 2 de NMB1870 y frente hasta 5 cepas con la variante 3.

La eficacia bactericida de sueros inducidos contra proteinas (A) a (C) coincidié con el genotipo de las cepas de
ensayo por ejemplo usando CFA como adyuvante para las inmunizaciones, los titulos de SBA contra la cepa MC58
(variante 1) fueron: (A) 262144; (B) <4; (C) <4. De forma similar, cuando los sueros se ensayaron frente a la cepa
961-5945 (variante 2) el SBA fue: (A) 256; (B) 32768; (C) 4096. Finalmente, frente a la cepa M1239 (variante 3) los
titulos fueron: (A) <4; (B) 512; (C) 32768.

Usando CFA o hidréxido de aluminio como adyuvante, la proteina (A) proporciono titulos de ABS de =512 frente a
las siguientes cepas: M01-240185, M2197, LPN17592, M6190 (todas ET37); MC58, BZ83, CU385, N44/89, 44/76,
M2934, M4215 (todas ET5); BZ133; M1390, 1SS1026, 1SS1106, 1SS1102 (lin. 3); F6124 (slll); y M2937 (otras). Estas
cepas abarcan los serogrupos A, B, C y W135; no se ensay6 ninguna cepa del serogrupo Y.

Usando CFA o hidroxido de aluminio como adyuvante, la proteina (B) proporcion6 titulos de ABS 2512 frente a las
cepas: 2996, 961-5945, 96217 (grupo A4); M01-240013, C11, NGH38, M3279, M4287, BZ232 (otras). Estas cepas
abarcan los serogrupos B y C; no se ensayo ninguna cepa de serogrupo A, W1350'Y.

Usando CFA o hidroxido de aluminio como adyuvante, la proteina (C) proporciond titulos de ABS =512 frente a las
cepas: M01-0240364, NGP165 (ET37); M1239 (lin. 3); M01-240355, M3369 (otras). Estas cepas estan en el
serogrupo B, y no se ensayo ninguna cepa de serogrupo A, C, W1350Y.

Los patrones de ABS vistos con las proteinas (A) a (C) también se vieron con las proteinas (D) a (F). Contra la cepa
MC58, el suero obtenido usando una proteina (D) y adyuvante de hidroxido de aluminio proporcionaron un titulo de
ABS de 16384, mientras que los sueros obtenidos usando la proteina (E) o (F) y el mismo adyuvante proporcioné
titulos de ABS <4. Frente a la cepa 961-5945, los sueros de proteina (D) y (F) proporcionaron titulos menores que
los obtenidos usando (E). Frente a la cepa M1239, los titulos de ABS fueron: (D) <4; (E) 128; (F) 16384.

Con proteinas en tandem se amplié la eficacia de ABS. Los sueros obtenidos usando proteina (G) fueron
bactericidas contra la cepa MC58 y 961-5945, asi como otras cepas que poseen la variante 1 o variante 2 de
NMB1870. Los sueros inducidos contra la proteina (H) proporcionaron titulos bajos frente a cepas que poseian la
variante 1 de NMB1870, pero titulos altos contra otras cepas por ejemplo 163 84 frente a la cepa 961-5945 (variante
2)y 32768 frente a la cepa M3369 (variante 3).

Los sueros obtenidos por inmunizacion con proteina con CFA como adyuvante (H) proporcionaron titulos de ABS
2512 frente a: LNP17094, 96217, 961-5945, 2996, 5/99 (grupo A4); C4678, MOI-0240364, NGP165 (ET37); M1239
(lin. 3); M2552, BZ232, M3279, M4287, 1000, NGH38, C11, M01-240013, M01-240355, M3369 (otras). Estas cepas
abarcan los serogrupos B y C; la actividad contra cepas de los serogrupos A, W135 o0 Y no se ensayo con proteina

(H).

Los sueros obtenidos por inmunizacion con proteina con CFA como adyuvante () proporcionaron titulos de ABS
2512 frente a: M01-0240364, 14784, M6190, MC58, LPN17592, M2197 (ET37); 44/76 (ET5); M1239, ISS1102,
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ISS1106, 1SS1026, 394/98 (lin. 3); M2937 (otras). Estas cepas abarcan los serogrupos B, C y W135; la actividad
contra cepas de los serogrupos A 0 Y no se ensay6 con proteina (1).

Después de inmunizacién con proteinas que contenian la variante 1 de NMB 1870, los sueros ensayados contra
hasta 20 cepas que tenian un NMB 1870 en la variante 1 proporcionaron titulos de ABS de la siguiente manera:

Proteina A A OO @] @) M| 0

Adyuvante CFA|Alum|CFA|Alum|CFA|Alum|CFA|Alum

n.° de cepas ensayadas| 18 | 20 [ 20 [ 20 [ 13 | 13 | 11 | 11

SBA <128 1 7 4 3 0 5 0 2
SBA 128-512 2 4 0 4 0 3 0 3
SBA >512 151 9 (16| 13 | 13| 5 | 11 6

Después de inmunizacion con proteinas que contenian la variante 2 de NMB1870, los sueros ensayados contra
hasta 22 cepas que tenian un NMB1870 en la variante 2 proporcionaron titulos de ABS de la siguiente manera:

Proteina B)| B)| (B)[(@G)] @) [H)H) | DO

Adyuvante CFA|Alum|Alum|CFA|Alum|CFA|Alum|CFA|Alum

n.° de cepas ensayadas| 16 | 19 [ 22 (16 | 15 (22 | 22 | 7 6

SBA <128 6 | 14|13 | 6 | 10 | 7 8 3 5
SBA 128-512 0 2 7 3 3 1 6 0 1
SBA >512 10| 3 2 7 2 |14 8 4 0

Después de inmunizacién con proteinas que contenian la variante 3 de NMB1870, los sueros ensayados frente
hasta 5 cepas que tenian un NMB1870 en la variante 3 proporcionaron titulos de ABS de la siguiente manera:

Proteina © € FE)|@| (@) [H)]H) [ MO

Adyuvante CFA|Alum|Alum|CFA|Alum|CFA|Alum|CFA|Alum

n.° de cepas ensayadas| 5 5 5 5 5 5 5 3 3

SBA <128 0 1 1 1 1 0 0 1 1
SBA 128-512 0 0 0 0 2 0 0 0 1
SBA >512 5 4 4 4 2 5 5 2 1

Conclusiones

Al principio, parece que NMB1870 no es un antigeno util para inmunizacion amplia, sus niveles de expresion varian
entre cepas, hay variabilidad de secuencia significativa, y no hay ninguna proteccién cruzada entre las diferentes
variantes. Sin embargo, se ha mostrado que incluso las cepas que expresan niveles muy bajos de este antigeno son
susceptibles a sueros anti NMB1870. Ademas, la diversidad de secuencia esta limitada a tres formas variantes de
modo que puede conseguirse inmunidad amplia sin necesidad de un gran nimero de antigenos. Ademas, parece
que estas tres proteinas pueden ofrecer inmunidad contra mas que solamente meningococo del serogrupo B.

Las diferentes variantes de NMB1870 pueden expresarse juntas como proteinas de fusién para proporcionar
cadenas polipeptidicas individuales que son activas contra mas de una variante.
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NMB1870 es inmunogénico durante la infeccidn, es capaz de inducir anticuerpos bactericidas, y protege a crias de
rata de exposicidn bacteriana.

Puede encontrarse informacién experimental adicional sobre NMB1870 en la referencia 197.

Se entendera que la invencion se ha descrito anteriormente solamente como ejemplo y pueden realizarse
modificaciones permaneciendo aun dentro del alcance de la invencion.

Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO: Descripcion
1-23 23 secuencias de NMB1870 diferentes, longitud completa
24-45 23 secuencias de NMB1870 diferentes, con cisteinas N terminales
46 Secuencia de aminoacidos N terminal usada para expresion
47-66 Cebadores de PCR
67-69 Secuencias parciales de la Figura 1
70-73 & 86 Motivo§’ de secuencia para conservacion u omision de proteinas de la
invencién
74-75 Cajas Fur
76 “936” de MC58, con péptido lider procesado
77 Ejemplo de un hibrido 936mcss-AG-NMB1870m1239
78 Secuencia derivada de gonococo usada para expresion quimérica

79, 82, 83, 85, 87, 88, 89, 90 |Proteinas NMB1870 en tandem

80, 81, 84 Secuencias de NMB 1870 truncadas
91-94 Proteinas hibridas de “936” y NMB1870
95-122 Cebadores de PCR
123-141 Secuencias de NMB1870 de longitud completa
142 Secuencia de NMB 1870 en tandem triple
143 Secuencia de Haji NadA
144 Enlazador de glicina
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Gly

Thr

40

Bsp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Bsp

Ser

Lys

Ile

200

Tyr

Leu

41

Fhe

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Ser

z1lu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser

10

Gly

Fro

Ser

Lys

Bsp

90

Gln

His

Bsp

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Asn

Ala

250

His

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln
235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

=zlu

Arg

Thr

Lys

Asp
220

Asp

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lyvyg

His

Gly

Ile

Ser

205

=lu

Glu

Val

Gly

Ala

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

1190

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

130

Fro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Fhe

Glu

Arg

Gly

Gly
255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Ala

Phe

160

Phe

Ala

Leu

His

Ser
244

Ser

Ala



Met Asn Arg Thr
Leu Thr Ala Cys
z0

Ala Gly Leu &la
35

Ser Leu Gln Ser
50

Leu Lys Leu Ala

3er Leu Asn Thr

Phe Ile Arg Gln

100

Gly Glu Phe Gln
115

Gln Thr Glu Gln
130

Lys Arg Arg Phe
145

Asp Lys Leu Pro
Gly Ser Asp Asp
180

Ala Lys Gln Gly
195

Asn Val Glu Leu
210

Ala Val Ile Ser
225

Tyr Ser Leu Gly

Ala Glu Val Glu
260

Lys Gln

<210> 5

<211> 279

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 5

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

8BS

Ile

Val

Glu

Lys

Lys

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile
245

Thr

ES 2 637065 T3

Fhe

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Lsp

zlvy

Thr

Ser
230

Fhe

Ala

Cvs

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Val

Lys

Asp

135

=ly

Val

Gly

Lys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cvs

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Bsp

Gln

120

Fro

Bsp

Met

Lys

Ile

200

Tyr

Leu

Gly

Gly

42

Fhe

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser

10

Gly

Fro

Ser

Lys

Bsp

90

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Asn

Ala
250

His

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Fro

Gln
235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

=zlu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Asp

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Glu

=lu

Val

Gly

Ala

Bsp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

14940

Fro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Phe

Glu

His

Gly

Gly
255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

Asp

Ser

Leu

Ala

Phe

160

Phe

Ala

Leu

His

Ser
240

Ser

Ala



Met Asn Arg
Leu Thr &la
Ala Ala Asp

35

Asp His Lys
50

Arg Lys Asn
65

Tyr Gly Asn
Val Ser Arg
Ile Thr Leu

115

Ala Leu Thr
130

Gly Lys Met
145

Glu His Thr
Arg Gly Thr

Thr Ile Asp
195

Lys 32r Pro
210

Asp Lys Lys
225

Asp Glu Lys

Glu Val Ala
Ile Gly Leu

<210> 6
<211> 274
<212> PRT

Thr

Cvys

20

Ile

Asp

51lu

Gly

Fhe

100

Glu

Ala

Val

Ala

180

Fhe

Glu

Arg

Gly

Gly
260

Ala

<213> Neisseria meningitidis

Thr

Ser

Gly

Lys

Lys

Asp

8BS

Asp

Ser

Ala

FPhe

165

FPhe

Ala

Leu

His

Ser
245

Ala

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Ala

Gly

Fhe

Lys

150

Asp

Gly

Val

Aen

Ala

230

Tyr

Ala

Lys

Phe

Gly

Gly

Lys

Leu

Ile

Glu

Thr

135

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

215

Val

Glu

Gln

Cvys

Gly

Leu

40

Gln

Leu

Asn

Arg

FPhe

120

z1lu

Gln

Leu

Asp

Gln

200

Asp

Ile

Leu

Val

43

Leu

Gly

25

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

105

Gln

Gln

FPhe

Fro

Asp

185

Gly

Leu

Ser

Gly

Glu
265

Ser

10

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly

90

Ile

Val

Val

Arg

Lys

170

Ala

His

Ala

Gly

Ile
250

Thr

Leu

Ser

Ala

Thr

Gln

75

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

155

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

235

Fhe

Ala

Thr

Gly

Leu

Leu

0

Gly

Leu

Val

Lys

BEsp

140

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

2240

Val

Gly

Asn

Ala

Gly

Thr

45

Bsp

Ala

Lys

Asp

Gln

125

Ser

Asp

Ser

Lys

Ile

205

Tyr

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

1190

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

130

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
270

Leu

15

Gly

Fro

Ser

Lys

Asp

95

Gln

His

Asp

Ala

Thr

175

Thr

His

Lys

Asn

Ala
255

His

Ile

Val

Leu

Val

Thr

80

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

160

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

240

Gln

His



<400> 6

Met

Leu

Ala

Ser

Leu

65

Ser

Phe

Gly

Gln

Lys

145

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala

225

Tyr

Ala

Lys Gln

<210>7
<211> 274
<212> PRT

Aszsn

Thr

Val

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

210

Val

Ser

Glu

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Aszsn

Arg

Phe

115

Glu

Gln

Leu

Asp

Gln

195

Asp

Ile

Leu

Val

Thr

Cys

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Fhe

Pro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

Glu
260

<213> Neisseria meningitidis

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Val

Val

Arg

Glu

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Fhe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Ser

Gly

Ala

Ser

230

Fhe

Ala

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ser

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Asp

Arg

Lys

Ile

200

Asp

Leu

Gly

Gly

44

Leu

Gly

Ala

Gln

Glu

Aszsn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

90

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Aszsn

Ala

250

Arg

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

Glu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Ala

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Lys

Glu

Val

Gly

Ala

Asp

Lys

Asn

Aszsn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

120

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Fhe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Phe

Glu

Arg

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Ala

Fhe

160

Fhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<400> 7

Met

Leu

Ala

Ser

Leu

65

Ser

Phe

Gly

Gln

Lys

145

Asp

Gly

Ala

Aszsn

Ala

225

Tyr

Ala

Lys

<210> 8

<211> 274
<212> PRT

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

210

Val

Ser

Glu

Gln

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Gln

Leu

Asp

Gln

195

Asp

Ile

Leu

Val

Thr

Cys

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Fhe

Pro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

Glu
260
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Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

Ile

Val

Val

Arg

Glu

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Ser

Gly

Ala

Ser

230

Phe

Ala

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ser

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Asp

Arg

Lys

Ile

200

Asp

Leu

Gly

Gly

45

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Azn

Ala

250

Arg

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

Glu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Ala

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Lys

Glu

Val

Gly

Ala

Asp

Lys

Aszsn

Aszsn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

1320

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Phe

Glu

Arg

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Ala

Fhe

160

Phe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<400> 8

Ala

Fhe

Ely

Gln

Lys

145

Asp

Gly

Ala

Asan

Ala
225

Tyr

Ala

Lys

<210>9
<211> 274
<212> PRT

Asn

Thr

Ely

Leu

50

Lys

Ile

zlu

Thr

130

Arg

Lys
Val
210

Val

Glu

Gln

Arg

Ala

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Gln

Asgp
Gln
155

Asp

Ile

Val

Thr

Cvs

z0

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Fhe

Fro

hsp

180

Gly

Gly

Lys
260
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Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Val

Val

Arg

Glu

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Phe

Ala

et

Gln

70

Lys

zlu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

zlvy

Gly

Ala

Ser

230

Fhe

Val

Cvys

Gly

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cvys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Bsp

Gln

120

Ser

Asp

Arg

Lys

Ile

200

Tyr

Leu

Gly

Gly

46

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

=lu

Ile

Tyr

Lys

Ile
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

80

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Ile

His

Lys

Asn

Ala

250

Arg

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Fro

Gln

235

Gln

His

Thr

Ala

Bsp

Arg

0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

Glu

Arg

Thr

Lys

Asp

2240

Ala

Glu

Ile

Thr

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Glu

Glu

Val

Gly

Ala

Bsp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

14940

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu

15

Ile

Bsp

Glu

Gly

FPhe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Phe

Glu

His

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

g0

Asp

Ser

Leu

Ala

FPhe

160

Fhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<400> 9

Met

Leu

Ala

Gly

Leu

&5

Ser

Phe

Gly

Gln

Lys

145

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala

225

Tyr

Ala

Lys

<210> 10

<211> 273
<212> PRT

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

E1lu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

210

Val

Ser

Glu

Gln

Arg

Ala

Leu

35

Arg

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

E1lu

Arg

Leu

Asp

Gln

195

Asp

Ile

Leu

Val

Thr
Cys
20

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Phe

Arg

Asp

180

Gly

Ser

Gly

Lys
260
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Ala

Ser

Gly

85

Ile

Val

E1lu

Arg

Glu

165

Ala

Tyr

Ala

Ile
245

Thr

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

230

Phe

Ala

Cys

Gly

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Asp

Arg

Lys

Ile

200

Asp

Leu

Gly

Gly

47

Leu

Gly

25

Ala

Gln

=zlu

Asn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

=zlu

Ile
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

20

Eln

His

His

Ala

Thr

174

Thr

His

Lys

Asn

Ala

23540

His

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Eln

235

Eln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

=zlu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Asp

=zlu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Glu

=zlu

Val

Gly

Ala

Asp

30

Lys

Azn

Asn

Arg

Leu

114

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

190

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
274

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

FPhe

]

=zlu

Ala

Val

Ser

Ala

175

FPhe

Glu

His

Gly

Gly

255

Ala

Gly

Lys

Lys

Asp

g0

Asp

Ser

Leu

Ala

FPhe

160

FPhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala
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<400> 10

Met ZAsn Arg Thr
1

Leu Thr Ala Cys
20

Ala Gly Leu Ala
35

Ser Leu Gln Ser
50

Leu Lys Leu Ala
65

S5er Leu Asn Thr
Phe Ile Arg Gln
100

Gly Glu Phe Gln
115

Gln Ile Glu Lys
130

Gln Arg Ser Phe
145

Asn Gln Leu Pro
Ser Asp Asp Ala
180

Lys Gln Gly His
195

Val Glu Leu Ala
210

Val Ile Leu Gly
225

His Leu Ala Leu

Thr Val Lys Ile
260

Gln

<210> 11

<211> 273

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 11

ES 2 637065 T3

2Ala Phe

Ser Ser

Asp Ala

Leu Thr

Ala Gln

70

Gly Lys

Ile Glu

Ile Tyr

Ile Asn

Leu Val

150

Asp Gly
165

Gly Gly

Gly Lys

Ala Ala

Asp Thr
230

Phe Gly
245

Gly Glu

Cvys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Cvys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Fro

Gly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

3 Val

48

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Asp

Asp

Leu

Glu

Thr

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Il=

Gly

155

His

Thr

Lys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

Asp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

Ala

Asp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

220

Glu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Asp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Phe

190

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

FPhe

95

Glu

Ala

Il=

Ala

Phe

175

Ala

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Asn

Fhe

160

Ser

Ala

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



10

Ala

Leu
(43)

Ser

Phe

Gly

Gln

Gln

145

Asn

Lys

Val

Val
225

His

Thr

Gln

<210> 12
<211> 273
<212> PRT

Aszn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

E1lu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

E1lu

210

Ile

Leu

Val

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

E1lu

Ser

Leu

Asp

Gly

195

Leu

Ala

Lys

Thr

Cys
20

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Phe

Pro

Ala

180

His

Ala

Gly

Leu

Ile
260

<213> Neisseria meningitidis

<400> 12

Gly
35

Ile
Ile
Ile
Leu
Ser
165

Gly

Gly

Asp

Phe
245

Arg

ES 2 637065 T3

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

130

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr

230

Gly

E1lu

Cvs

Gly

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

E1lu

215

Arg

Asp

Lys

Cvs

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

ASD

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Tyr

Arg

Val

49

Leu

Gly

25

Ala

Gln

=zlu

Asn

Gly

105

Asp

Asp

Leu

=zlu

Thr

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser
10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

90

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

174

Tyr

Leu

Ala

Gly

Eln

23540

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Thr

Lys

Asp

=zlu

235

=zlu

Ile

Thr Ala

2la 2&la

Asp His

45

Arg Lys

Tyr Gly

Val Ser

Ile Thr

Ala Val

125

Asp Ser
140

=lu His

Gly Lys

Ile Asp

Thr Pro

205
Glu Lys
220
Glu Lys

Ile Ala

Gly Ile

Ala

Asp

Lys

Azn

Asn

Arg

Leu

114

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

190

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
274

Leu
15

Ile

Asp

Glu

Gly

FPhe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

FPhe

175

Ala

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Tle

Gly

Lys

Lys

Asp

&0

Asp

Ser

Leu

Azn

FPhe

160

Ser

Ala

Azn

Ala

Tyr

2449

Ala

Lys



<210> 13

Met

Leu

REla

Gly

Leu

65

Ser

Phe

Gly

Gln

Gln

145

Asn

Ser

Lvys

Val

Val

225

His

Thr

Gln

<211> 273
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 13

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Leu

Val

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Ser

Leu

Asp

Gly

195

Leu

Leu

Ala

Lys

Thr

Cys
20

REla

Ser

REla

Thr

Gln

100

Gln

Lys

FPhe

Fro

Fro

130

Tyr

Ala

Gly

Leu

Ile
260

Ala

Ser

Bsp

Leu

REla

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

Ser

165

Asn

Gly

Ser

Asp

Fhe

245

Arg

ES 2 637065 T3

FPhe

Ser

REla

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Gly

Arg

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cvys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Arg

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lys

Cvys

Gly

Thr

40

Bsp

REla

Lys

AsSp

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

50

Leu

Gly
25

REla

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Bsp

hsp

Leu

Glu

His

185

His

Lvys

Gly

Ala

His
265

Ser
10

Gly

Pro

Ser

Lys

AsSp

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Ser

Lvys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

Bsp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

REla

hsp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

220

Glu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lvys

Lvys

Ala

Ile

Ala

Asp
30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

1920

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu
15

Il=

Bsp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

REla

Ile

Ala

Fhe

175

Thr

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

hsp

BO

AsSp

Ser

Leu

Asn

FPhe

10

Ser

Lys

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



Met

Leu

Ala

Phe

Gly

Gln

Gln

145

Asn

Lys

Val

Val
225

His

Thr

Gln

<210> 14
<211> 273
<212> PRT

Asn

Thr

Ely

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Val

Arg

Ala

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Asp

Gly

195

Leu

Ala

Lys

Thr
Cvys
20

Ala

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Pro

Fro

180

Tyr

Ala

Gly

Leu

Ile
260

<213> Neisseria meningitidis

<400> 14

Ala

Ser

Asp

Ala

Gly

8BS

Ile

Ile

Ile

Ser

165

Azn

Gly

Ser

hsp

Phe
245

Arg

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

zlvy

Gly

Arg

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cys

Gly

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Arg

Ile

=zlu

215

Arg

Asp

Lys

Cys

Gly

Thr
40

Bsp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Pro

=ly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

51

Leu
Gly
25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Asp

Bsp

Leu

z1lu

His

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser
10
Gly

Pro

Ser

Lys

Bsp

90

Gln

His

Lys

=ly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Ser

Lys

Asp

=lu

235

=zlu

Ile

Thr

Ala

Bsp

Arg

Tyr

Val

Ile

ala

BEsp

140

=lu

Gly

Ile

Thr

=lu

220

=lu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lyvyg

Asp

Fro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala
Asp
30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

119

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

190

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu
15
Ile

Bsp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

Phe

175

Thr

Gln

His

Thr

Ser
255

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Asn

Phe

160

Ser

Lys

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



<210> 15

Met
Leu
Ala

Ser

Leu
6b

Ser
Phe
Gly
Gln
Gln
145
Asn
Ser
Lvys
Val
Val
225
His
Thr

Gln

<211> 273
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 15

Asn

Thr

Gly

Leu
50

Lys

Leu

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Leu

Val

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Ser

Leu

Asp

Gly

195

Leu

Leu

Ala

Lys

Thr
Cys
20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Fro

Fro

130

Tyr

Ala

Gly

Leu

Ile
260

Ala

Ser

AsSp

Leu

Ala

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

Gly

165

Asn

Gly

Ser

Asp

Fhe

245

Arg

ES 2 637065 T3

Fhe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Gly

Arg

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cys

Gly

Leu

Leu
55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Arg

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lys

Cys

Gly

Thr

40

Bsp

Ala

Lys

AsSp

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

52

Leu
Gly
25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Bsp

Bsp

Leu

Glu

His

185

His

Lvys

Gly

Ala

His
265

Ser
10
Gly

Fro

Ser

Lys

AsSp

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Ser

Lvys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

AsSp

Arg
60

Tyr

Val

Ile

REla

Bsp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

220

Glu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lvys

Lys

Ala

Ile

Ala
AsSp
30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

1920

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu
15
Ile

AsSp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

REla

Ile

Ala

Fhe

175

Thr

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

AsSp

BO

AsSp

Ser

Leu

Asn

Fhe

10

Ser

Lys

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



Met

Leu

Ala

Phe

Gly

Gln

Gln

145

Asan

Lys

Val

Val
225

His

Thr

Gln

<210> 16
<211> 273
<212> PRT

Asn

Thr

Ely

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Val

Arg

Ala

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Asp

Gly

195

Leu

Ala

Lys

Thr
Cvys
20

Ala

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Fro

Fro

180

Tyr

Ala

Ile
260

<213> Neisseria meningitidis

<400> 16

Ala

Ser

Ala

Gly
85
Ile

Ile

Ile

Asp

165

Azn

Gly

Ser

hsp

Fhe
245

Arg

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Ala

Thr

Gln
70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Gly

Arg

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cvys

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Arg

Ile

=zlu

215

Arg

Asp

Lys

Cvys

Gly

Thr

40

Bsp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Pro

=ly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

53

Leu

Gly

25

Thr

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Asn

Bsp

Leu

Glu

His

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

AsSp

90

Gln

His

Lys

=ly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr
75

Lys

Thr

Ser

Ile

Gly

155

His

Ser

Lys

Asp

=lu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

Bsp

Arg

0

Tyr

Val

Ile

ala

BEsp

140

=lu

Gly

Ile

Thr

=lu

2240

=lu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Fro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Asp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

119

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

190

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

Bsp

Glu

Gly

FPhe

95

Ala

Ala

Ile

Ala

Fhe

175

Thr

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp
80

Asp

Ser

Leu

Asn

Phe

160

Ser

Lys

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



<210> 17

Met
L=u
Ala
Ser
Leu

65

Ser

Fhe
Gly
Gln
Gln
145
Asn
Ser
Lvys
Val
Val
225
His
Thr

Gln

<211> 273
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 17

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Leu

Val

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Ser

Leu

Asp

Gly

195

Leu

Leu

Ala

Lvys

Thr

Cys

20

Ala

Ser

REla

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Fro

Pro

130

Tyr

Ala

Gly

Leu

Ile
260

Ala

Ser

AsSp

Leu

REla

Gly
85

Ile

Ile

Ile

Leu

Asp

165

Asn

Gly

Ser

Asp

Fhe

245

Arg

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Gly

Arg

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Arg

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lvys

Cys

Gly

Thr

40

Bsp

REla

Lys

Bsp

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

54

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Asn

hsp

Leu

Glu

His

185

His

Lvys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Fro

Ser

Lys

AsSp
90

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Thr

Ser

Ile

Gly

155

His

Ser

Lvys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

AsSp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

REla

hsp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

220

Glu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lvys

Lys

Ala

Ile

Ala

AsSp

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

FPhe

1920

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

AsSp

Glu

Gly

Phe
95

REla

REla

Ile

Ala

Fhe

175

Thr

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Bsp

BO

AsSp

Ser

Leu

Asn

Fhe

160

Ser

Lvys

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lvys



<210> 18

Met

Leu

REla

Gly

Leu

65

Ser

Fhe

Gly

Gln

Gln

145

Asn

Ser

Lys

Val

Val

225

His

Thr

Gln

<211> 281
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 18

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Leu

Val

Arg

REla

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Phe

115

Glu

Ser

Leu

Asp

Gly

195

Leu

Leu

Ala

Lvys

Thr

Cys

20

REla

Ser

Ala

Thr

Gln
100

Gln

Lys

Fhe

Pro

Pro

180

Tyr

Ala

Leu

Ile
260

Ala

Ser

Bsp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Ile

Ile

Leu

Asp

165

Asn

Gly

Ser

Asp

FPhe

245

Arg

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

REla

Met

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Gly

Arg

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lvys

Arg

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lvys

Cys

Gly

Thr

40

Bsp

Ala

Lys

Bsp

Gln

120

Fro

Gly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

55

Leu

Gly

25

REla

Gln

Glu

Asn

Gly
105

Asn

AsSp

Leu

Glu

His

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

AsSp

90

Gln

His

Lys

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Thr

Ser

Ile

Gly

155

His

Ser

Lys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

REla

Bsp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

Ala

AsSp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

220

Glu

Ile

Gly

Thr

REla

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lvys

Asp

Fro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Bsp

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu
110

Val

Leu

Thr

Ala

FPhe

130

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu
15
Ile

Bsp

Glu

Phe
S5

REla

Ala

Ile

Ala

FPhe

175

Thr

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly
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Leu
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Leu

235

Ala

Lys

Thr
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Ile

Thr

80

Lys

Asp

Gln

Fro

Gly

160

Ala

Leu

Glu
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Cys

Gly

Gly

Leu

55

Thr
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Leu

Ala

Leu

90

Val

Glu
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Asp

Gly

Leu

Ser

Gly

225

Glu

<210> 26
<211> 255
<212> PRT

Ser

Asp

Leu

2la

50

Gly

Ile

Val

Val

Arg

130

Lys

Ala

His

2la

Gly

210

Ile

Thr

Ser

2la

Met

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

115

Ile

Gly

Gly

Gly

Thr

195

Ser

Phe

Ala

Gly

Leu

20

Leu

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asp

Gly

Gly

Gly

Lys

180

2la

Val

Gly

Asn

<213> Neisseria meningitidis

<400> 26

Gly

Thr

Asp

2la

Lys

Asp

Gln

Ser

Asp

Ser

Lys

165

Ile

Tyr

Leu

Gly

Gly
245

ES 2 637065 T3

Gly

2la

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Ser

Glu

Ile

Ala

150

Leu

Glu

Ile

Tyr

Gln

230

Ile

Gly

Pro

Ser

Lys

55

Asp

Lys

His

Asp

2la

135

Thr

Thr

His

Lys

Asn

215

Ala

His

Val

Leu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser

120

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Pro

200

Gln

Gln

His

63

Ala

Asp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

2la

105

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

185

Asp

Asp

Glu

Ile

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

20

Leu

Lys

His

Gly

Ile

170

Ser

Glu

Glu

Val

Gly
250

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Thr

Met

Thr

Thr

155

Asp

Pro

Lys

Lys

Ala

235

Leu

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

2la

Val

Ser

140

Ala

Phe

Glu

His

Gly

220

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

aAla

125

Fhe

Phe

Ala

Leu

His

205

Ser

Ser

Ala

Ala

Gly

Leu

Ser

Phe

Gly

Gln

110

Lys

Asp

Gly

Ala

Asn

150

2la

Tyr

Ala

Lys

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

175

Val

Val

Ser

Glu

Gln
255

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

Phe

Glu

Gln

Leu

Asp

160

Gln

Glu

Ile

Leu

Val
240



Cys

Ala

Ser

2la

Thr

65

Gln

Gln

Gln

Fhe

Pro

145

Asp

Gly

Leu

Ser

Gly

225

Glu

<210> 27
<211> 255
<212> PRT

Ser

Asp

Leu

2la

50

Gly

Ile

Val

Val

Arg

130

Lys

Ala

His

2la

Gly

210

Ile

Thr

Ser

Ala

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

115

Ile

Gly

Gly

Gly

Thr

195

Ser

Phe

Ala

Gly

Leu

20

Leu

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asp

Gly

Gly

Gly

Lys

180

2la

Val

Gly

Asn

<213> Neisseria meningitidis

<400> 27

Gly

Thr

Asp

2la

Lys

Asp

Gln

Ser

Asp

Ser

Lys

165

Ile

Tyr

Leu

Gly

Gly
245

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Ser

Glu

Ile

Ala

150

Leu

Glu

Ile

Tyr

Gln

230

Ile

Gly

Pro

Ser

Lys

55

Asp

Gln

His

Asp

2la

135

Thr

Thr

His

Lys

Asn

215

Ala

His

Val

Leu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser

120

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Pro

200

Gln

Gln

His

64

Ala

Asp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

185

Asp

Asp

Glu

Ile

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

20

Leu

Lys

His

Gly

Ile

170

Ser

Glu

Glu

Val

Gly
250

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Thr

Met

Thr

Thr

155

Asp

Pro

Lys

Lys

Ala

235

Leu

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

Ala

Val

Ser

140

Ala

Phe

Glu

Arg

Gly

220

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

aAla

125

Fhe

Phe

Ala

Leu

His

205

Ser

Ser

Ala

Ala

Ser

30

Leu

Ser

Phe

Gly

Gln

110

Lys

Asp

Gly

Ala

Asn

150

2la

Tyr

Ala

Lys

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

175

Val

Val

Ser

Glu

Gln
255

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

Phe

Glu

Gln

Leu

Asp

160

Gln

Glu

Ile

Leu

Val
240



Cvs

Ala

Ala
Thr
[7%s)

Gln
Gln
Gln
Phe
Pro
145

Asp

Gly

Gly
225

Glu
<210> 28

<211> 260
<212> PRT

Ala

50

Ely

Ile

Val

Glu

Lys

130

Lys

Ala

His

Ala

Gly

210

Ile

Thr

Ala

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

115

Ile

Asp

Gly

Gly

Thr

195

Ser

Phe

Ala

Gly

Leu
20

Val

Lys

100

Asp

Gly

Val

Gly

Lys

180

Ala

Val

Gly

Asn

<213> Neisseria meningitidis

<400> 28

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

Pro

Lys

165

Ile

Tyr

Leu

Gly

Gly
245

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Gln

=1lu

Asn

70

Gly

Ser

zlu

Ile

Ala

150

Leu

Glu

Ile

Tyr

Gln

230

Ile

Gly

Fro

Lys

5%

Bsp

Gln

His

His

Ala

135

Thr

Thr

His

Lys

Asn

215

Ala

His

Val

Leu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser

120

=ly

Tyr

Tyr

Leu

Pro

200

Gln

Gln

His

65

Ala

Asp
25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Gly

z1lu

Arg

Thr

Lys

185

Asp

Asp

=lu

Ile

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

80

Leu

Lys

His

Gly

Ile

170

Ser

=1lu

=lu

Val

Gly
250

Bsp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Thr

Met

Thr

Thr

155

Asp

Fro

Lys

Lys

Ala

235

Leu

Ile

Asp

Glu

Gly

&0

FPhe

Glu

Ala

Val

Ser

140

Ala

FPhe

Glu

His

Gly

2240

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

Ala

125

Phe

Phe

Ala

Leu

His

205

Ser

Ser

Ala

Ala

Ser
30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln

119

Lyvyg

Asp

Gly

Ala

Asn

130

Ala

Tyr

Ala

Lys

Gly
15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lyvyg

Ser

Lys

175

Val

Val

Ser

=lu

Gln
255

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

FPhe

Glu

Arg

Leu

Asp

160

Gln

Glu

Ile

Leu

Val
244



Cys Ser Ser
Ile Gly A&la
Asp Lys Gly

35

Glu Lys Leu
50

Gly Asp Ser
65

Fhe Zsp Fhe
Glu Ser Gly
2la Leu Gln

113

val Zla Lys
130

Ser Phe Asp
145

2la Phe Gly

Phe Ala Val

Glu Leu Asn
195

Arg His Ala
210

Gly Ser Tyr
225

Gly Ser &la

2la Ala Lys

<210> 29
<211> 255
<212> PRT

Gly
Gly
20

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

100

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

130

Val

Tal

Ser

Glu

Gln
260

<213> Neisseria meningitidis

<400> 29

Gly

Leu

Gln

Leu

Arg

85

Phe

Glu

Gln

Leu

Asp

165

Gln

Asp

Ile

Leu

Val
245

ES 2 637065 T3

Gly

Ser

Ala

Thr

-

Gln

Gln

Gln

Leu

Ser

Gly

230

Glu

Len
Ala
55

Gly

Ile

Val

Val

Arg

135

Lys

His

Gly
215

Ile

Thr

Ser

Thr
40
Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

120

Gly

Gly

Gly

Ala

200

Ser

Phe

66

Gly Gly
10

Leu Thr
25

Leu Asp

Gly Bla

Leu Lys

Val Zsp
90

Lys Gln
105

Asp Ser

Gly Rsp

Gly Ser

Gly Lys

170

Lys Ile
185

Ela Tyr
val Leu

Gly Gly

Esn Gly
250

Gly

Ala

Gln

Glu

Asn
75

Gly

Ser

Glu

Ile

Zla

155

Leu

Glu

Ile

Tyr

Gln

235

Ile

Gly

Fro

Ser

Lys

60

Asp

Gln

His

Asp

Zla

140

Thr

Thr

His

Lys

Aszn

220

Zla

His

Val

Leu

Val

45

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser

125

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Fro

205

Gln

Gln

His

Ala

Tyr

Val

Ile
Ala
110

Gly

Glu

Thr
Lys
1320

Asp

Glu

Ile

Ela Asp
15

His Lys

Lys Asn

Gly Asn

Ser Arg
80

Thr Leu
95

Leu Thr

Lys Met

His Thr

Gly Thr
180

Ile Asp
175

Ser Pro

Lys Lys

Glu Lys

Val Ala

240

Gly Leu
255



Cvs

Ala

Ala

Thr
65

Gln

Gln

Gln
Fhe

Fro
145

Asp

Gly

Gly
225

Glu
<210> 30

<211> 255
<212> PRT

Ser

Asp

Leu

Ala

50

Ely

Ile

Val

Val

Arg

130

Glu

Ala

His

Ala

Gly

210

Ile

Thr

Ala

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln
115

Ile

Gly

Ala

1595

Ser

Fhe

Ala

Gly
Leu
20

Leu

Lys
100

Asp

Gly

Gly

Gly

Lys

180

Ser

Val

Gly

Asn

<213> Neisseria meningitidis

<400> 30

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

8BS

Gln

Ser

Asp

Arg

Lys

165

Ile

Gly

Gly
245

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Ser

Glu

Ile

Ala

150

Leu

=zlu

Ile

Tyr

Gln

230

Ile

Gly

Fro

Ser

Lys

55

Bsp

Gln

His

His

Ala

135

Thr

Thr

His

Lys

Asn

215

Ala

Arg

Val

Leu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser

120

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Fro

200

Gln

Gln

His

67

Ala

Asp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala
105

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

185

Asp

Ala

Glu

Ile

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

90

Leu

Lys

His

Gly

Ile

170

Ser

Lys

Glu

Val

Gly
254

Bsp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Thr

Met

Thr

Thr

155

BEsp

Pro

Lys

Lys

Ala

235

Leu

Ile

Asp

Glu

Gly

FPhe

Glu

Ala

Val

Ser

1490

Ala

Phe

=lu

Arg

Gly

220

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Bsp

Ser

Leu

Ala

125

FPhe

Fhe

Ala

Leu

His

205

Ser

Ser

Ala

Ala

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln
110

Lys

Asp

Gly

Ala

Asn

130

Ala

Tyr

Ala

Lys

Val

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

175

Val

Val

Ser

Glu

Gln
255

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

Phe

Glu

Gln

Leu

Asp

160

Gln

Asp

Ile

Leu

Val
240



Cvs

Ala

Ala

Thr

65

Gln

Gln

Gln

Fhe

Pro
145

Asp

Gly

Gly
225

Glu
<210> 31

<211> 255
<212> PRT

Ser

Asp

Leu

Ala

50

Ely

Ile

Val

Val

Arg

130

Glu

Ala

His

Ala

Gly

210

Ile

Thr

Ala

Thr

35

Gln

Lys

zlu

Tyr

Gln

115

Ile

Gly

Gly

Ala

1595

Ser

Fhe

Ala

Leu

Val

Lys

100

Asp

Gly

Gly

Gly

Lys

180

Ser

Val

Gly

Asn

<213> Neisseria meningitidis

<400> 31

ES 2 637065 T3

Gly Gly

Thr Ala

Asp Gln

Ala Glu

Lys Asn
70

Asp Gly
85

Gln Ser

Ser Glu

Asp Ile

Arg Ala
150

Lvs Leu
165

Ile =lu

Agp Ile

Leu Tyr

Gly Gln

230

Gly Ile
245

Gly

Pro

Ser

Lys

55

Bsp

Gln

His

His

Ala

135

Thr

Thr

His

Lys

Asn

215

Ala

Arg

Val

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser
120

Tyr

Leu

Pro

200

Gln

Gln

His

68

Ala

Bsp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

185

Asp

Ala

Glu

Ile

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

90

Leu

Lys

His

Gly

Ile

170

Ser

Lys

Glu

Val

Gly
250

Bsp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Thr

Met

Thr

Thr
155

BEsp

Pro

Lys

Lys

Ala

235

Leu

Ile

Bsp

Glu

Gly

&0

FPhe

Glu

Ala

Val

Ser

140

Ala

Phe

=lu

Arg

Gly

220

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Bsp

Ser

Leu

Ala

125

FPhe

Phe

Ala

Leu

His

205

Ser

Ser

Ala

Ala

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln

110

Lys

Asp

Gly

Ala

Asn

130

Ala

Tyr

Ala

Lys

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

175

Val

Val

Ser

Glu

Gln
255

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

Phe

Glu

Gln

Leu

Asp
160

Gln

Asp

Ile

Leu

Val
240



<210> 32

Cys
REla
Ser
Ala
Thr
65

Gln
Gln
Gln
Fhe
Fro
145
Asp

Gly

Leu

Ser

Gly
225

Lys

<211> 255
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 32

Ser

Bsp

Leu

Ala

50

Gly

Ile

Val

Val

Arg

130

Glu

Ala

His

Ala

Gly
210

Ile

Thr

Ser

REla

Met

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

115

Ile

Gly

Gly

Gly

Ala
195

Ser

Fhe

Val

Gly

Leu

20

Leu

Gly

Leu

Val

Lys

100

AsSp

Gly

Gly

Gly

Lvys

180

Ala

Val

Gly

Asn

Gly

Thr

AsSp

Ala

Lys

Bsp

B5

Gln

Ser

Asp

Arg

Lvys

165

Ile

Tyr

Leu

Gly

Gly
245

ES 2 637065 T3

Gly

REla

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Ser

Glu

Ile

Ala

150

Leu

Glu

Ile

Tyr

Lys
230

Ile

Gly

Pro

Ser

Lys

55

AsSp

Gln

His

His

Ala

135

Thr

Ile

His

Lys

Asn
215

Ala

Arg

Val

Leu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser

120

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Fro
200

Gln

Gln

His

69

REla

Bsp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

REla

105

Gly

Glu

Arg

Thr

Lvys

185

Asp

Ala

Glu

Ile

REla

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

90

Leu

Lys

His

Gly

Ile

170

Ser

Glu

Glu

Val

Gly
250

Bsp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Thr

Met

Thr

Thr

155

Asp

Pro

Lys

Lys

Ala
235

Leu

Ile

Bsp

Glu

Gly

60

Phe

Glu

REla

Val

Ser

140

Ala

FPhe

Glu

His

Gly

220

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

45

AsSp

AsSp

Ser

Leu

Ala

125

Fhe

Fhe

Ala

Leu

His

205

Ser

Ser

Ala

REla

Gly

30

Leu

Ser

Phe

Gly

Gln

110

Lys

Asp

Gly

Ala

Asn

130

Ala

Tyr

Ala

Lys

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lys

Ser

Lvys

175

Val

Val

Ser

Glu

Gln
255

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

Glu

Gln

Leu

Asp

160

Gln

Asp

Ile

Leu

Val
240



Cys

2la

Ser

Ala

Thr

65

Gln

Gln

Gln

Phe

Arg

145

Asp

Gly

Leu

Ser

Gly

225

Lys

<210> 33
<211> 254
<212> PRT

Ser

Asp

Leu

Ala

50

Gly

Ile

Val

Glu

Arg

130

Glu

2la

Tyr

2la

Gly

210

Ile

Thr

Ser

2la

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

115

Ile

Gly

Gly

Gly

2la

195

Ser

Phe

2la

Gly

Leu

20

Leu

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asp

Gly

Gly

Gly

Lys

180

2la

Val

Gly

Asn

<213> Neisseria meningitidis

<400> 33

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

Leu

Asp

Arg

Lys

165

Ile

Asp

Leu

Gly

Gly
245

ES 2 637065 T3

Gly

2la

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Ser

Glu

Ile

Ala

150

Leu

Glu

Ile

Tyr

Glu

230

Ile

Gly

Pro

Ser

Lys

55

Asp

Gln

His

His

Ala

135

Thr

Thr

His

Lys

Asn

215

Ala

His

Val

Leu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ser

120

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Pro

200

Gln

Gln

His

70

2la

Asp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

2la

105

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

185

Asp

Asp

Glu

Ile

2la

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

20

Leu

Lys

His

Gly

Ile

170

Ser

Glu

Glu

Val

Gly
250

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Thr

Met

Thr

Thr

155

Asp

Pro

Lys

Lys

Ala

235

Leu

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

2la

Val

Ser

140

Ala

Fhe

Glu

His

Gly

220

Gly

2la

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

2la

125

Phe

Phe

2la

Leu

His

205

Ser

Ser

2la

2la

Gly

30

Leu

Ser

Phe

Gly

Gln

110

Lys

Asp

Gly

2la

Asn

190

2la

Tyr

Ala

Lys

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Thr

Arg

Lys

Ser

Lys

175

Val

Val

Ser

Glu

Gln
255

Leu

Arg

Leu

Asn

Arg

80

Fhe

Glu

Arg

Leu

Asp

160

Gln

Asp

Ile

Leu

Val
240



10

Cys

Ala

Thr
65

Gln

Gln

Lys

Phe

Pro

145

Ala

His

Ala

Gly

Leu

225

Ile

<210> 34
<211> 254
<212> PRT

Ser Ser

Asp Ala

Leu Thr
35

Ala Gln
50

Gly Lys

Ile Glu

Ile Tyr

Ile Asn
115

Leu Val
130

Asp Gly

Gly Gly

Gly Lys

Ala Ala

195

Asp Thr
210

Phe Gly

Gly Glu

Gly

Leu

20

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asn

Ser

Lys

Lys

Ile

180

E1lu

Arg

Asp

Lys

<213> Neisseria meningitidis

<400> 34

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

85

Gln

Pro

Gly

Ala

Leu

165

E1lu

Tyr

Arg

Val
245

Cys Ser Ser Gly Gly

1

5

ES 2 637065 T3

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Asp

Asp

Leu

Glu

130

Thr

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Gly Gly val Ala

Gly

Pro

Lys
55

Asp
Gln
His
Lys
Gly
135

Tyr

Tyr

Ala
Ser
215

Gln

Glu

Val

Val
40
Thr

Lys

Leu

Ile

120

Gly

His

Thr

Lys

Asp

200

Glu

Glu

Ile

71

Ala

Asp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Asp

=zlu

Gly

Ile

Thr

185

Glu

=zlu

Ile

Gly

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

90

Val

Ser

His

Lys

Asp

174

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Asp

Lys

Azn

Asn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

155

FPhe

Glu

Ser

Gly

Gly

235

Ala

Ile

Asp

Glu

Gly

&0

FPhe

=zlu

Ala

Ile

Ala

140

FPhe

Ala

Gln

His

Thr

220

Ser

Gly

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

Azn

125

FPhe

Ser

Ala

Azn

Ala

205

Tyr

Ala

Lys

Ala

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln

110

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

190

Val

His

Thr

Eln

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

=zlu

95

Ile

Arg

Eln

Asp

Eln

175

Glu

Ile

Leu

Val

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

&0

FPhe

Glu

Ser

Leu

Asp

160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240

Ala Asp Ile Gly Ala Gly Leu
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15



Ala

Ala

Thr

65

Gln

Gln

Lys

Fhe

Fro

145

Ala

His

Ala

Gly

Leu

225
Ile
<210> 35

<211> 254
<212> PRT

Ala

50

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

130

Gly

Gly

Asp
210

Fhe

Arg

Ala

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Asn

115

Val

Gly

Gly

Lys

Ala

1595

Thr

Gly

Glu

Ely

Leu

Val

Lys

100

Asn

Ser

Lys

Lys

Ile

180

Glu

Arg

Asp

Lys

<213> Neisseria meningitidis

<400> 35

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

85

Gln

Pro

Gly

Ala

Leu

165

=zlu

Leu

Tyr

Arg

Val
245

ES 2 637065 T3

Ala

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Rsp

Bsp

Leu

Glu

150

Thr

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Pro

Lys

55

Asp

Gln

His

Lys

Gly

135

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Gly

215

Gln

Glu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ile

120

Gly

His

Thr

Lys

hsp

200

=lu

Glu

Ile

72

Bsp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Bsp

z1lu

Gly

Ile

Thr

185

=lu

=lu

Ile

Gly

His

Lys

Gly

Ser

Thr

80

Val

Ser

His

Lys

Asp

170

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

155

FPhe

=lu

Ser

Gly

Gly

235

Ala

Bsp

Glu

Gly

0

FPhe

Glu

Ala

Ile

Ala

140

FPhe

Ala

Gln

His

Thr

2240

Ser

Gly

Lys

Lys

45

Bsp

Asp

Ser

Leu

Asn

125

Phe

Ser

Ala

Asn

Ala

205

Tyr

Ala

Lys

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln

1190

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

130

Val

His

Thr

Gln

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Ile

Arg

Gln

Asp

Gln

175

Glu

Ile

Leu

Val

Gln

Leu

Asn

Arg

FPhe

Glu

Ser

Leu

Asp

160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240



<210> 36
<211> 25

Cys

Ala

Thr

65

Gln

Gln

Lys

Phe

Pro

145

Pro

Tyr

Ala

Gly

Leu

225

Ile

4

<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 36

Ser

Ala
50

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

130

Asn

Gly

Ser

Asp

210

Fhe

Arg

Ser

Ala

Thr

35

Gln

Lys

E1lu

Tyr

Asn

115

Val

Gly

Gly

Arg

Ala

195

Thr

Gly

E1lu

Gly

Leu
20

Val

Lys

100

Asn

Ser

Lys

Arg

Ile

180

Glu

Arg

Asp

Lys

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

85

Gln

Pro

Gly

Ala

Leu

165

E1lu

Leu

Tyr

Arg

Val
245

ES 2 637065 T3

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Asp

Asp

Leu

E1lu

130

His

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Gly

Pro

Lys
55

Asp

Gln

His

Lys

Gly

135

Tyr

Tyr

Gly
215

Gln

E1lu

Val

Val
40

Thr

Ile
120
Gly

His

Lys
Asp
200
Glu

E1lu

Ile

73

Ala
Lep
25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Asp

=zlu

Gly

Ile

Thr

185

=zlu

=zlu

Ile

Gly

Ala
10
His

Lys

Gly

Ser

Thr

90

Val

Ser

His

Lys

Asp

170

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Asp

Lys

Azn

Asn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

155

Fhe

Glu

Ser

Gly

Gly

235

Ala

Ile

Asp

Glu

Gly

Fhe

Glu

Ala

Ala
144
Fhe
Thr
Gln
His
Thr
224

Ser

Gly

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

Asn

125

FPhe

Ser

Lys

Azn

Ala

205

Tyr

Ala

Lys

Ala
Gly
30

Leu

Ser

Fhe

Gly

Gln

110

Eln

Asn

Ser

Lys

Val

190

Val

His

Thr

Gln

Gly
15
Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Ile

Arg

Eln

Asp

Gln

175

Glu

Ile

Leu

Val

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

&0

Fhe

Glu

Ser

Leu

Asp

160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240



Cvys

Ala

Ala
Thr
6o

Gln

Gln

Lys

Fhe

Fro

145

Pro

Tyr

Ala

Gly

Leu

225

Ile

<210> 37
<211> 254
<212> PRT

Ser

Ile

Ile

Ile
Leu
130

Ser

Asn

Asp
210

Fhe

Arg

Ser

Ala

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Asn

115

Val

Gly

Gly

Arg

Ala

1595

Thr

Gly

Glu

Gly

Ely

Leu

Val

Lys
100

Asn

Lys

Arg

Ile

180

Glu

Arg

Asp

Lys

<213> Neisseria meningitidis

<400> 37

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

85

Gln

Fro

Gly

Ala

Leu

165

=zlu

Tyr

Arg

Val
245

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Bsp

Asp

Leu

Glu

150

Hisg

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Gly

Pro

Lys
5%
Asp

Gln

His

Lys

Gly

135

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Gly

215

Gln

Glu

Val

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ile

120

Gly

His

Ser

Lys

Asp

200

Glu

Glu

Ile

74

Ala

Bsp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala
105

Asp

Glu

Gly

Ile

Thr

185

Glu

Glu

Ile

Gly

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

80

Val

Ser

His

Lys

BEsp

170

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

155

Phe

=lu

Ser

Gly

Gly

235

Ala

Ile

Bsp

Glu

Gly

0

FPhe

Glu

Ala

Ile

ala

1490

FPhe

Thr

Gln

His

Thr

220

Ser

Gly

Gly

Lys

Lys

45

Bsp

Asp

Ser

Leu

Asn

125

FPhe

Ser

Lys

Asn

Ala

205

Tyr

Ala

Lys

Ala

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln
119

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

130

Val

His

Thr

Gln

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Ile

Arg

Gln

Asp

Gln

175

Glu

Ile

Leu

Val

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

FPhe

Glu

Ser

Leu

Asp

160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240



Cys

Ala

Ala

Thr

&5

Gln

Gln

Lys

Fhe

Pro
145

Pro

Tyr

Ala

Gly

Leu

225

Ile

<210> 38
<211> 254
<212> PRT

Ser

Ala
50

Gly

Ile

Ile

Leu

130

Gly

Asn

Gly

Ser

Asp

210

Fhe

Arg

Ser

Ala

Thr

35

Gln

Lys

Glu

Tyr

Asn

115

Val

Gly

Gly

Arg

Ala

195

Thr

Gly

Glu

Gly

Leu

20

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asn

Arg

Ile

180

Glu

Arg

Asp

Lys

<213> Neisseria meningitidis

<400> 38

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

85

Gln

Pro

Gly

Ala

Leu

165

Glu

Leu

Tyr

Arg

Val
245

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Gln

E1lu

Asn

70

Gly

Asp

Asp

Glu
150

His

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Gly

Pro

Lys
55

Asp
Gln
His
Lys
Gly

135

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Ser

215

Gln

Glu

Val

Leu

Val

40

Thr

Lys

Leu

Ser

Ile

120

Gly

His

Ser

Lys

Asp

200

E1lu

E1lu

Ile

75

Ala

Asp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Asp

Glu

Gly

Ile

Thr

185

=zlu

Glu

Ile

Gly

Ala

10

Lys

Gly

Ser

Thr

90

Val

Ser

His

Lys

Asp

170

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Asp

Lys

Azn

Azn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala
155

FPhe

=zlu

Ser

Gly

Gly

235

Ala

Ile

Asp

Glu

Gly

&0

FPhe

=zlu

Ala

Ile

Ala

140

FPhe

Thr

Eln

His

Thr

220

Ser

Gly

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

Azn

125

Fhe

Ser

Lys

Asn

Ala

205

Tyr

Ala

Lys

Ala

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Eln

114

Gln

Azn

Ser

Lys

Val

190

Val

His

Thr

Eln

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

=zlu

95

Ile

Arg

Gln

Asp

Eln
175

=zlu

Leu

Val

Leu

Eln

Leu

Azn

Arg

g0

FPhe

=zlu

Ser

Leu

Asp
160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240



Cvs

Ala

Ala
Thr
6o

Gln
Gln
Lys
Fhe
Fro
145
Pro

Tyr

Ala

Gly
Leu
225
Ile
<210> 39

<211> 254
<212> PRT

Ser

Asp

Leu

Ala

50

Ile

Ile

Ile

Leu

130

Asp

Asn

Asp
210

Fhe

Arg

Ala

Thr

35

Gln

Lys

zlu

Tyr

Asn

115

Val

Gly

Gly

Arg

Ala
185

Thr

Gly

Glu

Leu

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asn

Lys

Arg

Ile

180

Glu

Arg

Asp

Lys

<213> Neisseria meningitidis

<400> 39

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

8BS

Gln

Fro

Gly

Ala

Leu

165

=zlu

Tyr

Arg

Val
245

ES 2 637065 T3

Gly

Thr

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Asn

Asp

Leu

Glu

150

Hisg

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Gly

Pro

Ser

Lys

55

Asp

Gln

His

Lys

Gly

135

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Gly
215

Gln

Glu

Val

Val

40

Thr

Lys

Thr

Ser

Ile

120

Gly

His

Ser

Lys

Asp
200

Glu

Glu

Ile

76

Ala

Bsp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Asp

Glu

Gly

Ile

Thr

185

Glu

Glu

Ile

Gly

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

90

Val

Ser

His

Lys

BEsp

170

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Bsp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

155

Phe

=lu

Ser

Gly

Gly
235

Ala

Ile

Bsp

Glu

Gly

FPhe

Ala

Ala

Ile

ala

140

FPhe

Thr

Gln

His

Thr

2240

Ser

Gly

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

Asn

125

FPhe

Ser

Lys

Asn

Ala
205

Tyr

Ala

Lys

Ala

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln

110

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

130

Val

His

Thr

Gln

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Ile

Arg

Gln

Asp

Gln

175

Glu

Ile

Leu

Val

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

Phe

Glu

Ser

Leu

Asp

160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240



<210> 40

Cvs

Ala

Ala

Thr

65

Gln

Gln

Lys

Fhe

Fro

145

Pro

Tyr

Ala

Gly

Leu

225

Ile

<211> 254
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 40

Ala

50

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

130

Asp

Asn

Asp
210

Fhe

Arg

Ala

Thr

35

Gln

Lys

zlu

Tyr

Asn

115

Val

Gly

Gly

Arg

Ala

1595

Thr

Gly

Glu

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asn

Lys

Arg

Ile

180

Glu

Arg

Asp

Lys

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

Pro

Ala

Leu

165

=zlu

Leu

Tyr

Arg

Val
245
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Gly

Ala

Gln

Glu

Asn

70

Gly

Asn

Bsp

Leu

Glu

150

Hisg

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Gly

Pro

Lys

55

Asp

Gln

His

Lys

Gly

135

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Gly

215

Gln

Glu

Val

Val

40

Thr

Lys

Thr

Ser

Ile

120

His

Ser

Lys

Asp

200

Glu

Glu

Ile

77

Ala

Bsp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Bsp

Glu

Gly

Ile

Thr

185

=lu

Glu

Ile

Gly

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

80

Val

Ser

His

Lys

BEsp

170

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Bsp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

155

Phe

=lu

Ser

Gly

Gly

235

Ala

Ile

Bsp

Glu

Gly

&0

FPhe

Ala

Ala

Ile

ala

1490

FPhe

Thr

Gln

His

Thr

220

Ser

Gly

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

Asn

125

FPhe

Ser

Lys

Asn

Ala

205

Tyr

Ala

Lys

Ala

Ser

30

Leu

Ser

FPhe

Gly

Gln

110

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

130

Val

His

Thr

Gln

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Ile

Arg

Gln

Asp

Gln

175

Glu

Ile

Leu

Val

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

80

Phe

Glu

Ser

Leu

Asp

160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240
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<210> 41

Cvys

Ala

Ala

Thr

65

Gln

Gln

Lys

Fhe

Fro

145

Fro

Tyr

Ala

Gly

Leu

225

Ile

<211> 262
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 41

Ser

Ala

50

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

130

Asp

Asan

Asp
210

Fhe

Arg

Ser

Ala

Lys

Glu

Tyr

Asn

115

Val

Gly

Gly

Arg

Ala

1595

Thr

Gly

Glu

Gly

Leu

Val

Lys

100

Asn

Lys

Arg

Ile

180

Glu

Arg

Asp

Lys

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp

85

Gln

Pro

Gly

Ala

Leu

165

=zlu

Leu

Tyr

Arg

Val
245
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Gly

Ala

Gln

Glu

Asn

70

Asn

Bsp

Leu

Glu

150

His

His

Lys

Gly

Ala

230

His

Gly

Pro

Lys

5%

Asp

Gln

His

Lys

Gly

135

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Gly

215

Gln

Glu

Val

Val

40

Thr

Lys

Thr

Ser

Ile

120

Gly

His

Ser

Lys

Asp

200

Glu

Glu

Ile

Ala

Bsp

25

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

105

Bsp

Glu

Gly

Ile

Thr

185

=lu

Glu

Ile

Ala

10

His

Lys

Gly

Ser

Thr

80

Val

Ser

His

Lys

Asp

170

Pro

Lys

Lys

Ala

Ile
250

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

75

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

155

FPhe

=lu

Ser

Gly

Gly

235

Ala

Ile

Bsp

Glu

Gly

0

FPhe

Ala

Ala

Ile

ala

140

FPhe

Thr

Gln

His

Thr

2240

Ser

Gly

Lys

Lys

45

Asp

Asp

Ser

Leu

Asn

125

FPhe

Ser

Lys

Asn

Ala

205

Tyr

Ala

Lys

Ala

Gly

30

Leu

Ser

FPhe

Gln

110

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

130

Val

His

Thr

Gln

Gly

15

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

95

Ile

Arg

Gln

Asp

Gln

175

Glu

Ile

Leu

Val

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

FPhe

Glu

Ser

Leu

Asp

160

Gly

Leu

Leu

Ala

Lys
240

Cys Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Val Ala Ala Asp

1

5

78

10

15



<210> 42
<211> 26

Ile

Asp

Gly

Gly

&5

Ile

Ala

Asp

E1lu

145

Gly

Thr
Glu
G1lu
225

Ile

Gly

2

<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 42

Gly

Lys

Thr

50

Asp

Thr

Val

Ser

130

His

Lys

Asp

Leu

Lys

210

Lys

Ala

Ile

Thr

Gly

35

Leu

Lys

Arg

Leu

Val

115

Leu

Thr

Ala

Phe

Glu

195

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

Asp

Fhe

Ala

100

Ala

Ile

Ala

Fhe

Thr

180

Gln

His

Thr

Gly
260

Lys

Leu

Asn

Asp

85

Ser

Leu

Asn

Fhe

Ser

165

Lys

Asn

Ala

Tyr

Ala

245

Lys

ES 2 637065 T3

Ala

Ser

Ser

Ser

70

Fhe

Gly

Gln

Gln

Asn

150

Lys

Val

Val

His

230

Thr

Gln

Asp

Leu

Ala

55

Val

Glu

Ile

Arg

135

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile

215

Val

Ala

Thr

40

Gln

Asn

Gln

Phe

Glu

120

Ser

Asp

Gly

Leu

200

Leu

Ala

Lys

79

Leu

25

Leu

Gly

Thr

Lys

Eln

105

Lys

FPhe

Pro

Pro

Tyr

185

Ala

Gly

Leu

Ile

Thr Ala

Glu Asp

Ala Glu

Gly Lys
75

Ile Glu
o0

Ile Tyr

Ile Asn

Leu Val

Gly Gly
155

Asn Gly
170

Gly Arg

Ala Ala

Asp Thr

FPhe Gly

235

Gly Glu
250

Pro

Ser

Lys

&0

Leu

Val

Lys

Asn

Ser

144

Lys

Arg

Glu
Arg
224

Asp

Lys

Leu

Ile

45

Thr

Lys

Asp

Eln

Pro

125

Gly

Ala

Leu

=zlu

Leu

205

Tyr

Arg

Val

Asp

Pro

FPhe

Azn

Gly

Asn

110

Asp

Leu

Glu

His

His

190

Lys

Gly

Ala

His

His

Eln

Lys

Asp

Gln

95

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

175

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu
255

Lys

Asn

Ala

Lys

g0

Thr

Ser

Thr

Gly

His

160

Ser

Lys

Asp

=zlu

Glu

240

Ile



Cys

Il=

Asp

Gly

Gly

65

Ile

Il=

Ala

Asp

Glu

145

Gly

Ile

Thr

Glu

Glu

225

Ile

Ser

<210> 43
<211> 262
<212> PRT

Ser

Gly

Lys

Thr

50

Asp

Ser

Thr

Val

Ser

130

His

Lys

Asp

Fro

Lys

210

Lys

Ala

Ile

Ser

Thr

Gly
35

Leu

Lys

Arg

Leu

Val

115

Leu

Thr

Ala

Fhe

Glu

195

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly
Gly
20

Leu

Thr

Asp

FPhe

Ala

100

Ala

Ile

Ala

Phe

Ala

180

Gln

His

Thr

Ser

Gly
260

<213> Neisseria meningitidis

<400> 43

Gly

Leu

Lys

Leu

Asn

Asp

85

Ser

Leu

Asn

Phe

Ser

165

Ala

Asn

Ala

Tyr

Ala

245

Lys

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Ser

Ser
Ser
70

FPhe

Gln

Gln

Asn

150

Ser

Lys

Val

Val

His

2320

Thr

Gln

Gly

Asp

Leu

Ala

55

Leu

Val

Glu

Il=

Arg

135

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile

215

Leu

Val

Ser

Ala

Thr
40

Gln

Asn

Gln

Phe

Glu

120

Ser

Leu

Asp

Gly

Leu

200

Leu

Ala

Lys

80

Gly
Leu
25

Leu

Gly

Thr

Lys

Gln

105

Lys

FPhe

Pro

Ala

His

185

Ala

Gly

Leu

Ile

Gly Gly
10

Thr Ala

Glu 2asp

Ala Glu
Gly Lys
75

Ile Glu
90

Ile Tyr
Ile Asn
Leu Val

Gly Gly
155

Gly Gly
170

Gly Lys
Ala Ala
Asp Thr
Phe Gly

235

Gly Glu
250

Gly

Fro

Ser

Lys

Leu

Val

Lys

Asn

Ser

140

Lys

Lys

Ile

Glu

Arg

220

Asp

Lys

Val

Leu

Ile
45

Thr

Lys

Asp

Gln

Fro

125

Gly

Ala

Leu

Glu

Leu

205

Tyr

Arg

Val

Ala
Asp
30

Pro

FPhe

Asn

Gly

Asp

110

Asp

Leu

Glu

Thr

His

150

Lys

Gly

Ala

His

Ala

15

His

Gln

Lys

Asp

Gln

95

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

175

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu
255

Aszp

Lys

Asn

Ala

Lys

80

Thr

Ser

Il=

Gly

His

160

Thr

Lys

Asp

Glu

Glu

240

Ile



Cvys

Ile

Asp

Ely

Gly
65

Ile

Ile

Ala

Asp

Glu

145

Gly

Ile

Thr

Glu

Glu

225

Ile

Gly

<210> 44
<211> 260
<212> PRT

Ser

Gly

Lys

Thr

50

Asp

Thr

Val

Ser

130

His

Lys

Asp

Fro

Lys

210

Lys

Ala

Ile

Ser

Thr

Ely
35

Thr

Ala

Fhe

Glu
185

Ala

Gly

Gly

20

Thr

Asp

Phe

Ala

100

Ala

Ile

Ala

FPhe

Ala

180

Gln

His

Thr

Gly
260

<213> Neisseria meningitidis

<400> 44

Gly

Leu

Asn

Asp

8BS

Ser

Leu

Aen

FPhe

Ser

165

Ala

Asn

Ala

Tyr

Ala

245

Lys

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Ser
T0

Fhe

Gly

Gln

Gln

Aen

150

Ser

Lys

Val

Val

His

230

Thr

Gln

Ala
55

Leu

Val

Glu

Ile

Arg

135

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile

215

Leu

Val

Ser

Ala

Thr

40

Gln

Asn

Gln

FPhe

Glu

120

Ser

Leu

Asp

Gly

Leu

200

Leu

Ala

Lys

81

Gly

Leu

25

Leu

Gly

Thr

Lys

Gln

105

Lys

FPhe

Pro

Ala

His

185

Ala

Gly

Leu

Ile

Ser

10

Thr

Glu

Ala

Gly

Ile

90

Ile

Ile

Leu

=ly

Gly

170

Gly

Ala

Rsp

Phe

Gly
250

Gly

Thr

Bsp

Glu

Lys
75

Glu

Tyr

Asn

Val

Gly

155

Gly

Lys

Ala

Thr

Gly

235

Glu

Gly

Fro

Ser

Lys

0

Leu

Val

Lys

Asn

Ser

140

Lyg

Lys

Ile

Glu

Arg

2240

Asp

Lys

Val

Leu

Ile

45

Thr

Lys

Asp

Gln

Fro

125

Gly

Ala

Leu

Glu

Leu

205

Tyr

Arg

Val

Ala

Asp

Pro

FPhe

Asn

Gly

Asp

119

Asp

Leu

Glu

Thr

His

130

Lys

Gly

Ala

His

Ala

15

His

Gln

Lys

Asp

Gln

95

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

175

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu
255

Asp

Lys

Asn

Ala

Lys
80

Thr

Ser

Ile

Gly

His

160

Thr

Lys

Asp

Glu

Glu

240

Ile



<210> 45

Cys

Thr

Gly

Leu

Lys

&5

Arg

Leu

Val

Thr
145
Ala

Phe

E1lu

Gly
225

Gly

Ala

<211> 262
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 45

Gly

Leu

Thr

50

Asp

Phe

Ala

Ala

Ile

130

Ala

Phe

Ala

Gln

His

210

Thr

Ser

Gly

Leu

Lys

35

Leu

Asn

Asp

Ser

Leu

115

Asn

Fhe

Ser

Ala

Asn

195

Ala

Tyr

Ala

Lys

Gly
Ala
20

Ser

Ser

Phe

Gly
100

Gln

Gln

Asn

Ser

Lys

180

Val

Val

His

Thr

Gln
260

Gly

Asp

Leu

Ala

Val
85

Glu

Ile

Arg

Gln

Asp

165

Gln

E1lu

Ile

Val
245

ES 2 637065 T3

Gly

Ala

Thr

Gln

Asn

70

Gln

Phe

E1lu

Leu
150

Asp

Gly

Ala
230

Lys

Gly

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Lys

Gln

Lys

Fhe

135

Pro

Ala

His

Ala

Gly
215

Glu
40

Ala
Gly

Ile

Ile

Ile

120

Gly

Gly

Gly

Ala

200

Asp

Fhe

Gly

82

Gly

Ala

25

Asp

=zlu

Lys

Glu

Tyr
105

Azn

Val

Gly

Gly

Lys

185

Ala

Thr

Gly

=zlu

Gly Ile

10

Pro

Ser

Lys

Leu

Val

90

Lys

Azn

Ser

Lys

Lys

174

Ile

Glu

Arg

Asp

Lys
250

Leu

Ile

Thr

Lys

75

Asp

Eln

Pro

Gly

Ala

155

Leu

=zlu

Leu

Tyr

Arg

235

Val

Ala

Asp

Pro

FPhe

&0

Azn

Gly

Asp

Asp

Leu

140

Glu

Thr

His

Lys

Gly

220

Ala

His

Ala

His

Eln

45

Lys

Asp

Gln

His

Lys

125

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Ala

205

Ser

Gln

=zlu

Asp

Lys

30

Asn

Ala

Lys

Thr

Ser
110

Ile

Gly

His

Thr

Lys

190

Asp

Glu

Glu

Ile

Ile
15

Asp
Gly
Gly
Ile
Ile

95

Ala

Asp

Glu

Gly

Ile

175

Thr

Glu

Glu

Ile

Gly
255

Gly

Lys

Thr

Asp

Ser

g0

Thr

Val

Ser

His

Lys

160

Asp

Pro

Lys

Lys

Ala

240

Ile



<210> 46
<211> 12

Cys

Ile

Bsp

Gly

Gly

65

Ile

Ile

REla

AsSp

Glu

145

Gly

Ile

Thr

Glu

Glu

225

Ile

Gly

<212> PRT
<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 46

Ser

Gly

Lys

Thr

50

Gly

Ser

Thr

Val

Ser
130

His

Lys

Asp

Pro

Lvys

210

Lys

Ala

Ile

Ser

REla

Gly

35

Leu

Lys

Arg

Leu

Val

115

Leu

Thr

Ala

Fhe

Glu

195

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

20

Leu

Thr

AsSp

Phe

REla

100

REla

Ile

Ala

Fhe

Thr

130

Gln

His

Thr

Ser

Gly
260

Gly

Leu

Lys

Leu

Asn

AsSp

85

Ser

Leu

Asn

Fhe

Ser

165

Asn

Asn

Ala

Tyr

Ala

245

Lys

ES 2 637065 T3

Gly

REla

Ser

Ser

Ser

70

Phe

Gly

Gln

Gln

Asn

150

Ser

Lys

Val

Val

His

230

Thr

Gln

Gly

Bsp

Leu

Ala

55

Leu

Val

Glu

Ile

Arg
135

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile

215

Leu

Val

Ser

REla

Thr

40

Gln

Asn

Gln

Fhe

Glu

120

Ser

Leu

Asp

Gly

Leu

200

Leu

Ala

Lys

83

Gly

Leu

25

Leu

Gly

Thr

Lys

Gln

105

Lys

Phe

Fro

Fro

Tyr

185

Ala

Gly

Leu

Ile

Gly

10

Thr

Glu

Ala

Gly

Ile

90

Ile

Ile

Leu

Gly

Asn

170

Gly

Ser

Asp

Fhe

Gly
250

Gly

REla

Bsp

Glu

Lys

75

Glu

Tyr

Asn

Val

Gly

155

Gly

Arg

Ala

Thr

Gly
235

Glu

Gly

Pro

Ser

Lys

60

Leu

Val

Lys

Asn

Ser
140

Lys

Arg

Ile

Glu

Arg

220

Asp

Lys

Val

Leu

Ile

45

Thr

Lys

AsSp

Gln

Pro

125

Gly

Ala

Leu

Glu

Leu

205

Tyr

Arg

Val

Ala

Bsp

30

Pro

Phe

Asn

Gly

Bsp

110

Bsp

Leu

Glu

His

His

1920

Lvys

Gly

Ala

His

Ala

15

His

Gln

Lys

AsSp

Gln

95

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

175

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu
255

AsSp

Lys

Asn

Ala

Lys

g0

Thr

Ser

Thr

Gly

His

10

Thr

Lys

Asp

Glu

Glu

240

Ile



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 637065 T3

Gly Pro Asp Ser Asp Arg Leu Gln Gln Arg Arg Gly
1 5 10

<210> 47

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 47
cgcggatccc atatggtcge cgccgacatc g

<210> 48

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 48
cccgctcgag ttgettggeg gcaaggce

<210> 49

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 49

cgoggatcoe atatgggcece tgattctgac cgcecctgcade agcggagggt cgocgcocgac o0
atcgg 65

<210> 50

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 50
cccgctegag ctgtttgeeg gegatgece 28

<210> 51

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 51

cgcggatccococ atatgggccc tgattctgac cgcctgcagc agocggaggogg agggggtggt o0
gtcgc 65

<210> 52

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

84



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 637065 T3

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 52
gcccaagctt ctgtttgccg gegatgec 28

<210> 53

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 53
cgcggatccc atatgaatcg aactgcectte tgctgee 37

<210> 54

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 54
cccgctcgag ttattgettg gcggcaagge 30

<210> 55

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 55
gacctgcctc attgatg 17

<210> 56

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 56
cggtaaatta tcgtgttcgg acgge 25

<210> 57

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 57
caaatcgaag tggacgggca g 21

<210> 58

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

85
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65

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 58
tgttcgattt tgccgtttce ctg

<210> 59

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 59
gctctagacc agccaggcegc atac

<210> 60

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 60
tcccececgggg acggcatttt gtttacagg

<210> 61

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 61
tcccececgggce gecaagcaat aaccattg

<210> 62

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 62
cccgctcgag cagegtatcg aaccatge

<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 63

gctctagatt ctttcccaag aactctc 27

<210> 64

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 637065 T3

23

24

29

28

28
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<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 64
tccceeggge cegtatcate caccac 26

<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 65
tccceecggga tccacgcaaa taccee 26

<210> 66

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 66
cccgcetcgag atataagtgg aagacgga 28

<210> 67

<211>6

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 67

Leu Asn Gln Ile Val Lys
1 5

<210> 68

<211> 20

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 68

Val Asn Arg Thr Ala Phe Cys Cys Leu Ser Leu Thr Thr 2la Leu Ile
1 5 10 15

Leu Thr Ala Cys
20

<210> 69

<211> 240

<212> ADN

<213> Neisseria meningitidis

<400> 69

aattgaacca aatcgtcaaa taacagyttg ccetgtaaaca aaatgccogtc tgaaccgocy &0
ttcggacgac atttgatttt tgecttetttg acctgcctca ttgatgcggt atgcaaaaaa 120
agataccata accaaaatgt ttatatatta tctattctge gtatgactag gagtaaacct 180
gtgaatcgaa ctgcctictg ctgectttct ctgaccactyg cocctgattcet gaccgoctgco 240

<210> 70
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<211>5
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 70

<210> 71

<211>6

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 71

<210> 72

<211>7

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 72

<210> 73

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Tetrapéptido Gly4

<400> 73

<210> 74

<211> 19

<212> ADN

<213> Neisseria meningitidis

<400> 74
cataaccaaa atgtttata

<210> 75

<211>19

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 75
gataatgata atcattatc

<210> 76

<211> 179

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 76

ES 2 637065 T3

Thr Arg Ser Lys Pro
1 =)

Thr Arg Ser Lys Fro Val
1 5

Pro Ser Glu Pro Pro Phe Gly
1 5

Gly Gly Gly Gly
1

19

19

88



10

Val Ser

Asp Arg

Arg Ile

Lys Gly

50

Gln Ile

Thr Val

Trp Azn

Thr Gln

130

Met Gly

3er Thr

Val Gln

<210> 77
<211> 436
<212> PRT

Ala

Arg

51lu

35

Tyr

Ala

Ala

Thr

115

Ala

Ile

Thr

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Thr

20

Thr

Thr

Gly

Arg

Ser
100

Val

Ile

Thr

Thr

Pro

Gln

Ser

85

Leu

Lys

Val

Thr

Gly
165

ES 2 637065 T3

Gln

Val

70

Glu

Fro

Val

Lys

Fro
150

Val

<223> Proteina hibrida de meningococo

<400> 77

Ser

Ala

Arg

Ile

5%

Ala

Gln

Arg

Arg

Ile

135

Glu

Gln

Ala

Gln

Ser

40

Ser

Thr

Ala

Thr

Ala

120

Val

Glu

Lys

89

Ala

Thr

25

Tyr

Val

Glu

Ala

Ala

105

Thr

Thr

Gln

Val

Val

10

Asp

Leu

Val

Gly

Glu

80

Gly

Leu

Tyr

Ala

Ile
170

Gly

Asp

Arg

Gly

Glu

75

Asp

Leu

Gly

Gln
155

Thr

Ala

Asn

Gln

Tyr

&0

Lys

Val

Ile

Gly

Asn

140

Ile

Leu

Lys

Val

Asn

45

Asn

Gln

Tyr

Ala

Val

Thr

Tyr

Ser

Met

30

Asn

Arg

FPhe

Asn

Gly

119

Ser

Thr

Gln

Gln

Ala

15

Ala

Gln

His

Val

Tyr

95

Asp

Pro

Tyr

Lys

Asn
175

Val

Leu

Thr

Leu

Gly

80

Ile

Thr

Ala

Val

Val
1lad

Tyr



Thr

Thr

Ala

Val

145

Val

Tyr

Thr

Gly

Leu

225

Lys

Val

Asp

Arg

Lys

50

Gln

Thr

Trp

Thr

130

Met

Ser

Val

Gly

Leu

210

Thr

Asp

Arg

Ile

35

Gly

Leu

Ile

Val

Asn

115

Gln

Gly

Thr

Gln

Leu

1595

Lys

Asn

Ala

Arg

z0

=1lu

Tyr

Leu

Ala

Ala

100

Thr

Ala

Ile

Thr

Arg

180

Ala

Ser

Val

Thr

Thr

Thr

Gly

Arg
85

Val
165
Gly

hsp

Ala

Leu
245

ES 2 637065 T3

Ile

Thr

Thr

Fro

Gln
70

Lys

Val

Thr

150

zlvy

Ser

Ala

Thr

Gln

230

Asn

Gly

Gly

Ala

Gln

55

Val

zlu

Pro

Val

Lys

135

Fro

Val

Gly

Leu

Leu

215

Gly

Thr

Ala

Arg

40

Ile

aAla

Gln

Arg

Arg

120

Ile

Glu

Gln

Gly

Thr

200

Glu

Ala

Gly

90

Ala

Gln

25

Ser

Ser

Thr

Ala

Thr

105

Ala

Val

Glu

Lys

Gly

185

Ala

Asp

Glu

Lys

Ala

10

Thr

Tyr

Val

Glu

Ala

80

Ala

Thr

Thr

Gln

Val

170

Gly

Pro

Ser

Lys

Leu
250

Val

Bsp

Leu

Val

Gly

75

zlu

Gly

Leu

Tyr

Ala

155

Ile

Val

Leu

Ile

Thr

235

Lys

Gly

Bsp

Arg

Gly

Glu

Gly

Bsp

Leu

Gly

140

Gln

Thr

Ala

Asp

Fro

220

Fhe

Asn

Ala

Asn

Gln

45

Tyr

Lys

Val

Ile

Gly

125

Asn

Ile

Leu

Ala

His

205

Gln

Lys

Asp

Lys

Val

30

Asn

Asn

Gln

Tyr

Ala

110

Ile

Val

Thr

Tyr

Asp

130

Lys

Asn

Ala

Lys

Ser

15

Met

Asn

Arg

FPhe

Asn

95

Gly

Ser

Thr

Gln

Gln

175

Ile

Asp

Gly

Gly

Ile
255

Ala

Ala

Gln

His

Val

80

Tyr

Asp

Pro

Tyr

Lys

160

Asn

Gly

Lys

Thr

Asp

240

Ser



10

15

20

Arg Phe Asp

Leu Ala Ser
275

YVal Ala Leu
290

Leu Ile Asn
305

Thr Ala Phe

Ala Phe Ser

Phe Thr Lys
355

Glu Gln Asn
370

Ser His Ala
385

Gly Thr Tyr

Gly Ser Ala

Ala Gly Lys
435

<210> 78

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 78

Phe

260

Gly

Gln

Gln

Asn

Ser

340

Lys

Val

Val

His

Thr

420

Gln

Val

Glu

Ile

Arg

Gln

325

Asp

Gln

Glu

Ile

Leu

405

Val

ES 2 637065 T3

Gln

Phe

Glu

Ser

310

Asp

Gly

Leu

Leu

3380

Ala

Lys

Lys

Gln

Lys

295

Fhe

Pro

Fro

Tyr

Ala

375

Gly

Leu

Ile

Ile

Ile

280

Ile

Leu

Gly

Asn

Gly

260

Ala

Lsp

Phe

Gly

Glu

265

Tyr

Asn

Val

Gly

Gly

345

Arg

Ala

Thr

Gly

Glu
425

Val

Lys

Asn

Ser

Lys

330

Arg

Ile

Glu

Arg

Rsp

410

Lys

Asp

Gln

Fro

Gly

315

Ala

Leu

Glu

Leu

Tyr

335

Arg

Val

Gly

Asn

Asp

300

Leu

Glu

His

His

Lys

380

Gly

Ala

His

Gln

His

285

Lys

Gly

Tyr

Tyr

Leu

365

Ala

Ser

Gln

Glu

Thr

270

Ser

Thr

Gly

His

Ser

350

Lys

Asp

=lu

=lu

Ile
430

Ile

Ala

Asp

Glu

Gly

335

Ile

Thr

Glu

Glu

Ile

415

Gly

Gly Ser Gly Pro Asp Ser Asp Arg Leu Gln Gln Arg Arg
10

1

<210> 79

<211> 508

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

!

<223> Proteina en tandem de meningococo

<400> 79

91

Thr

Val

Ser

His

3240

Lys

Asp

Leu

Lys

Lys

400

Ala

Ile



ES 2 637065 T3

Val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala Fro
1 5 10 15

Leu Asp His Lys Asp Lys Gly Leu Gln Ser Leu Thr Leu Asp Gln Ser
20 25 30

92



Val

Thr

Lys
65

Ser

Gly

Tvr

145

Tvr

Gln
Glno
225

[lis

Leu

Thr

Gln

305

Lys

Glu

Tyr

Il=

Ala

Gly

Glu
130

Ala
210
Glu

Ile

Gln

Leu

290

Gly

Leu

Val

Lys

“hr
Leu
Lys
Z15
His
Gly
Ile
Ser
Gly
295
Glu
WVal
Gly
Gln
“hr
275

Asp

Ala

Gln
355

Asn

Asn

Arg

Leu

Thr

100

Met

Thr

Thr

Fro

180

Lys

Lys

Ala

Leu

Arg &

260

Ala =

Glu

Lsn

Gl

340

ABDn

Glu

85

Ala

Val

Ser

Ala

Zhe A

las

Glu

hrg

Gly

Ala i

245

Ser

Lys

Zsp

325

His

ES 2 637065 T3

Tiys

Asp

Asp

T2

Pae

Ala

Phe

Phe

150

Lzu

His

Ser

v Ser

230

Val

Leu

Val

Tor

310

Lys

Tea

Ser

S5

Phe

Gly

Gln

Lsp
135

WVal

Tle

Tys

40

Zen

Ile

Glu

Thr

Arg

120

Ys

Scr

vs

Val

200

Ser

Glu

: Gln

His
280

- Gly

Ser

Thr

el
260

93

T.eu

Arg

Fhe

Glu

105

Gln

Leu

Len

WVal

Gly

Lys

Asn

Asn

T.eu
345

Val

Thr

Phe

Pro

Ser
250

Ala

Gly

1le

Lrg

531u

Ala

155

Azn

Ala i

Gly

Ile

Thr
235

Lys

Lys

Asp

315

Zap

Ser

Leu

Gln

Lys

&0

Glu

Tvr

Gln

Ile

Gly
144

Scr
Phe
220

Val

Pro

FPhe

Gly

—

45

Leua Z

Val

> Lys

Ala

Val

205

Gly

Asn

Asp

Leu
285

Lvs

- Leu

Ile

Il=
365

\J-ly B

Asep
130
~ou

Gly

Gly

Zeu

Asn

Glu

Asn

Gly

Glu

Ile

Leu

Glu

173

Ile

Tvyr

Lys

Ile

Ser

Ala

Thr

Gln

335

Gln

Lys

Twys

His

His

Thr
Thr
160

His

2Ala

Arg

240

Arg

Azp

Leu

Ala

Gly

320

Ile

Tle

Ile



Asn

Val

385

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr
465

Gly

Glu

<210> 80
<211> 248
<212> PRT

Asn

370

Ser

Lys

Lys

Ile

Glu

450

Arg

Rsp

Lys

Pro

Gly

Ala

Leu

Glu

435

Leu

Val

Lsp

Leu

Glu

Thr

420

His

Lys

Gly

His

500

<213> Neisseria meningitidis

<400> 80

Lys

Gly

Tyr

405

Tvyr

Leu

Ser

G1ln
4850

Glu

ES 2 637065 T3

Ile

Gly

320

His

Thr

Lys

Asp

Glu

470

Glu

Lsp

375

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

455

Glu

Ile

Gly

Ser

His

Lys

Asp

Fro

440

Lys

Lys

Ala

Ile

94

Leu

Thr

Ala

Fhe

425

Glu

Ser

Gly

Gly

Zla
505

Ile

Ala

Phe

410

Ela

Gln

His

Thr

Ser

450

Gly

Fhe 2

395

Ser

Ela

Lsn

Ala

Tyr

475

Ala

Lys

Gln

380

Ser

Lys

Wal

Val

460

His

Thr

Gln

Arqg

Gln

Gln

=lu

445

Ile

Leu

Val

Ser

Leu

Gly

430

Leu

Leu

Ala

Lys

Phe Leu
Pro Asp
400

Ala Gly
415

His Gly

Ala Ala

Gly Zsp

Leu Phe

480

Ile Gly
495



<210> 81

Val

Leu

Val

Thr

Lys

65

Leu

Ser

Ser

Gly

Tyr
145

Tyr

Leu

Pro

Gln

Gln

225

His

<211> 247
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 81

REla

Bsp

Arg

Tyr

50

Val

Ile

REla

Gly

Glu

130

Arg

Thr

Lvys

Asp

Ala

210

Glu

Ile

REla

His

Lys

35

Gly

Ser

Thr

Leu

Lys

115

His

Gly

Ile

Ser

Gly

195

Glu

Val

Gly

Bsp

Lys

20

Asn

Asn

Arg

Leu

Thr

100

Met

Thr

Thr

Asp

Pro

180

Lvys

Lys

Ala

Leu

Ile

Bsp

Glu

Gly

Fhe

Glu

B5

REla

Val

Ser

Ala

FPhe

165

Glu

Arg

Gly

Gly

Ala
245

ES 2 637065 T3

Gly

Lys

Lys

AsSp

Bsp

70

Ser

Fhe

Ala

Fhe

FPhe
150

Ala

Leu

His

Ser

Ser

230

Ala

REla

Gly

Leu

Ser

55

Fhe

Gly

Gln

Lys

Asp

135

Gly

Ala

Asn

Ala

Tyr

215

Ala

Lvys

Gly

Leu

Lys

40

Leu

Ile

Glu

Thr

Arg

120

Lys

Ser

Lvys

Val

Val

200

Ser

Glu

Gln

95

Leu

Gln

25

Leu

Asn

Arg

Fhe

Glu

105

Gln

Leu

Asp

Gln

Asp

185

Ile

Leu

Val

REla

10

Ser

Ala

Thr

Gln

Gln

90

Gln

Phe

Fro

Asp

Gly

170

Leu

Ser

Lys

Bsp

Leu

Ala

Ile

75

Val

Ile

Arg

Glu

Ala
155

Asn

Ala

Gly

Ile

Thr
235

REla

Thr

Gln

Lys

60

Glu

Tyr

Gln

Ile

Gly

140

Gly

Gly

Ala

Ser

Fhe

220

Val

Leu

Leu

Gly

45

Leu

Val

Lys

Bsp

Gly

125

Gly

Gly

Lvys

Ala

Val

205

Gly

Asn

Thr

Bsp

30

Ala

Lys

Bsp

Gln

Ser

110

AsSp

Arg

Lvys

Ile

Asp

130

Leu

Gly

Gly

REla

15

Gln

Glu

Asn

Gly

Ser

95

Glu

Ile

Ala

Leu

Glu

175

Ile

Tyr

Lys

Ile

Pro

Ser

Lys

AsSp

Gln

g0

His

His

Ala

Thr

Thr
160

His

Lvys

Asn

Ala

Arg
240



10

Val Ala

Leu Asp

Val Arg

Thr Tyr
50

Lys Val
65

Leu Ile

Ser Ala

Ile Asp

Gly Glu

130

His Gly
145

Thr Ile

Lys Thr

Asp Glu

Glu Glu
210

Glu Ile
225

Ile Gly
<210> 82

<211> 501
<212> PRT

Ala

His

Lys

35

Gly

Ser

Thr

Val

Ser

115

His

Lys

Asp

Pro

Lys
135

Lys

Ala

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Lys

20

Azn

Azn

Arg

Leu

Val

100

Leu

Thr

Ala

Phe

Glu

180

Ser

Gly

Gly

Ala

Ile

Asp

Glu

Gly

Fhe

Glu

g5

Ala

Ile

Ala

Fhe

Ala

165

Gln

His

Thr

Ser

Gly
245

ES 2 637065 T3

Gly

Lys

Lys

Asp

Asp

70

Ser

Leu

Aszsn

Fhe

Ser

150

Ala

Asn

Ala

Tyr

Ala
230

Lys

<223> Proteina en tandem de meningococo

<400> 82

Ala

Ser

Leu

Ser

55

Fhe

Gly

Gln

Gln

Aszsn

135

Ser

Lys

Val

Val

His
215

Thr

Gln

Gly

Leu

Lys

40

Leu

Ile

Glu

Ile

Arg

120

Gln

Asp

Gln

Glu

Ile
200

Leu

Val

96

Leu

Gln

25

Leu

Aszsn

Arg

Phe

Glu

105

Ser

Leu

Asp

Gly

Leu

185

Leu

Ala

Lys

Ala

10

Ser

Ala

Thr

Gln

Gln

90

Lys

Fhe

Pro

Ala

His

170

Ala

Gly

Leu

Ile

Asp

Leu

Ala

Gly

Ile

75

Ile

Ile

Leu

Asp

Gly

155

Gly

Ala

Asp

Fhe

Gly
235

Ala

Thr

Gln

Lys

60

Glu

Tyr

Asn

Val

Gly

140

Gly

Lys

Ala

Thr

Gly
220

Glu

Leu

Leu

Gly

45

Leu

Val

Lys

Asn

Ser

125

Lys

Lys

Ile

Glu

Arg
205

Asp

Lys

Thr

Asp

30

Ala

Lys

Asp

Gln

Pro

110

Gly

Ala

Leu

Glu

Leu

1320

Tyr

Arg

Val

Ala

15

Gln

Glu

Aszsn

Gly

Asp

95

Asp

Leu

Glu

Thr

His

175

Lys

Gly

Ala

His

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

80

His

Lys

Gly

Tyr

Tyr

160

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu
240



Tal

Leu

Val

Thr

Lys

65

Leu

Ser

Ser

Gly

Tyr

145

Tyr

Leu

Fro

Gln

Gln
225

Ala

Tyr

20

Val

Ile

2la

Gly

Glu

130

Arg

Thr

Lys

Asp

Ala

210

Glu

Ala

His

Lys

35

Gly

Ser

Thr

Leu

Lys

113

His

Gly

Ile

Ser

Gly

155

Glu

Val

Lsp

Lys
20

Thr
100
Met

Thr

Thr

Pro
1280

Lys

Lys

Lsp

Glu

Glu
85
Ala

Val

Ser

Phe

165

Glu

Arg

Gly

Gly

ES 2 637065 T3

Gly

Lys

Lys

hsp

70

Ser

Phe

&la

Fhe

Phe

150

Leu

His

Ser

Ser
230

Ala

Gly

Leu

Ser

55

FPhe

Gly

Gln

Lys

Lsp

135

Gly

Ala

Asn

Ala

Tyr
215

Gly

Leu

Lys

40

Leu

Ile

Glu

Thr

Arg

120

Lys

Ser

Lys

YVal

Val

200

Ser

Glu

97

Leu Ala Asp Ala

Gln

25

Leu

Lsn

Arg

Phe

Glu

105

Gln

Leu

Asp

Gln

Asp

185

Ile

Leu

WVal

10

Ser

ila

Thr

Gln

Gln

90

Gln

Fhe

Fro

Asp

Gly

170

Leu

Ser

Gly

Lvs

Leu

hla

Gly

Ile

-

Val

Ile

Arg

Glu

Ala

155

Asn

Ala

Gly

Ile

Thr
235

Thr

Gln

Lys

60

Glu

Tyr

Gln

Ile

Gly

140

Gly

Gly

Ala

Ser

Fhe

220

WVal

Leu

Leu

Gly

45

Leu

Val

Lvys

Asp

Gly

125

Gly

Gly

Lvs

Ala

Val

205

Gly

Asn

Thr
Zap
30

Lla

Gln

Ser

110

ASp

Arg

Lvs

Ile

Asp

190

Leu

Gly

Gly

Zla

15

Gln

Glu

Asn

Gly

Ser

95

Glu

Ile

Ala

Leu

Glu

175

Ile

Tyr

Lys

Ile

Pro

Ser

Lys

ASp

Gln

80

His

His

Ala

Thr

Thr

160

His

Lvs

Asn

Ala

Arg
240
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<210> 83
<211> 51

His

Ala

His

Lys

Gly

305

Thr

Val

Ser

His

385

Lys

Asp

Pro

Lys

Lys

465

Ala

Ile

1

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Asp

Lys

Asn

290

Asn

Val

Leu

370

Thr

Ala

Fhe

E1lu

Ser

450

Gly

Gly

Ala

Gly

Ile

Asp

275

Glu

Gly

Fhe

E1lu

Ala

355

Ile

Ala

Fhe

Ala

Gln

435

His

Thr

Gly

260

Lys

Lys

Asp

RAsp

Ser

340

Asn

Phe

Ala

420

Asn

Ala

Tyr

Ala

Lys
500

Ala
245

Ala

Leu

Ser

Fhe

325

Gly

Gln

Gln

Asn

Ser

405

Lys

Val

Val

His

Thr

dB5

Gln

ES 2 637065 T3

Ala

Lys

Leu

310

Ile

E1lu

Ile

Arg

Gln

380

Asp

Gln

E1lu

Ile

Leu

470

Val

<223> Proteina en tandem de meningococo

<400> 83

Gln

Leu

295

Asn

Arg

Fhe

E1lu

Ser

375

Leu

Asp

Gly

Leu
455

Ala

Lys

Gln

Ala

Ser

280

Ala

Thr

Gln

Gln

Lys

360

Phe

Pro

Ala

His

Ala

440

Gly

Leu

Ile

98

Gly

Asp

265

Leu

Ala

Gly

Ile

Ile

345

Ile

Leu

Asp

Gly

Gly

425

Ala

Asp

FPhe

Gly

Ser

23540

Ala

Thr

Eln

Lys

Glu

330

Tyr

Azn

Val

Gly

Gly

414

Lys

Ala

Thr

Gly

Glu
490

Gly Gly Gly Gly

Leu

Leu

Gly

Leu

315

Val

Lys

Azn

Ser

Lys
395

Glu

Arg

Asp

475

Lys

Thr

Asp

Ala

300

Lys

Bsp

Gln

Pro

Gly

380

Ala

Leu

Glu

Leu
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Gly

140

His

Thr

Lys

Ile

Lsp

Lys

Asn

300

Ala

Ala

Asp

Arg

45

Tyr

Val

Ile

Ala

Asp

125

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

205

Glu

Ile

Gly

Ile

Asp

285

Gly

Gly &

Ala

His

30

Lys

Gly

Ser

Thr

Wal

110

Serx

His

Lys

Lsp

Fro

1390

Lys

Lys

Ile
Gly
270

Lys

Thr

Asp

15

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

95

Val

Leu

Thr

Ala

Phe

175

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala

255

Thr

Gly

Leu

Lys

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

80

Glu

Ala

Ile

Ala

Fhe

1&0

Ala

His

Thr

Ser

240

Gly

Leu

Thr

Asp
320
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Asn Ser Leu

Asp Phe Val

Ser Gly Glu

355

Leu Gln Ile
370

Asn Gln Arg
385

Phe Asn Gln

Ser Ser Asp

Lys Lys Gln

435

Asn Val Glu
450

Ala Val Ile
4565

Tyr His Len

Ala Thr Val

Lys Gln

<210> 89

<211> 521

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Gln

340

Fhe

Glu

Ser

Asp
420

Gly

Lys
500

Thr

325

Lys

Gln

Lys

Fhe

Pro

405

Pro

Tyr

Ala

Gly

Leu

485

Ile

ES 2 637065 T3

Gly

Ile

Ile

Leu

230

Gly

Aen

zlvy

Ala

Asp

470

Phe

Gly

<223> Proteina en tandem de meningococo

<400> 89

Lys

Glu

Tyr

Asn

375

Val

Gly

Gly

Arg

Ala

455

Thr

Gly

Glu

Val

Lys

360

Asn

Ser

Lys

Arg

Ile

440

Glu

Arg

Asp

Lys

110

Lys

Bsp

345

Gln

Fro

Gly

Ala

Leu

425

z1lu

Leu

Tyr

Arg

Val
5058

Asn

330

Gly

Asn

Asp

Leu

z1lu

410

His

His

Lys

Gly

Ala

490

His

Bsp

Gln

His

Lys

Gly

295

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Ser

475

=ln

=zlu

Lys

Thr

Ser

Thr

280

Gly

His

Ser

Lyvyg

Asp

460

Glu

=zlu

Ile

Ile

Ile

Ala

3es

Asp

Glu

Gly

Ile

Thr

445

Glu

Glu

Ile

Gly

Ser

Thr

350

Val

Ser

His

Lyvs

Asp

430

Leu

Lys

Lys

Ala

Ile
510

Arg

335

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

415

Phe

Glu

Ser

Gly

Gly

495

Ala

FPhe

Ala

Ala

Ile

Ala

400

Phe

Thr

Gln

His

Thr

480

Ser

Gly



Gly

Gly

Lys

Thr

Asp
65

Fro

Thr

Gly

Leu

50

Lys

AsSp

Gly

Leu

35

Thr

Asp

Ser

Leu

20

Lys

Leu

Asn

AsSp

Ala

Ser

Ser

Ser

ES 2 637065 T3

Arg

AsSp

Leu

Ala

Leu
70

Leu

Ala

Thr

Gln

55

Asn

Gln

Leu

Leu

40

Gly

Thr

111

Gln

Thr

25

Glu

Ala

Gly

Arg

10

Ala

Bsp

Glu

Lys

Arg

Fro

Ser

Lvys

Leu
75

Val

Leu

Ile

Thr

60

Lys

Ala

AsSp

Pro

15

FPhe

Asn

Ala

His

30

Gln

Lvys

Asp

AsSp

15

Lys

Asn

Ala

Lys

Ile

AsSp

Gly

Gly

Ile
B0



Ser

Thr

Val

Ser

His

145

Lys

Leu

Lys

Lys

225

Ala

Ile

Arg

Gln
3C5

Glu

AT

Leu

Val

Leu
130

Thr 2

Ala

Fhe

Glu

Ser

210

Gly

Gly

Ala

BTy

Fro

2490

Ser

Lys

Bsp

Gln

His

370

Lys

Gly C

Fhe

Ala

Ala

11>

Ile

Fhe

Thr

Gln

1582

His

Thr

[#]
[
-t

Gly

=
1w
LR

[~

Val

Ihr

Asp

Asn

Phe

Lys

1580

Asn

ala

Tyr

Ala

Lys

z60

Ala

Asp

Arg

Tyr

vs Val

Ile

340

Ile

Ala

Asp

Glu

Phe
85
Gly

Glr

Lsr
Ser
165

Lys

Val

His

Thr
245

Gl

Ala A

His

Lys

Gly

325

Thr

His
405

ES 2 637065 T3

Wal

Z1la

S1ln

S1la

Ile

Leua

230

Val

Gly

Leu

Val

Leua

393

Thr

Gln

Fhe

Glu

135

n el

=1

_eu G

215

s

Ser

Ile

Glu

Gly

Fhe

Glu

Rla

375

Ala

Lys

Gln

Lys
120

r Fhe

Fro

Pro

Tyr

Ala

200

Leu

Ile

Gly

Gly

280

Lys

Lys

Bsp

Bsp

Ser

360

Leu

Asn

Fhe 1

112

Leu

Asn

Leu

Glu
90

le Tyr

Aszn
Val
Gly
Gly
170

Arg

Ala

Thr 1

Gly

Glu

250

Gly

Leu

Lys

Leu

330

Ile

Glu

Ile

Arg 5

Gln
410

Val

Asr

Ser <

11e

Glu

Gl

Leu
315

Arg

Phe 5

Glu

ASD

S1ln

Pro

Leua

S1la

Leua

Tvr

223

Arg

Wal

Ser
300

ala

st Thr

Gln

Lys
3893

Fhe

Pro

Agp

125

eu

Glu

His

His

oys

205

Gly

His

Arg

As=p

285

Zeu

Gly

Ile

Ile

365

Ile

Zeu

Gln
His
110

Lys

Gly

Tyr
Leu
130

Ala

Ser

Glu

Thr

Val

Gly

Thr
25

Thr

1le

Ala

Asp

51lu

Zg Gly

Lys

Asp

Leu

]
|4
[

Leu
335
Val

Lys

Asn

160

1le

Thr

Glu

Ile

240

Gly

Gln

Thr

Asp

&la

320

Lys

Asp

Gln

Gly
400

Ala
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Glu

Thr

His

Lys

465

Gly

Ala

His

<210> 90
<211> 514
<212> PRT

Tyr

Tyr

Leu

450

Ala

Glu

His

Thr

435

Lys

Asp

E1lu

Glu

Ile
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly Lys
420

Ile Asp

Thr Pro

Glu Lys

Glu Lys
485

Ile Rla
500

Gly Ile

ES 2 637065 T3

Ala

Phe

Glu

Ser

470

Gly

Gly

Ala

<223> Proteina en tandem de meningococo

<400> 90

Phe

AEla

Gln

455

His

Thr

Ser

Gly

Ser

AEla

440

Asn

Ala

Tyr

Ala

Lys
520

113

Ser
425

Lys

Val

Val

His

Thr

505

Eln

Asp

Gln

=zlu

Ile

Leu

490

Val

Asp

Gly

Leu

Leu

475

Ala

Lys

Ala

His

Ala

460

Gly

Leu

Ile

Gly

Gly

445

Ala

Asp

Fhe

Gly

Gly
430
Lys

Ala

Thr

=zlu
510

Lys

Ile

=zlu

Arg

Asp

495

Lys

Leu

=lu

Leu

Tyr

480

Arg

Val



Gly

Gly

Lys

Thr

AsSp

65

Ser

Thr

Val

Ser

His

145

Lvys

Fro

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Arg

Leu

Val

Leu

130

Thr

Ala

AsSp

Gly

Leu

35

Thr

AsSp

Fhe

Ala

Ala

115

Ile

Ala

FPhe

Ser

Leu

20

Lys

Leu

Asn

Bsp

Ser

100

Leu

Asn

Fhe

Ser

AsSp

REla

Ser

Ser

Ser

Fhe

85

Gly

Gln

Gln

Asn

Ser
165

ES 2 637065 T3

Arg

Bsp

Leu

Ala

Leu

70

Val

Glu

Ile

Arg

Gln

150

Asp

Leu

REla

Thr

Gln

55

Asn

Gln

FPhe

Glu

Ser

135

Leu

Asp

Gln

Leu

Leu

40

Gly

Thr

Lys

Gln

Lvys

120

Fhe

Fro

Pro

114

Gln

Thr

25

Glu

Ala

Gly

Ile

Ile

105

Ile

Leu

Gly

Asn

Arg

10

REla

Bsp

Glu

Lys

Glu

90

Tyr

Asn

Val

Gly

Gly
170

Arg

Pro

Ser

Lys

Leu

75

Val

Lvys

Asn

Ser

Lys

155

Arg

Val

Leu

Ile

Thr

60

Lys

Bsp

Gln

Pro

Gly

140

Ala

Leu

Ala

Bsp

Pro

45

Phe

Asn

Gly

Asn

Asp

125

Leu

Glu

His

Ala

His

30

Gln

Lys

AsSp

Gln

His

110

Lvys

Gly

Tyr

Tyr

AsSp

15

Lys

Asn

Ala

Lys

Thr

95

Ser

Thr

Gly

His

Ser
175

Ile

Bsp

Gly

Gly

Ile

g0

Ile

Ala

Asp

Glu

Gly

160

Ile



Lsp

Leu

Lys

Lys

225

Ala

Ile

Gly

Lys
305

Rsp

Asp

Leu
Azn
385

Phe

Ala

Asn

Ala

465

Tvr

Ala

Phe

Ser

210

Gly

Glvy

Ala

Ala

Ser

250

Phe

Gly

[
J, [y
]

Gln A

Lys
Val
450

Val

His

Thr ¥

Thr

Gln

135

Thr

Ser

Gly

Gly

275

Leu

Lys

Leu

Glu
355

Ile

Gln
435

Glu

Leu

Lys=
180

Ty

Lys
260
Leu

Gln

Leu

Glu

Leu

Leun

Leu

Lyvs

Val

Val

His

Thr

245

Gln

Ala

Thr

325

Gln

Gln

Lys

Phe

Pro

405

Ala

His

Rle

Gly

Leu

485

Ile

ES 2 637065 T3

Gln

Leu

230

Val

Gly

Asp

Leu

Ile

Ile

Ile

Leu

390

Asp

Gly

Leu

Leu

215

Ala

Lys

Ser

Ala

Thr

295

Lys

Tyr

an

375

Val

Gly

Gly

Lys

Ala

455

Tkr

Glv

Glu

Tvyr

Ala

20C

Gly

Len

Ile

Gly

Leu

28C

Leu

Gly

Leu

Val

Lys

36C

Ser

Lys

Ile
L4C

Glu

Asp

Lys

115

Gly

185

Ala

Lap

Phe

Glvy

Gly

245

Thr

Asp

Ala

Lys

Asp
345

Gln

Pro 1

Gly

Ala

Leu

425

Glu

Leu

Tvr

Arg

val
505

Arg

ala

Thr

Gly A

Glu
250
Gly

Ala

Glu

410

Tar

His

Lys

Gly

ala

450

His

Ile

Glu

Fro

Ser

Lys
315

Gly
395

Tvr

Leu

2la A

Ser
175

Gln

Glu

Glu

Leu

Tyr

220

Arg

Leu

Val

300

Thr

Lys

Leu

Ser

Ile

380

Gly

Thr

Lys

Glu

Ile

His

Lys

205

Gly

Ala

His

Asp

285

Arg

Tyr

Val

Ile

Gly

Ile

Thr

445

Glu

Glu

Ile

Gly

Leu
190

Thr
350

Val

Lys
Asp
430

Pro

Lys

[Sa ]
1
< D

Lys

2ap

Glu

Glu

Ile

255

Asp

Lys

Zzn

Aryg

335

Leu

Wal

Len

Thr

Ala

415

Glu

s Gly

Gly
435

Ala

Thr

Glu

Glu

Ile

240

Glwy

Ile

Glu
Gl
320

Fhe

Glu

Ile

Gln

His

Thr

480

Ser

Gly
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<210> 91

<211> 440

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina hibrida de meningococo

<400> 91

ES 2 637065 T3

Lys Gln

116



Cys

Val

Leu

Thr

Leu

&5

Gly

Ile

Thr

Ala

Val

145

Val

Tyr

Arg

Pro

Ser

225

Lys

Asp

Val

Asp

Arg

Lys

50

Gln

Thr

Trp

Thr

130

Mt

Val

Leu

210

Val

Thr

Lys

Arg
Ile
35

Gly

Ile

Val

Asn

115

Gln

Gly

Thr

Gln

Ala

195

Asp

Arg

Tyr

Val

Ala
Arg
20

Glu

Ala

Ala

100

Thr

Ala

Ile

Thr

Arg

180

Ala

His

Lys

Gly

Ser
260

Val

Thr

Thr

Thr

Gly

Arg

85

Ser

Ser

Val
165
Gly
Asp
Lys
Asn
Asn

245

Arg
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Ile

Thr

Thr

Pro

Gln

70

Leu

Lys

Val

Thr

150

Gly

Ser

Asp
Glu
230

Gly

Phe

Gly

Gly

Ala

Gln

55

Val

Glu

Pro

Val

Lys

135

Pro

Val

Gly

Gly

Lys

215

Lys

Asp

Asp

Arg

40

Ile

Ala

Gln

Arg

Arg

120

Ile

E1lu

Gln

Pro

Ala

200

Ser

117

Ala

Eln

25

Ser

Ser

Thr

Ala

Thr

105

Ala

Val

Glu

Lys

Asp

185

Gly

Leu

Lys

Leu

Ile
265

Ala

10

Thr

Tyr

Val

Glu

Ala

90

Ala

Thr

Thr

Gln

Val

170

Ser

Leu

Eln

Leu

Azn

250

Arg

Val

Asp

Leu

Val

Gly

75

Glu

Gly

Leu

Tyr

Ala

155

Ile

Asp

Ala

Ser

Ala

235

Thr

Eln

Gly

Asp

Arg

Gly

Glu

Gly

Asp

Leu

Gly

144

Gln

Thr

Arg

Asp

Leu

220

Ala

Gly

Ala

Asn

Eln

45

Tyr

Lys

Val

Ile

Gly

125

Asn

Ile

Leu

Leu

Ala

205

Thr

Gln

Lys

=zlu

Lys

Val

30

Asn

Asn

Gln

Tyr

Ala

110

Val

Thr

Tyr

Eln

190

Leu

Leu

Gly

Leu

Val
270

Ser

15

Met

Asn

Arg

Fhe

Azn

95

Gly

Ser

Thr

Gln

Gln

175

Eln

Thr

Asp

Ala

Lys

255

Asp

Ala

Ala

Eln

His

Val

g0

Tyr

Asp

Pro

Tyr

Lys

160

Azn

Arg

Ala

Eln

Glu

240

Azn

Gly
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Gln

His

Lys

305

Gly

Tyr

Tyr

Gln

Glu

<210> 92
<211> 433
<212> PRT

Leu

Ser

250

Ile

Gly

His

Thr

Glu

Glu

Ile

Ile

275

Ala

Asp

Glu

Gly

Ile

355

Thr

Glu

Glu

Ile

Gly
435

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Val

His

Lys

340

Asp

Pro

Lys

Lys

Ala

42Q

Ile

Leu

Val

Thr

325

Ala

FPhe

z1lu

Ser

Gly

405

Gly

Ala
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Glu

Ala L

Ile=

310

Ala

Fhe

Ala

Gln

Hisg

390

Thr

<223> Proteina hibrida de meningococo

<400> 92

Ser

2u

Asn

Fhe

Ser

Ala

Aen

375

Ala

Tyr

Ala

Lys

Gly

280

Gln

Gln

Asn

Ser

Lys

260

Val

Val

His

Thr

Gln
440

118

Glu

Ile

Arg

Gln

Asp

345

Gln

z1lu

Ile

Leu

Val
425

FPhe

Glu

Ser

Leu

230

AsSp

Gly

Leu

Leu

Ala

410

Lys

Gln

Lys

FPhe

315

Fro

Ala

His

Ala

Gly

395

Leu

Ile

Ile

Ile

300

Leu

Asp

Gly

Gly

Ala

380

Asp

Fhe

Tyr

285

Asn

Val

Gly

Gly

Lyvyg

365

Ala

Thr

Gly

Glu

Lys

Asn

Ser

Lys

Lys

350

Ile

Glu

Arg

Asp

Lys
430

Gln

Pro

Gly

Ala

335

Leu

Glu

Leu

Tyr

Arg

415

Val

Asp

Bsp

Leu

3240

Glu

Thr

His

Lys

Gly

400

Ala

His



Cys

Val

Thr
Leu
c5

Gly

Ile

Val

Asp

Arg

Lys

50

Leu

Gln

Thr

Ser

Arg

Ile

35

Gly

Leu

Ile

Val

Ala

Arg

20

E1lu

Tyr

Leu

Ala

Ala
160

Val

Thr

Thr

Thr

Gly

Arg
85
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Ile

Thr

Thr

Pro

Gln

70

Ser

Gly

Gly

Ala

Gln

55

Val

Glu

Pro

Ser

Ala

Arg

40

Ile

Ala

Gln

Arg

119

Ala

Gln

25

Ser

Ser

Thr

Ala

Thr
105

Ala

10

Thr

Tyr

Val

=zlu

Ala

90

Ala

Val

Asp

Leu

Val

Gly

75

=zlu

Gly

Gly

Asp

Arg

Gly

=zlu

Gly

Asp

Ala

Azn

Gln

45

Tyr

Lys

Val

Ile

Lys

WVal

30

Azn

Azn

Eln

Tyr

Ala
1140

Ser Ala
15

Met Ala

ABzsn Gln

Arg His

Phe Val
g0

Asn Tyr
95

Gly Asp



Thr

Ala

Val

145

WVal

Tyr

Ala

Ser

Leu

225

Ser

Fhe

Gly

Gln

Gln

305

Asn

Ser

Lys

Val

Val

385

Thr

Gln

Tre

Thr

130

Met

Ser

Val

Gly

Lau

210

Lys

Len

Ile

Ile

290

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

370

Ile

T.eu

Fal

Asn

115

Gln

Gly

Thr

Gln

Leu

185

Gln

Aan

Arg Gl

Phe

275

Glu

Ser

Leun

Asp

Gly

355

Leun

Leun

rla

Lvys

Thr

Ala A

Ile

Thr

Arg

180

Ala

Ser

Ala

Thr

260

Glo

Lys

Pke

Fro

Kla

340

Eis

Ela

Gly

Teu

Ile
4z0

Ser

Val

165

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly

245

Ile

Ile

Ile

Leu

Asp

325

Gly

Gly

Ela

hsp

Phe

L0050

Gly
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Val

Thr
150

Thr
Gin
230

Lvs

Tyr

Asn

Va_
3.0

Lys

e
[
s

Thr
390

, Val

Lys

135

Fro

Val

Gly

Leil

Leu

215

Gly

Leu

Val

Lys

Asn
295

Lys

Ile

(]
|
L

Lsp A

Lys

Arg

120

Ile

Glu

Gln

Gly

Thr

200

Asp

Ala

vs

Esp

Gln

280

Fro

Zeu

Glu
360

u Leu

Tvr

Val

120

Val

Glu

Lys

Gly

18>

Ala

Gln

Glu

¥ Leu

Glu

Thr

345

His

Lys

Gly

His
425

Thr

Thr

FPro

Ser

Lys

Asp
250

Tvr

330

Tvr

Leu

Ala

Ser

sln

410

Glu

Len

Tvyr

Ala

155

Ile

s Val

Leu

YVal

Thr

235

Leun

Ser

Ile

Gly

315

His

Thr

Lys=

Asp

Glu

395

Glu

Ile

Len

Gly

140

Gln

Thr

3la

Asp

Arg

220

Tyr

Val

Ile

RAla

Asp

300

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

280

Glu

Tle

Gly

Ile

Len

ala

His

205

Lys

Ser I

Thr
Val
285

Ser

His

Lys

ala

Ile

Ile

Val

Thr

Tvr

Asp

120

Lys

Thr

Phe
350

Glu

Ser

Ala
430

Thr

Gln

Gln

175

Tle

Asp

Glu

Gly

Fhe 2

255

Ala

Ile

Ala

FPhe

335

Ala

Gln

His

Thr

Ser

415

Gly

Fro

Tvyx

Lys

le0

Asn

Gly

Lys

Leu

Ala

Aan
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<210> 93

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina hibrida de meningococo

<400> 93

ES 2 637065 T3

121



Cys

Val

Thr

Leu

&5

Gly

Ile

Thr

Ala

Val

145

Val

Tyr

Arg

Pro

Ser

225

Lys

Leu

Val

Val

Asp

Arg

Lys
50

Thr

Trp

Thr

130

Ser

Val

Val

Leu

210

Ile

Thr

Lys

Asp

Ser

Arg

Ile

35

Gly

Val

Asn

115

Gln

Gly

Thr

Gln

Ala

195

Asp

Pro

Phe

Asn

Gly
275

Ala
Arg
20

E1lu

Ala

100

Thr

Ala

Ile

Thr

Arg

180

Ala

His

Gln

Lys

Asp

z2e0

Gln

Val

Thr

Thr

Thr

Gly

Arg

85

Ser

Val
165
Gly
Asp
Lys
Asn
Ala
245

Lys

Thr

ES 2 637065 T3

Ile

Thr

Thr

Pro

Gln

70

Ser

Leu

Lys

Val

Thr

150

Gly

Ser

Ile

Asp

Gly

230

Gly

Ile

Ile

Gly

Gly

Ala

Gln

55

Val

Glu

Pro

Val

Lys

135

Pro

Val

Gly

Gly

Lys

215

Thr

Asp

Ser

Thr

Ser

Ala

Arg

40

Ile

Ala

Gln

Arg

Arg

120

Ile

E1lu

Gln

Pro

Thr

200

Gly

Lys

Arg

Leu
280

122

Ala

Eln

25

Ser

Ser

Thr

Ala

Thr

105

Ala

Val

Glu

Lys

Asp

185

Gly

Leu

Thr

Asp

FPhe

265

Ala

Ala

10

Thr

Tyr

Val

Glu

Ala

90

Ala

Thr

Thr

Gln

Val

174

Ser

Leu

Lys

Leu

Asn

23540

Asp

Ser

Val Gly

Asp Asp

Leu Arg

vVal Gly

Gly Glu

75

Glu Gly

Gly Asp

Leu Leu

Tyr Gly

140

2la Gln
155

Ile Thr

Asp Arg

Ala Asp

Ser Leu

220
Ser Rla
235
Ser Leu

Phe Val

Gly Glu

Ala

Asn

Gln

45

Tyr

Lys

Val

Ile

Gly

125

Azn

Ile

Leu

Leu

Ala

205

Thr

Gln

Asn

Eln

Fhe
285

Lys

Val

30

Azn

Azn

Gln

Tyr

Ala

114

Ile

Val

Thr

Tyr

Eln

190

Leu

Leu

Gly

Thr

Lys

270

Gln

Ser

15

Met

Azn

Arg

Fhe

Asn

95

Gly

Ser

Thr

Gln

Eln

175

Eln

Thr

Glu

Ala

Gly

255

Ile

Ile

Ala

Ala

Gln

His

Val

g0

Tyr

Asp

Pro

Tyr

Lys

160

Asn

Arg

Ala

Asp

Glu

240

Lys

=zlu

Tyr
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<210> 94

Lys

Asn

305

Ser

Lys

Arg

Ile

Glu

385

Arg

Asp

Lys

<211> 436
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina hibrida de meningococo

<400> 94

Gln

290

Pro

Gly

Ala

Leu

Glu

370

Leu

Tyr

Arg

Val

Asn

Asp

Leu

Glu

His

355

His

Lys

Gly

Ala

His
435

His

Lys

Gly

Tyr

340

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

420

Glu

Ser

Thr

Gly

325

His

Ser

Lys

Asp

Glu

405

Glu

Ile

ES 2 637065 T3

Ala

Asp

310

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

390

Glu

Ile

Gly

Val

295

Ser

His

Lys

Asp

Leu

375

Lys

Lys

Ala

Ile

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

360

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
440

123

Ala

Ile

Ala

Fhe

345

Thr

Gln

His

Thr

Ser

425

Gly

Leu

Asn

Phe

330

Ser

Lys

Asn

Ala

Tyr

410

Ala

Lys

Gln

Gln

315

Asn

Ser

Lys

Val

Val

395

His

Thr

Gln

Ile

300

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

380

Ile

Leu

Val

Glu

Ser

Leu

Asp

Gly

365

Leu

Leu

Ala

Lys

Lys

Phe

Pro

Pro

350

Tyr

Ala

Gly

Leu

Ile
430

Ile

Leu

Gly

335

Aszsn

Gly

Ala

Asp

Phe

415

Gly

Asn
Val
320
Gly
Gly
Arg
Ala
Thr
400

Gly

Glu



Cvs

Val

Thr

Thr

Val

Asp

Arg

Lys

50

Gln

Thr

Trp

Arg
Ile
35

Gly

Ile

Val

Asn
115

Ala

Arg
Z0

Glu

Ala

Ala
100

Thr

Val

Thr

Thr

Thr

Gly

Arg

85

Ser

ES 2 637065 T3

Ile

Thr

Thr

Fro

Gln

70

Ser

Leu

Lys

Gly

Gly

Ala

Gln

55

Val

z1lu

Pro

Val

Ala

Arg

40

Ile

Ala

Gln

Arg

Arg
120

124

Ala

Gln

25

Ser

Ser

Thr

Ala

Thr

105

Ala

Ala

10

Thr

Tyr

Val

Glu

Ala

S0

Ala

Thr

Val

Bsp

Leu

Val

Gly

75

=lu

Gly

Leu

Gly

Bsp

Arg

Gly

&0

Glu

Gly

Asp

Leu

Ala

Asn

Gln

45

Tyr

Lys

Val

Ile

Gly
125

Lys

Val

30

Asn

Asn

Gln

Tyr

Ala

110

Ile

Ser

15

Met

Asn

Arg

FPhe

Asn

95

Gly

Ser

Ala

Ala

Gln

His

Val

80

Tyr

Asp

Fro



Ala

Val

145

Tyr

Thr

Gly

Leu

225

Lys

Aryg

Leu

Val

Lenu

305

Thr

Fhe

Glu

Ser

385

Gly

Gly

Zla

Thr

130

Ser

Val

Leu

210

Thr

Bsp

Fhe

Ala

Ala

290

Ile

Ala

Phe

Thr

His

Thr

Ser

Gly

Gln

L Gly

Thr

Leu
1%5
Lys

Leu

Asp
Ser
275

Leu

Asn

Ser
Lys
355

Lsn

Tyr

Lla

Lys
435

Ala

Ile

Thr

Arg

120

Ala

Ser

Ser

Fhe

260

Gly

Gln

Gln

Asn

Ser

340

Val

Val

His

Thr

420

Gln

Val
165

Gly

Leu

Ala

Leu

245

Tal

Glu

Ile

Arg

Gln

325

Asp

Gln

Glu

Ile

Leu

405

‘v’al

ES 2 637065 T3

Val
Thr
150

Gly

Ser

Thr

Gln

230

Phe

Glu

Ser

310

Leu

Asp

Gly

Leu

Leu

390

Ala

Lys

Lys

135

Fra

Val

Gly

Leu

Leu

215

Gly

Thr

Lys

Gln

Lys

2595

FPhe

Pro

Pro

Tyr

Ala

375

Gly

Ile

Ile

Glu

Gln

Gly

Thr

200

Glu

Ala

Gly

Ile

Ile

280

Ile

Leu

Gly

Asn

Gly

360

Asp

Phe

Gly

125

Val

Glu

Lys

Gly

185

Ala

Asp

Glu

Lys

Glu

265

Tyr

Asn

Val

Gly

Gly

345

Arg

AEla

Thr

Gly

Glu
425

Thr

Gln

Val

170

Gly

Pro

Ser

Lys

Leu

250

Val

Lys

Asn

Ser

Lys

330

Arqg

Ile

Glu

Arg

Rsp

410

Lys

Tyr

Ala

155

Ile

Val

Leu

Ile

Thr

235

Lys

Asp

Gln

Fro

Gly

315

Ala

Leu

Glu

Leu

Tvyr

385

Arg

Val

Gly
140
1ln

Thr

Asp
Pro
220

Phe

Gly

Asn

Asp

300

Leu

Glu

His

His

Lys

380

Gly

His

Asn

Ile

Leu

Bla

His

205

Gln

Lys

Asp

Gln

His

285

Lys

Gly

Tvyr

Tyr

Leu

365

Ala

Ser

Gln

Glu

Val

Thr

Tyr

RBsp

130

Lys

Asn

Ela

Lys

Thr

270

Ser

Thr

Gly

His

Ser

350

Lyz

Asp

Glu

Glu

Ile
430

Thr

Gln

Gln

175

Ile

Asp

Gly

Gly

Ile

255

Ile

Ala

Asp

Glu

Gly
335

Ile 2

Thr

Glu

Glu

Ile
415

Tyr

Lys

1&0

Asn

Gly

Lys

Thr

Asp

240

Ser

Thr

Val

Ser

His

320

Lys

Leu

Lys

Lys

400

Ala

Ile
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<210> 95

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 95
cgcggatceg gecctgatte tgaccg

<210> 96

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 96
cccgctcgag ctgtttgecg gegatgece

<210> 97

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 97
cgcggatceg gagggggtgg tgteg

<210> 98

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 98
cccgctcgag ctgtttgecg gegatgece

<210> 99

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 99
cgcggatccg gecctgatte tgaccg

<210> 100

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 100
cccaagcttc tgtttgccgg cgatgcc

ES 2 637065 T3

26

28

25

28

26

27

126
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<210> 101

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 101
cgcggatceg gagggggtygg tgteg

<210> 102

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 102
cccaagcttc tgtttgccgg cgatgcc

<210> 103

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 103
cgcggatccg gecctgatte tgaccg

<210> 104

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 104
cccaagcttc tgtttgccgg cgatgcc

<210> 105

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 105
cgcggatceg gagggggtgg tgteg

<210> 106

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 106
cccaagcttc tgtttgccgg cgatgcc

ES 2 637065 T3

25

27

26

27

25

27
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<210> 107

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 107
cgcggatccg gecctgatte tgaccg

<210> 108

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 108
cccgctcgag ctgtttgecg gegatgece

<210> 109

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 109
cgcggatceg gaggggatgg tgteg

<210> 110

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 110
cccgctcgag ctgtttgecg gegatgece

<210> 111

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 111
cgcggatceg gecctgatte tgaccg

<210> 112

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 112
cccgctcgag ctgtttgecg gegatgece

ES 2 637065 T3

26

28

25

28

26

28
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ES 2 637065 T3

<210> 113

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 113
cgcggatceg gagggggtgg tgteg 25

<210> 114

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 114
cccgctegag ctgtttgeeg gegatgece 28

<210> 115

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 115
cgcggateceg gecctgatte tgaccg 26

<210> 116

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 116
cccaagcttc tgtttgeccgg cgatgcec 27

<210> 117

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 117
cgcggatceg gagggggtygg tgteg 25

<210> 118

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 118
cccaagcttc tgtttgccgg cgatgec 27

129



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 637065 T3

<210> 119

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 119
cgcggatccc atatgggccc tgattctgac cg 32

<210> 120

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 120
cgcggatccc tgtttgcecgg cgatgec 27

<210> 121

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 121
cgcggatccc atatgggccc tgattctgac cg 32

<210> 122

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 122
cgcggatccc tgtttgecgg cgatgec 27

<210> 123
<211> 274
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 123

Met Asn Arg Thr Ala Phe Cys Cys Leu Ser Leu Thr 2la Ala Leu Ile

1 3

Leu Thr Ala Cys Ser Ser Gly Gly Gly Gly Val Ala Ala Asp Ile Gly

130

10

15



Ala

Ser

Leu

65

Ser

Fhe

Gly

Gln

Lys

145

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala

225

Tyr

Ala

Lys

<210> 124
<211> 274
<212> PRT

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

E1lu

Thr

130

Arg

Lys

Val

210

Val

Ser

E1lu

Gln

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Gln

Leu

Asp

Gln

195

Asp

Ile

Leu

Val

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Phe

Pro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

E1lu
260

<213> Neisseria meningitidis

<400> 124

Asp

Leu

Ala

Gly

Ile

Val

Val

Arg

Glu

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Ala

Thr

Gln

70

Lys

E1lu

Tyr

Gln

Ile

130

Gly

Gly
Ala
Ser
230

Phe

Ala

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ser

215

Val

Gly

Asn

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Asp

Arg

Lys

Ile

200

Asp

Leu

Gly

Gly

131

25

Ala

Eln

=zlu

Asn

Gly

105

Ser

=zlu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Eln

Ile
265

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

His

Ala

Thr

174

Thr

His

Lys

Asn

Ala

23540

Arg

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Eln

235

Eln

His

Asp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

=zlu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Ala

=zlu

Ile

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Lys

=zlu

Val

Gly

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

190

Leu

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Asp

=zlu

Gly

FPhe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Fhe

Glu

Arg

Gly

Gly

255

Ala

Lys

Lys

Asp

&0

Asp

Ser

Leu

Ala

FPhe

160

FPhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



Met Asn Arg Thr
Leu Thr Ala Cys
20

Ala Gly Leu Ala

Ser Leu Gln Ser
50

Leu Lys Leu Ala

S3er Leu Asn Thr

Phe Ile Arg Gln

100

Gly Glu Phe Gln
115

Gln Thr Glu Gln
130

Lys Arg Arg Phe
145

Asp Lys Leu FPreo
Gly Ser Asp Asp
120

Ala Lys Gln Gly
195

Asn Val Glu Leu
210

Ala val Ile Ser
225

Tyr Ser Leu Gly
Ala Glu Val Glu
260

Lys Gln

<210> 125
<211> 274
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Ile

Glu

Lys

Lys

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Phe

Ala

Thr

Gln

70

Lys

E1lu

Tyr

Gln

Ile

130

Asp

Gly

Gly

Thr

Ser

230

Fhe

Ala

Cys

Gly

Leu
55

Gly

Val

Lys

Asp

135

Gly

Val

Gly

Lys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Pro

Lys
Ile
200

Tyr

Gly

Gly

132

Fhe
Gly
25

Ala

Eln

Glu

Azn

Gly

105

Asp

=zlu

Ile

Ala

Leu

185

=zlu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser
10
Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

90

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Azn

Ala

250

His

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

144

Glu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Asp

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Glu

Glu

Val

Gly

Ala
Lep
30

Lys

Asn

Azn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

190

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu
15
Ile

Asp

=zlu

Gly

Fhe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Fhe

=zlu

His

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

&0

Asp

Ser

Leu

Ala

Fhe

160

Fhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



5

<400> 125
Met
1
Leu

2la

Gly

Leu

65

Ser

Phe

Gly

Gln

Lys
145

Asp

Gly

Ala

Asn

2la

225

Tyr

Ala

Lys

<210> 126
<211> 274
<212> PRT

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

210

Val

Ser

Glu

Gln

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Phe

115

Glu

Gln

Leu

Asp

Gln

1%5

Glu

Ile

Leu

Val

Thr
Cys
20

2la

Ser

2la

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Fhe

Pro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

Glu
260

Ala

Ser

Asp

Leu

2la

Gly

Ile

Val

Val

Arg

Lys

165

Ala

His

2la

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

2la

Met

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Asp

Gly

Gly

2la

Ser

230

Phe

Ala

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asp

135

Gly

Val

Gly

Lys

2la

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

Asp

2la

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Asp

Met

Lys

Ile

200

Tyr

Leu

Gly

Gly

133

Leu
Gly
25

2la

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser
10
Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

Asp

2la

Thr

170

Thr

His

Lys

Asn

Ala

250

Gln

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

Glu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Asp

Glu

Ile

Thr

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Glu

Glu

Val

Gly

Ala
Asp
30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

150

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu
15
Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Phe

Glu

His

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

2la

Fhe

160

Phe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<213> Neisseria meningitidis

<400> 126

Met

1

Leu

REla

Gly

Leu

65

Ser

Fhe

Gly

Gln

Lys

145

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala

225

Tyr

Ala

Lvys

<210> 127

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lvys

Val

210

Val

Ser

Glu

Gln

Arg

REla

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Gln

Leu

Asp

Gln

195

Asp

Ile

Leu

Val

Thr

Cys

20

REla

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Fhe

Fro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Lvys
260

Thr

Ser

Bsp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Val

Val

Arg

Lys

165

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Fhe

Ser

REla

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

230

Fhe

Ala

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Bsp

135

Gly

Asp

Gly

Lvys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

AsSp

Ala

Lys

Asn

Gln

120

Ser

Asp

Ser

Lvys

Ile

200

Tyr

Leu

Gly

Gly

134

Leu

Gly

25

REla

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

AsSp

90

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Thr

His

Lvys

Asn

Ala

250

Arg

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

235

Gln

His

Thr

REla

Bsp

Arg

Tyr

Val

Ile

REla

Arg

140

Glu

Arg

Thr

Lvys

Asp

220

Asp

Glu

Ile

REla

REla

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Glu

Glu

Val

Gly

REla

hsp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

1920

Pro

Lvys

Lys

Ala

Leu
270

Leu
15
Ile

Bsp

Glu

Phe

95

Glu

REla

Val

Ser

Ala

175

FPhe

Glu

His

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

AsSp

g0

AsSp

Ser

Leu

REla

Fhe

160

Fhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<211> 274
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 127

Met
1

Leu

Ala

Phe

Ely

Gln

Lys

145

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala

225

Tyr

Ala

Lys

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Ile

zlu

Thr

130

Arg

Lys
Val
210

Val

Glu

Gln

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Asn

Arg
Phe
115

Glu

Gln

Asp

Gln
195

hsp

Ile

Val

Thr

Cvys

z0

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Fhe

Fro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

Lys
260

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Val

Ile

Arg

Glu

165

Ala

Aen

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Fhe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Ser
230

Fhe

Val

Cvs

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Val

Lys

Bsp

135

=ly

Gly

Lys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cvs

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Bsp

Arg

Lys

Ile

200

hsp

Leu

Gly

Gly

135

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Ser

z1lu

Ile

Ala

Leu

185

=1lu

Ile

Tyr

Lys

Ile
265

Ser

10

Gly

Fro

Ser

Lvs

Bsp

80

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Asn

Ala

250

Arg

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

=lu

Arg

Thr

Lys

Asp

2240

Ala

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lyvyg

His

Gly

Ile

Ser

205

Gly

=lu

Val

Gly

Ala

Asp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

119

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

190

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Fhe

Glu

Arg

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

g0

Asp

Ser

Phe

Ala

Phe

160

Fhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<210> 128
<211> 274
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 128

Met
1
Leu
Thr
Gly
Leu
65

Ser

Fhe

Gly
Gln
Lys
145

Lsp

Gly

Asn
Ala
225

Tyr

Lys

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Thr

Leu

Ile

Glu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lys

Tal

210

Tal

Ser

Glu

Gln

Arg Thr Ala

2la

Leu

35

Lys

Leu

Asn

Arg

Phe
115
Glu

Gln

Leu

Gln
1595

Glu

Leu

Val

Cys

20

Ala

Ser

Ser

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Phe

Pro

Asp

130

Gly

Leu

Ser

Gly

Glu
260

5

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Val

Tal

Arg

Lys

165

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Fhe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Gly

Gly

Thr

Ser

230

Phe

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Lsp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

215

Tal

Cys Leu
Gly Gly
25

Thr Ala
40

Glu Asp

Ala Glu

Lys Asn

Asp Gly

105

Gln Ser
120

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

90

Lys

His

Ser Glu Esp

Asp Ile Ala

Ser Ela
Lys Leu
185

Ile Glu
200

Tyr Ile
Leu Tyr

Gly Gln

Gly Ile
265

136

Thr
170

Thr

His

Lys

Zla
250

His

Leu

Val

Leu

Ile

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln 2

235

Gln

His

Thr

Thr

Asp

Ser

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

Glu

Arg

Thr

Lys

Rsp

220

Glu

Ile

Thr

Ala

His

45

Gln

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Glu

Glu

Val

Gly

2la Leu
15

Asp Ile
30

Lys Asp

Asn Gly

Asn Gly

Arg Phe
95

Leu Glu

110

Thr Ala

Met Val

Thr Ser

Thr Ala
175

Lsp Fhe
190

Pro Glu

Lys His

Lys Gly

Ala Gly

255

Leu Ala
270

Ile

Gly

Lys

Thr

Asp

80

Asp

Ser

Leu

FPhe

160

FPhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<210> 129
<211> 274
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 129

ES 2 637065 T3

137



Ala

Gly

Leu

65

Ser

Fhe

Gly

Gln

Lys
145

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala
225

Tyr

Ala

Lys

<210> 130
<211> 274
<212> PRT

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

E1lu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

210

Val

E1lu

Gln

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

E1lu

Gln

Leu

Asp

Gln

195

E1lu

Ile

Val

Thr

Cys

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Phe

Pro

Asp

180

Gly

Ser

Gly

E1lu
260

<213> Neisseria meningitidis

Asp

Leu

Ala

Gly

Ile

Val

Val

Arg

Lys

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Phe

Ala

Thr

Gln

70

Lys

E1lu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Gly

Gly

Thr

Ser

230

Fhe

Ala

Cys

Gly

Leu
55

Gly
Leu

Val

Lys

Asp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Ser

Lys

Ile

200

Tyr

Leu

Gly

Gly

138

FPhe

Gly

Ala

Gln

=zlu

Asn

Gly

105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

His

Asp

Ala

Thr

174

Thr

His

Lys

Asn

Ala

250

His

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Eln

235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

140

=zlu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Asp

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ser
205
Glu
=zlu

Val

Gly

Ala

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

190

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu
15

Ile
Rzp
Glu
Gly
FPhe
95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

FPhe

Glu

Arg

Gly

Gly

255

Ala

Gly

Lys

Lys

Asp

&0

Asp

Ser

Leu

Ala

FPhe

160

FPhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



5

<400> 130

Fhe

Gly

Gln

Lys
145

Asp

Ala

Asn

Ala
225

Tyr

Ala

Lys

<210> 131
<211> 273
<212> PRT

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Ile

Glu

Thr

130

Arg

Lys

Lys
Val
210

Val

E1lu

Gln

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Asn

Arg

Phe

115

Glu

Gln

Asp
Gln
135

Glu

Ile

Val

Thr

Cys

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Phe

Pro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

E1lu
260

Asp

Leu

Ala

Gly

Ile

Val

Val

Arg

Lys

165

Ala

His

Ala

Gly

Ile

245

Thr

ES 2 637065 T3

Fhe

Thr

Gln

70

Lys

E1lu

Tyr

Gln

Ile

130

Gly

Gly

Gly

Thr

Ser

230

Fhe

Ala

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Val

Lys

Asp

135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

215

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Ser

Lys

Ile

200

Tyr

Leu

Gly

Gly

139

Leu

Gly

25

Ala

Eln

Glu

Azn

Gly

105

Ser

=zlu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Tyr

Gln

Ile
265

Ser

10

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

Asp

Ala

Thr

174

Thr

His

Lys

Asn

Ala

23540

Gln

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Eln

235

Gln

His

Thr

Ala

Asp

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly

144

=zlu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Asp

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

=zlu

=zlu

Val

Gly

Ala

Asp

30

Lys

Asn

Azn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

190

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
270

Leu

15

Ile

Asp

=zlu

Gly

Fhe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Fhe

Glu

Arg

Gly

Gly

255

Ala

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

&0

Asp

Ser

Leu

Ala

FPhe

160

Fhe

Ala

Leu

His

Ser

240

Ser

Ala



<213> Neisseria meningitidis

<400> 131

Ala

Fhe

Ely

Gln

Gln

145

Asan

Lys

Val

Val

225

His

Thr

Gln

Asn

Thr

Ely

Leu

50

Lys

Ile

zlu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Val

Arg

Ala

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Asp

Gly
195

Ala

Lys

Thr

Cvs

z0

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Fro

Ala
180

His

Ala

Ile
260

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Ile

Ile

Leu

Val

165

Gly

Gly

Ser

Asp

Fhe

245

Gly

ES 2 637065 T3

Fhe

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Asp

Elvy

Lys

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cvs

Gly

Leu

55

Gly

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

=zlu

215

Arg

Asp

Lys

Cvs

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Bsp

Gln

120

Fro

Gly

Ala

Leu

zlu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

140

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Bsp

Asp

Leu

Glu

Thr

185

Hisg

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Bsp

80

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

250

=zlu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155
His

Thr

Lys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

Bsp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

AsSp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

=lu

2240

Glu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Bsp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Phe

190

=lu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

Bsp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

Fhe

175

Ala

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

Asp

Ser

Leu

Asn

Fhe

160

Ser

Ala

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



<210> 132
<211> 273
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 132

Met

Ala

Phe

Gly

Gln

Gln

145

Azn

Lys

Val

Val

225

His

Thr

Gln

Asn Arg

Thr Ala

Arg Leu

Leu Asn

Ile Arg

Glu Phe
115

Ile Glu
130

Arg Ser

Gln Leu

Azp Asp

Gln Gly
195

Glu Leu
210
Ile Leu

L=u Ala

Val Lys

Thr
Cvs
20

Ala

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Fro

Ala
180

His

Ala

Ile
260

Ala

Gly

Ile

Ile

Ile

Asp
165

Gly

Gly

Ala

Asp

Fhe

245

Gly

ES 2 637065 T3

Phe

Ala

Thr

Gln

70

Lys

z1lu

Tyr

Aen

Val

150

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr

230

Gly

E1lu

Cvys

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lys

Cvys

Gly

Thr

40

Bsp

Ala

Lys

Bsp

Gln

120

Pro

Ala

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

141

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

=ly

105

hsp

Asp

Leu

Glu

Thr

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

Lys

Gly

Tyr
170

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Thr

Lys

Asp

=zlu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

Bsp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

Ala

Asp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

=zlu

220

=zlu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Bsp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

190

=zlu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

Bsp

Glu

Gly

FPhe

95

Glu

2la

Ile

Ala

Fhe
175

Ala

Eln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Asn

Fhe

160

Ser

Ala

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



<210> 133
<211> 273
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 133

Ala

Fhe

Gly

Gln

Gln

145

Asn

Lys

Val

Val

225

His

Thr

Gln

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln
Glu
210

Ile

Val

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Ala

Lys

Thr

Cvs

z0

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Pro

Ala

180

His

Ala

Ile
260

Asp

Leu

Ala

Gly

8BS

Ile

Ile

Ile

Leu

=Elvy

165

=Ely

Gly

Ala

Asp

Fhe

245

Gly

ES 2 637065 T3

Fhe

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

zlvy

Lys

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cvs

Gly

Leu

Leu

35

Gly

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lys

Cvs

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Bsp

Gln

120

Fro

Gly

Ala

Leu

zlu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

142

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Asp

Asp

Leu

z1lu

Thr

185

Hisg

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Fro

Ser

Lys

Asp

90

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Thr

Lys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

Asp

Arg

Tyr

Val

Ile

Ala

AsSp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

2240

Glu

Ile

Gly

Thr

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lyvyg

Asp

Pro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Bsp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Phe

14940

=lu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

Phe

175

Ala

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Asn

Fhe

160

Ser

Ala

Asn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



<210> 134
<211> 273
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 134

ES 2 637065 T3

143



Met

Leu

Ala

Gly

Leu

65

Ser

Phe

Gly

Gln

Gln

145

Asn

Ser

Lys

Val

Val
225

His=

Thr

Gln

<210> 135
<211> 273
<212> PRT

Asn

Thr

Gly

Leu

20

Lys

Leu

Il=

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu
210

Leu

Val

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Ser

Leu

Asp

Gly

1595

Leu

Leu

&la

Lys

Thr

Cys

20

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Phe

Pro

Ala

180

His

Gly

Leu

Ile
260

<213> Neisseria meningitidis

Ala

Ser

Leu

Ala

Gly

g5

Ile

Ile

Leu
Asp
165

Gly

Gly

Asp

Phe
245

Gly

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Thr

Gln

-

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Gly

Lys

Thr
230

Gly

Glu

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asgn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

Glu
215
Arg

Asp

Lys

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

Leu

Gly

25

kla

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Asp

Asp

Leu

Glu

Thr

185

His

Lys

Gly

Zla

His
265

144

Ser

10

Fro

Ser

Lys

Asp

90

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Ser

Gln

250

Glu

Leu

Wal

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Thr

Lys

Azp
Glu
235

Glu

Ile

Thr Thr Ala

Lla &la &sp
30

Lsp His Lys
45

Arg Lys Asn

Tyvr Gly Asn

Val Ser Arg

Ile Thr Leu

110

Lla val val
125

Azsp Ser Leu
140

Glu His Thr

Gly Lys Ala

Ile Asp Phe
190

Thr Pro Glu

205

Glu Lys Ser
220

Glu Lys Gly

Ile 2la Gly

Gly Ile Ala
270

Leu Ile
15

Ile Gly

Asp Lys

Glu Lys

Gly Zsp

80

Phe Asp
95

Glu Ser

Ala Leu

Ile Asn

2Ala Phe
160

Phe Ser
175

Ala Ala

Gln Asn

His Ala
Thr Tyr
240

Ser Ala
255

Gly Lys



<400> 135

Met
1

Leu

Thr

Phe

Ely

Gln

Gln

145

Asan

Lys

Val

Val
225

His

Thr

Gln

<210> 136
<211> 273
<212> PRT

Asn

Thr

Ely

Ile

zlu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Val

Arg

Ala

Leu

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Asp

Gly
195

Leu

Ala

Lys

Thr
Cvys
20

Ala

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Fhe

Fro

Ala

180

His

Ala

Ile
260

<213> Neisseria meningitidis

Ala

Ser

Ala

Gly

85

Ile

Ile

Ile

Leu

Ser

165

Gly

Gly

Ser

hsp

Fhe
245

Arg

ES 2 637065 T3

Phe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Lys

Ala

Thr
230

Gly

Glu

Cvys

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

zlu

215

Arg

Asp

Lys

Cvys

Gly

Thr

40

Bsp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Leu

z1lu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

145

Leu

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Bsp

Bsp

Leu

Glu

Thr

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

80

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln
250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Thr

Lys

Asp

=lu
235

Glu

Ile

Thr

Ala

Bsp

Arg

0

Tyr

Val

Ile

Ala

BEsp

140

Glu

Ile

Thr

=lu

2240

=lu

Ile

Gly

Thr

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Asp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

1190

Val

Leu

Thr

Ala

FPhe

130

=lu

Ser

Ala
270

Leu

15

Ile

Bsp

Glu

Gly

FPhe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

FPhe

175

Ala

Gln

His

Thr

Ser
255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Asn

Fhe

160

Ser

Ala

Asn

Ala

Tyr
240

Ala

Lys



5

<400> 136

Met

1

Leu

Ala

Ser

Leu

65

Ser

Fhe

Gly

Gln

Gln

145

Aszsn

Fhe

Lys

Val

Val

225

His

Thr

Gln

<210> 137
<211> 273
<212> PRT

Aszsn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Leu

Val

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Aszsn

Arg

Fhe

115

Glu

Ser

Leu

Asp

Gly

195

Leu

Leu

Ala

Lys

Thr

Cys

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

Phe

Pro

Ala

180

His

Ala

Gly

Leu

Ile
260

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

g5

Ile

Ile

Ile

Leu

Ser

165

Gly

Gly

Ser

Asp

Phe
245

Arg

ES 2 637065 T3

Fhe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Gly

Gly

Lys

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Lys

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lys

Cys

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Pro

Gly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tyr

Arg

Val

146

Leu

Gly

Ala

Gln

Glu

Aszsn

Gly

105

Asp

Asp

Leu

Glu

Thr

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

90

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln
250

Glu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Thr

Lys

Asp

Glu

235

Glu

Ile

Thr

Ala

Asp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

Ala

Asp

140

Glu

Gly

Ile

Thr

Glu

220

Glu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Pro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Asp

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

120

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Fhe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

Fhe

175

Ala

Gln

His

Thr

Ser
255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

Asp

Ser

Leu

Asn

Phe

160

Ser

Ala

Aszsn

Ala

Tyr

240

Ala

Lys



<213> Neisseria meningitidis

<400> 137

Ala

Gly

Phe

Gly

Gln

Gln

145

Asn

Lys

Val

Val

225

His

Thr

Gln

<210> 138
<211> 281

Asn

Thr

Ile

Glu

Ile

130

Arg

Gln

Asp

Gln

Glu

210

Ile

Leu

Val

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Asn

Arg

Fhe

115

Glu

Asp

Gly
195

Leu

Ala

Lys

Thr

Cvys

Z0

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Lys

FPhe

Pro

Fro

180

Tyr

Ala

Gly

Leu

Ile
260

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Ile

Ile

Ser
165

Asn

Asp

Phe

245

Arg

ES 2 637065 T3

Fhe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Asn

Val

150

Elvy

Gly

Arg

Ala

Thr

230

Gly

Glu

Cvs

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Val

Lys

Asn

135

Ser

Lys

Arg

Ile

Glu

215

Arg

Asp

Lys

Cvs

Gly

Thr

40

Asp

Ala

Lys

Asp

Gln

120

Fro

=ly

Ala

Leu

Glu

200

Leu

Tvr

Arg

Val

147

Fhe

Gly

25

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly

105

Asp

Asp

Leu

=lu

His

185

His

Lys

Gly

Ala

His
265

Ser

10

Gly

Fro

Ser

Lys

Bsp

90

Gln

His

Lys

Gly

Tyr

170

Tyr

Leu

Ala

Gly

Gln

23540

=zlu

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ile

Gly

155

His

Ser

Lys

Asp

=zlu

235

=zlu

Ile

Thr

Ala

Asp

Arg

&0

Tyr

Val

Ile

ala

AsSp

1490

=lu

Gly

Ile

Thr

Glu

220

=zlu

Ile

Gly

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Val

125

Ser

His

Lys

Asp

Fro

205

Lys

Lys

Ala

Ile

Ala

Asp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Val

Leu

Thr

Ala

Fhe

130

Glu

Ser

Gly

Gly

Ala
270

Leu

15

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

95

Glu

Ala

Ile

Ala

Phe

175

Thr

Gln

His

Thr

Ser

255

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Leu

Asn

Phe

160

Ser

Lys

Asn

Ala

Tyr

244

Ala

Lys



<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 138

Asp
Pro
G

Fhe

Asn

Asn

Asp

145

E1lu

His

His

Lys

225

Gly

Ala

Asn

Thr

Ala

His

50

Gln

Lys

Asp

Gln

His

130

Lys

Gly

Tyr

Tyr

Leu

210

Ala

Gln

His

Arg

Ala

Asp

Lys

Asn

Ala

Lys

Thr

115

Ser

Ile

Gly

His

Thr

195

Lys

Asp

E1lu

E1lu

Glu

Thr

Cys

20

Asp

Gly

Gly

Ile

100

Ala

Asp

E1lu

Gly

180

Thr

Glu

E1lu

Ile

Ile
275

Gly

Lys

Thr

Asp
85

Val

Ser

His

165

Lys

Asp

Pro

Lys

Lys

245

Ala

z2e0

Gly

ES 2 637065 T3

Fhe

Gly

Leu

70

Lys

Arg

Leu

Val

Leu

130

Thr

Ala

Phe

Glu

Ser

230

Gly

Gly

Ile

Cys

Gly

Gly

Leu

55

Thr

Asp

Fhe

Ala

Ala

135

Ile

Ala

Fhe

Thr

Leu

215

His

Thr

Ala

Cys

Gly

Leu

40

Lys

Leu

Asn

Asp

Ser

120

Leu

Asn

Fhe

Asn
200
Asn
Ala

Tyr

Ala

Gly

148

Leu

Gly

25

Ala

Ser

Ser

Ser

Fhe

105

Gly

Eln

Eln

Azn

Ser

185

Lys

Val

Val

His

Thr

Lys
280

Ser

10

Gly

Asp

Leu

Ala

Leu

90

Val

=zlu

Ile

Arg

Gln

170

Asp

Eln

Asp

Ile

Leu

250

Val

265

Eln

Leu

Ser

Ala

Thr

Eln

75

Azn

Gln

FPhe

=zlu

Ser

155

Leu

Asp

Gly

Leu

Leu

235

Ala

Lys

Thr

Gly

Leu

Leu

&0

Gly

Thr

Lys

Eln

Lys

144

FPhe

Pro

Pro

Tyr

Ala

220

Gly

Leu

Ile

Ala

Gly

Thr

45

=zlu

Ala

Gly

Ile

Ile

125

Ile

Leu

Gly

Azn

Gly

205

Ser

Asp

Fhe

Gly

Ala

Gly

30

Ala

Asp

=zlu

Lys

Glu

110

Tyr

Asn

Val

Asp

Gly

190

Arg

Ala

Thr

Gly

Glu

Leu

15

Gly

Pro

Ser

Lys

Leu

95

Val

Lys

Asn

Ser

Lys

175

Arg

Ile

=zlu

Arg

Asp

255

Lys

Ile

Val

Leu

Ile

Thr

&0

Lys

Asp

Eln

Pro

Gly

160

Ala

Leu

=zlu

Leu

Tyr

240

Arg

Val



10

15

<210> 139
<211> 250
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 139

Met

1

Leu

Ala

Gly

Leu

65

Ser

Phe

Gly

Gln

Lys
145

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala

225
Tyr
<210> 140

<211> 282
<212> PRT

Asn

Thr

Gly

Leu

50

Lys

Leu

Il=

Glu

Thr

130

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

210

Val

Ser

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Phe

115

Glu

Gln

Leu

Asp

Gln

195

Asp

Ile

Leu

Thr

Cys

20

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

100

Gln

Gln

Phe

Pro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

<213> Neisseria meningitidis

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Il=

Val

Ile

Arg

Glu

165

Ala

Asn

Ala

Gly

Ile
245

ES 2 637065 T3

FPhe

Ser

Ala

Thr

Gln

70

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

150

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

2320

Phe

Cys Cys Leu

25

Leu Thr &la
40

Leu Asp Gln
55

Gly Ala Glu

Leu Lys Asn

Val Asp Gly
105

Lys Gln Ser
120

Asp Ser Glu
135

Gly Asp Ile

Gly Arg Ala

Gly Lys Leu
185

Lys Ile Glu
200

Ala Asp Ile
215
Val Leu Tyr

Gly Gly Lys

149

Ser

10

Fro

Ser

Lys

Asp

90

Gln

His

His

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Asn

Ala
250

Leu

Val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly

155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln
235

Thr

Ala

Asp

Arg

Tyr

Val

Il=

Ala

Gly

140

Glu

Arg

Thr

Lys

Asp

220

Ala

Thr

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Gly

Glu

Ala

Asp

30

Lys

Asn

Asn

Arg

Leu

110

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

150

Fro

Lys

Lys

Leu

15

Il=

Asp

Glu

Gly

FPhe

95

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

175

Fhe

Glu

Arg

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Asp

80

Asp

Ser

Phe

Ala

Phe

160

Phe

Ala

Leu

His

Ser
240



<400> 140

Met Asn
1

Leu Thr

Ala Ala

Asp His
50

Ser Gln
65

Fhe Lys

Asn Asp

Gly Gln

Ser His
130

Glu His
145

Ile Val

Ala Thr

Leu Thr

Glu His
210

Ile Lys
225

Tyr Asn

Gln Ala

Ile Arg
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<212> PRT

Arg

Ala

Asp

35

Lys

Aszsn

Ala

Lys

Leu

115

Ser

Ser

Gly

Tyr

Tyr

195

Leu

Pro

Gln

Gln

His
275

Thr

Cys

20

Ile

Asp

Gly

Gly

Ile

100

Ile

Ala

Gly

Glu

Arg

180

Thr

Lys

Asp

Ala

Glu

260

Ile
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Thr

Ser

Gly

Lys

Thr

Asp

85

Ser

Thr

Leu

Lys

His

165

Gly

Ile

Ser

Glu

Glu

245

Val

Gly
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Fhe

Ser

Ala

Gly

Leu

70

Lys

Arg

Leu

Thr

Met

150

Thr

Thr

Asp

Pro

Lys

230

Lys

Ala

Leu

Cys

Gly

Gly

Leu

55

Thr

Asp

Phe

Glu

Ala

135

Val

Ser

Ala

Phe

Glu

215

His

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Leu

40

Lys

Leu

Aszsn

Asp

Ser

120

Leu

Ala

Fhe

Phe

Ala

200

Leu

His

Ser

Ser

Ala
280

150

Leu

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

Phe

105

Gly

Gln

Lys

Gly

Gly

185

Ala

Asn

Ala

Tyr

Ala

265

Lys

Ser

10

Gly

Asp

Leu

Ala

Leu

90

Ile

Glu

Thr

Arg

Lys

170

Ser

Lys

Val

Val

Ser

250

Glu

Gln

Leu

Ser

Ala

Thr

Gln

75

Aszsn

Arg

Phe

Glu

Gln

155

Leu

Asp

Gln

Asp

Ile

235

Leu

Val

Thr

Gly

Leu

Leu

60

Gly

Thr

Gln

Gln

Gln

140

Fhe

Pro

Asp

Gly

Leu

220

Ser

Gly

Glu

Ala

Gly

Thr

45

Glu

Ala

Gly

Ile

Val

125

Val

Arg

Lys

Ala

His

205

Ala

Gly

Ile

Thr

Ala

Gly

Ala

Asp

Glu

Lys

Glu

110

Tyr

Gln

Ile

Asp

Gly

120

Gly

Ala

Ser

Fhe

Ala
270

Leu

15

Gly

Pro

Ser

Arg

Leu

95

Val

Lys

Asp

Gly

Val

175

Gly

Lys

Ala

Val

Gly

255

Asn

Ile

Val

Leu

Ile

Thr

80

Lys

Asp

Gln

Ser

Asp

160

Met

Lys

Ile

Asp

Leu

240

Gly

Gly
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Met Asn Arg Thr Ala Phe Cys Cys Leu Ser Leu Thr Ala Ala Leu Ile

Leu

Il=

Asp

Glu

65

Gly

FPhe

Glu

Ala

Ile

145

Ala

Phe

Thr

Gln

His

225

Thr

Ser

Gly

<210> 142
<211> 757

Thr

Gly

Lys

50

Lys

Asp

Asp

Ser

Leu

130

Asn

Phe

Ser

Lys

Asn

210

Ala

Tyr

Ala

Lys

Ala

Thr

35

Ser

Leu

Ser

FPhe

Gly

115

Gln

Gln

Asn

Ser

Lys

1495

Val

Val

His

Thr

Gln
275

Cvs

20

Gly

Leu

Lys

Leu

Ile

100

Glu

Ile

Arg

Gln

Asp

180

Gln

Glu

Ile

Leu

Val
260

Ser

Leu

Gln

Leu

Asn

85

Arg

Phe

Glu

Ser

Leu

165

Asp

Gly

Leu

Leu

Ala

245

Lys

Ser

Ala

Ser

Ala

70

Thr

Gln

Gln

Lys

Fhe

150

Pro

Pro

Tyr

Ala

Gly

230

Leu

Ile

Gly

Tyr

Leu

55

Ala

Gly

Ile

Il=

Il=

135

Leu

Gly

Asn

Gly

Ser

215

Asp

Phe

Arg

Ser

Ala

40

Thr

Gln

Lys

Glu

Tyr

120

Asn

Val

Gly

Gly

Arg

200

Ala

Thr

Gly

Glu

151

Gly

25

Leu

Leu

Gly

Leu

Val

105

Lys

Asn

Ser

Lys

Arg

185

Ile

Glu

Arg

Asp

Lys
265

10

Gly

Thr

Asp

Ala

Lys

90

Asp

Gln

Fro

Gly

Ala

170

Leu

Glu

Leu

Tyr

Arg

250

Val

Gly Gly Val

Ala

Gln

Glu

75

Asn

Gly

Asp

Asp

Leu

155

Glu

His

His

Lys

Gly

235

Ala

His

Fro

Ser

60

Lys

Asp

Gln

His

Lys

140

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Ala

220

Gly

Gln

Glu

Leu

45

Val

Thr

Lys

Leu

Ser

125

Il=

His

Ser

Lys

205

Asp

Glu

Glu

Ile

15

2Ala Ala
30

Asp His

Arg Lys

Tyr Gly

Val Ser

95

Ile Thr
110

Ala Val

Asp Ser

Glu His

Gly Lys
175

Ile Asp
1490

Thr Pro

Glu Lys

Glu Lys

Ile Ala

255

Gly Ile
270

Asp

Lys

Asn

Asn

80

Arg

Leu

Val

Leu

Thr

160

Ala

Phe

Glu

Ser

Gly

240

Gly

Ala
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Proteina en tandem de meningococo

<400> 142

Val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr 2la Pro
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Thr

Lys

65

Ser

Ser
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Ty

145

Tyr

eu

Prao

Gln

Gln

225

Ala

His

Gly
305

Ser

Thr

Arg
Tvr
5C

Val

Ala

Gly

r Gla

130

ATy

Thr

Lys

Ala
210

Glu

Agn

250

Leu

His
Lys
35

Gly

Thr

Leu

Lys

115

His

Gly

Ile

Ser

Gly

185

Glu

Val

1le

Asp

275

G1lu

Gly

Phe

Glu

Tiys
20

Asn

Thr

Thr

Asp

Pro

180

Lys

Ala

Leu

Cly
260

Asp

Asp

Gly

Fhe

Val

Ser

Ala

Fhe

165

Glu

Arg

Gly

Gly

Ala

243

Ala

Ser

Le

Ser

Fhe
325

- Gly
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Tys

Lys

Phe

Fhe

150

Leu

Ser
230

Lys

Twau
320

Glu

Phe

Cly

Gln

Lys

Asp

135

Gly

Asn

Ela

Tyr
215

Fhe

T.eu

Lysa
a0

- Leu

Glu

Thr

Lys

Val

Val

200

Glu

2 Gln

Ser

280

Ala

Thr

Gln

Gln

153

Gln
25

“he

Glu

165

Leu

Gln

Asp

185

Ile

Val

b e
o))

3p

3
Leu
ala
Gly
Ile

Ile

10

Ser

Ala

Thr

Fro

Asp

Gly

170

Let

Ser

Lvs
Ser
250

Ala

Thr

Lys

Glo

3390

Tvr

Twan

Arg

G_u

Len

Val

Lys

Thr

Gln

Tyr

Gln

11e

Gly

140

Gly

Gly

2la

Ser

. Phe

220

Wal

Thr

Asp

Gln

T.eu
Gly
45

Leu

Val

Gly
225

Gly

Gly

Lys

Ela

Val

205

Gly

Gln
285

Glu

: Z1n

Ser

110

Arg

Lys

Asp
1590
Leu

CGly

Gly

Lys

Asp

Gln

His

3n

S1lu

= Asn

11e

= 51u

17z

Ile

Tyr

Lys

Ile

Val

Th.r

Ser

o]
o
o

Gln

80

His

His

Ala

Thr

Thr

160

His

Ala

Arg
240

Ala

Y2
%]
T

Arg

Tyr

= Val

320

Ile



Val

Ser

His

3840

Lys

Pro

Lya

Lvs

465

Ile

Gly

Lys

Thr

545

Asp

Ser

Thr

val

Val

Leu
370

Thr &

REla

Phe

Glu

Ser

450

Gly

Cly

AEla

Thr G

Leu

Val
610

Leu

Thr &

Ala

Fhe

Fhe

Ala

Glr
435

His

Thr

Thr

Lla
595
Ala

Ile

Fhe

Thr

340

Tien

Tyr

Ala

Lys

300

Leun

Lys

Leun

Asn

Asp

580

Ser

Azn 3

She

Ser !

660

Sln

31ln

Asn

Val

Thr
482

ln

Ala

Gl

Sln
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Tle

Arg

Gln
390

r Asp

Gln

11le

: Leu

470

Ala
550

r T.eu

VAL

Glu

Ile

Arg

630

G1ln

Glu

Lo
~1 (D
(S

Leu

Asp I

Gly

Leu

Ser
Ala
Thr
535
Gln
Ban

Gln

Leu

Tvys
360

Fhe

Pro

Ala
440

]
Vo
e

Leu

345

Tle

Glv

Gly

425

Ala

ASp

Fhe

Cly

Ty Gly

Gly

Thr

Lys

Gln

&00

Lys

Phe

Pro

Pro

v Tyr

154

305

Thr

2la

Gly

Ile

585

Ile

Ile

Asn

6eb

Gly

Val

“hr

Tys
570

Val

Asn

Lys

Ile

Glu

val

_y Lys

Arg

Ile

Pro

Glvy

g0

Leu

Glu

Leu

Tyr

460

Arg

WVal

Leu

Zl=s =

540

~hr

Lys

Esp

2 Gl

Pro
620

© Gly

Leu

Glu

Thr

His

ala

His

2la

[Sa ]

RS I]
[Salre]

“he

Gly

Asn

€05

Asp

Leu

Glu

His

His

Gly

Tyr

Tyr

Leu *

430

Ala

Gln

Glu

Els
510

AsD

Gln
590

His

Tla

Gly

His

Thr
415

- Glu

Glu

Ile
495

s Ala

Tys
575

Thr

Ser

5 Thr

Gly

His

655

ys

Gly

4032

Ile

; Thr

Gl

Glu

Ile

487

CGly

Il=

Gly

5690

Tle

Ile

Lla

Bsp

Glu

6430

Gly

1le

Thr



Leu

Lys

705

Lys

2la

Ile
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<212> PRT

Glu

690

Ser

Gly

Gly

Ala

€75

Gln

His

Thr

Ser

Gly
755

Asn

Ala

Tyr

2la

740

Lys
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725

Thr

Gln

ES 2 637065 T3

680

Glu Leu Ala Ala

695

Ile Leu Gly Asp

710

Leu Ala Leu

Val Lys Ile Gly

155

Fhe

745

Ala

Thr

Gly
730

Glu

Glu
Arg
715

Asp

Lys

Leu
700
Tyr

Arg

Val

685

Lys Ala Asp

Gly Ser Glu

Ala Gln Glu
735

His Glu Ile
750

Glu
Glu
720

Ile

Gly



Met

Phe

Ala

Asn

Thr

65

Phe

Val

Lys

145

Ile

Lys

Asn

Thr

Lys

Cys

Ala

Gly

50

Ile

Lys

Asn

Glu

Ala

130

Leu

Val

His

Thr

Ala

His

Ser

Thr

35

Fhe

Thr

Gly

Glu

Ile

115

Asp

Gly

Lys

Ala

Lys

1595

Glu

Phe

Gly

20

Val

Lys

Lys

Leu

Asn

100

Glu

Thr

Glu

Ile

Glu

180

Ala

Glu

Fro

Ala

Ala

Ala

Lys

Gly

85

Lys

Lys

Lsp

Asn

Asp

165

Ala

Asp

Thr
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Ser

Leu

Ile

Gly

Asp

70

Leu

Gln

Leu

Ala

Ile

150

Glu

Fhe

Glu

Lys

Lys

Ala

Ala

z1lu

5%

Ala

Lys

Asn

Thr

Ala

135

Thr

Lys

Asn

Ala

Gln

Val

Ela

Ala

40

Thr

Thr

Lys

Val

Thr

120

Leu

Thr

Leu

Asp

Val

200

Asn

156

Leu

Thr

25

Ala

Ile

Ala

Val

Asp

105

Lys

Bsp

FPhe

Glu

Ile

185

Lys

Val

Thr

10

Asn

Tyr

Tyr

Ala

Val

80

Ala

Leu

Ala

Ala

Ala

170

Ala

Thr

Asp

Thr

Asp

Asn

Bsp

Asp

75

Thr

Lys

Ala

Thr

Glu

155

Val

Asp

Ala

Ala

Ala

Asp

Asn

Ile
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Val

Asn

Val

BEsp

Thr

140

Glu

Ala

Ser

Asn

Lys

Ile

Asp

Gly

45

Bsp

Glu

Leu

Lys

Thr

125

Asn

Thr

Asp

Leu

=zlu

205

Val

Leu

Val

30

Gln

Glu

Ala

Thr

Ala

119

Asp

Ala

Lys

Thr

Asp

130

Ala

Lys

Ala

15

Lys

Glu

Bsp

Asp

Lys

95

Ala

Ala

Leu

Thr

Val

175

Glu

Lys

Ala

Thr

Lys

Ile

Gly

Asp

g0

Thr

Glu

Ala

Asn

Asn

160

Asp

Thr

Gln

Ala
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210

Glu Thr Ala
225

2la Ala Asp

2la Asp Ile

2la Asp Val
275

Asp Gly Leu
290

Ala Glu Lys
305

Arg Thr Val

Gln Ala Ala

Asn Val Thr
355

Ile Gly Thr
370

Val Ala Val
385

Val Asn Tyr

<210> 144

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de glicina
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Ala

Lys

Ala

260

Tyr

Aszsn

Ser

Ser

Leu

340

Ala

Gly
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Glu

Gly

Ala

245

Thr

Thr

Ala

Ile

Asp

325

Ser

Ala

Fhe

Thr

Trp
405
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Lys

230

Glu

Asn

Arg

Thr

Thr

310

Leu

Gly

Val

Arg

Ser
390

215

Ala

Ala

Lys

Glu

Thr

295

Glu

Arg

Leu

Gly

Fhe

375

Ser

Glu

Val

Asp

Glu

280

Glu

His

Lys

Phe

Gly

360

Thr

Gly

Ala Ala

Ala Ala
250

Asn Ile
265

Ser Asp

Lys Leu

Gly Thr

Glu Thr

330
Gln Pro
345
Tyvr Lys

Glu Asn

Ser Ser

Ala

235

Lys

Ala

Ser

Asp

Arg

315

Arg

Tyr

Ser

Fhe

Ala
395

Gly Ser Gly Gly Gly Gly

1
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220

Gly

Val

Lys

Lys

Thr

300

Leu

Gln

Asn

Glu

Ala

380

Ala

Thr

Thr

Lys

Phe

285

Arg

Azn

Gly

Val

Ser

365

Ala

Tyr

Ala

Asp

Ala

270

Val

Leu

Gly

Leu

Gly

350

Ala

Lys

His

Aszsn

Ile

255

Asn

Arg

Ala

Leu

Ala

335

Arg

Val

Ala

Val

Thr

240

Lys

Ser

Ile

Ser

Asp

320

Glu

Phe

Ala

Gly

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon que comprende (a) una primera proteina que es capaz de inducir anticuerpos bactericidas, que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 24,
y (b) una segunda proteina que es capaz de inducir anticuerpos bactericidas, que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 41; en la que las primera y
segunda proteinas tienen menos de 75 % de identidad de secuencia entre si.

2. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende (c) una tercera proteina que es capaz de inducir
anticuerpos bactericidas, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 33; en la que las primera y segunda proteinas tienen menos de 75 % de identidad de
secuencia entre si, las primera y tercera proteinas tienen menos de 75 % de identidad de secuencia entre si y las
segunda y tercera proteinas tienen menos de 75 % de identidad de secuencia entre si.

3. Una composicion, por ejemplo de la reivindicacion 2, que comprende (a) una primera proteina, que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 92 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 24, y (b) una
segunda proteina, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 92 % de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 33; y (c) una tercera proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos 92 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 41.

4. La composicién de cualquier reivindicacion precedente, en la que una o mas de las proteinas es una lipoproteina.
5. La composicion de la reivindicacion 4, en la que la lipoproteina o las lipoproteinas se expresan en E. coli.

6. La composicion de la reivindicacion 5, en la que la lipoproteina o las lipoproteinas no se expresan como una
proteina de fusion.

7. La composicion de la reivindicacion 5, en la que la lipoproteina o las lipoproteinas se expresan como una proteina
de fusion.

8. La composicion de la reivindicacion 7, en la que la proteina de fusién incluye SEQ ID NO: 46 y/o la secuencia lider
de la lipoproteina P4 de H. influenzae.

9. Una composicion que comprende una proteina hibrida de férmula NHx-A-[-X-L-]~-B-COOH, en la que: n es 2 o
mas; L es una secuencia de aminoacidos enlazadora opcional; A es una secuencia de aminoacidos N terminal
opcional; B es una secuencia de aminoacidos C terminal opcional; y los restos X incluyen (a) una primera proteina
que puede inducir anticuerpos antimeningocécicos bactericidas después de administracion a un animal hospedador,
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO:
24 y (b) una segunda proteina que puede inducir anticuerpos antimeningococicos bactericidas después de
administracion a un animal hospedador, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 41; en la que las primera y segunda proteinas tienen menos del 75 % de
identidad de secuencia entre si.

10. La composicién de la reivindicacion 9, en la que n es 3 o mas y los restos X incluyen ademas (c) una tercera
proteina que puede inducir anticuerpos antimeningococicos bactericidas después de administraciéon a un animal
hospedador, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 33; en la que las primera y segunda proteinas tienen menos de 75 % de identidad de secuencia entre
si, las primera y tercera proteinas tienen menos del 75 % de identidad de secuencia entre si y las segunda y tercera
proteinas tienen menos de 75 % de identidad de secuencia entre si.

11. La composicién de cualquier reivindicacion precedente, que incluye menos de 15 antigenos.

12. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, que comprende un antigeno de Neisseria distinto de una
proteina NMB1870.

13. La composicién de cualquier reivindicacion precedente, que comprende una vesicula preparada a partir de N.
meningitidis.

14. La composicion de la reivindicacion 12, que comprende un antigeno de sacarido de los serogrupos de N.
meningitidis A, C, W135 e Y.

15. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, que comprende un antigeno de sacarido de
Haemophilus influenzae tipo B y/o un antigeno de Streptococcus pneumoniae.

16. La composicién de la reivindicacion 14 o reivindicacion 15, en la que el antigeno o los antigenos de sacaridos
estan conjugados con una o mas proteinas vehiculo.

17. La composicion de cualquier reivindicaciéon precedente, para uso como un medicamento.
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18. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 17, para proteger a un mamifero, preferentemente un
ser humano, contra una infeccién por Neisseria.

19. El uso de una primera proteina que es capaz de inducir anticuerpos bactericidas y que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 24, y una segunda
proteina que es capaz de inducir anticuerpos bactericidas y que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 41, en la fabricacion de un medicamento para
prevenir la infeccion meningocécica en un mamifero, en el que las primera y segunda proteinas tienen menos del
75 % de identidad de secuencia entre si.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 6
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FIGURA 8
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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