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DESCRIPCION
Proteina de enlace del factor H meningocécico utilizada como adyuvante
CAMPO TECNICO

[0001] Esta invencién pertenece al campo de las vacunas contra el meningococo, en particular las que contienen el
antigeno fHBP.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

[0002] Neisseria meningitidis (meningococo) es una bacteria esférica gramnegativa. Las vacunas meningocécicas
actuales también se basan en sacaridos capsulares. Estos incluyen las vacunas conjugadas monovalentes de
serogrupo C y las mezclas conjugadas de 4-valente para los serogrupos A, C, W135 e Y. Actualmente no existe una
vacuna util autorizada para uso general contra el serogrupo B (‘MenB').

[0003] Un antigeno que se ha propuesto para su uso en la inmunizacion contra MenB es la proteina de unién al factor
H (fHBP). Este antigeno también se ha denominado proteina '741' (SEQ IDs 2535 y 2536 en la ref. 34), 'NMB1870',
'GNA1870' [refs. 1-3], 'P2086', 'LP2086' u 'ORF2086' [4-6]. La proteina ha sido bien estudiada. Es naturalmente una
lipoproteina y se expresa en todos los serogrupos meningococicos. La estructura del dominio inmunodominante C-
terminal de fHbp ('fHbpC') ha sido determinada por RMN [7]. Esta parte de la proteina forma un barril B de ocho
cadenas, cuyas cadenas estan conectadas por bucles de longitudes variables. El barril esta precedido por una hélice
a corta y una cola N-terminal flexible.

[0004] EI antigeno fHBP se divide en tres variantes distintas [8] y se ha encontrado que el suero producido contra una
familia dada es bactericida dentro de la misma familia, pero no es activo contra las cepas que expresan una de las
otras dos familias, es decir, hay proteccién cruzada entre familias, pero no proteccion cruzada entre familias. Por lo
tanto, la referencia 8 propone combinar diferentes variantes de fHBP en una Unica composicion de vacuna,
aumentando asi la cobertura de la cepa, ya sea como una mezcla de proteinas separadas o como una proteina de
fusion de las diferentes variantes (estas Ultimas son 'proteinas en tandem’).

[0005] La referencia 9 también informa una proteina tdndem fHBP (paginas 18-19 de la referencia 9). Esta proteina
en tdndem se purific6 y se mezclé con fosfato de aluminio como adyuvante, pero se informa que no se adsorbe bien
al adyuvante. Es deseable una buena adsorcion de los antigenos, y se ha encontrado que tales proteinas fHBP mixtas
se adsorben facilmente si se usa hidréxido de aluminio como adyuvante.

[0006] Sin embargo, un problema cuando se usa hidréxido de aluminio como adyuvante es que puede degradar ciertos
antigenos. Por ejemplo, la referencia 10 informa que puede hidrolizar vacunas conjugadas de H. influenzae tipo B,
incluso a bajas temperaturas, lo que conduce a una eficacia reducida. De manera similar, la hidrélisis del sacarido
capsular de S.typhi Vi en presencia de hidroxido de aluminio se informa en la referencia 11. Por lo tanto, puede ser
deseable formular antigenos usando un adyuvante basado en fosfato de aluminio, particularmente si la vacuna
adyuvante puede mezclarse (ya sea durante la fabricacion o en el momento del uso) con un antigeno que puede ser
susceptible al dafio por un hidréxido de aluminio, p. €j., un sacarido capsular bacteriano conjugado.

[0007] Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar formulaciones de fHBP, y en particular de multiples variantes
de fHBP, en las que las fHBP se adsorben a un adyuvante pero que no requieren hidréxido de aluminio.

[0008] Abstract P100 (Anderson et al.) de presentaciones realizadas en la Decimosexta IPNC en Rotterdam en 2008
informa sobre la inmunogenicidad de una vacuna experimental que contiene dos proteinas fHBP lipidadas
recombinantes que representan la secuencia de subfamilias Ay B, junto con un adyuvante de fosfato de aluminio. Los
macacos de Cynomolgus se inmunizaron por via intramuscular con proteinas rLP2086 (A + B) adsorbidas en AIPO4
a varias dosis de proteinas. Los autores concluyen que (i) la vacuna produce anticuerpos bactericidas especificos de
la subfamilia, y (ii) la inmunogenicidad se mejor6 con la inclusién del adyuvante.

DIVULGACION DE LA INVENCION

[0009] Los inventores han identificado técnicas generales para lograr la adsorcion eficiente de proteinas fHBP a
adyuvantes de hidroxifosfato de aluminio. El uso de hidroxifosfato de aluminio puede evitar la necesidad de usar
hidroxido de aluminio, y las técnicas de los inventores evitan la adsorcién ineficiente descrita en la referencia 9. Las
técnicas de adsorcion son particularmente Gtiles para composiciones que incluyen multiples variantes de fHBP.

[0010] La invencién proporciona:

« Un método para la adsorcion de dos antigenos meningocécicos fHBP diferentes a un adyuvante de
hidroxifosfato de aluminio para dar una composicién inmunogénica, en donde (i) ambos de los antigenos de
fHBP meningocdcicos tienen un punto isoeléctrico entre 5,0 y 7,0, (ii) el adyuvante de hidroxifosfato de
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aluminio tiene un punto de carga cero entre 5,0y 7,0, y (iii) la adsorcion de ambos antigenos fHBP tiene lugar
a un pH entre 5,0 y 7,0 en presencia de un tampén.

- Una composicién inmunogénica que comprende dos antigenos meningococicos fHBP diferentes, ambos
adsorbidos al adyuvante de hidroxifosfato de aluminio, en donde (i) ambos antigenos meningocécicos fHBP
tienen un punto isoeléctrico entre 5,0 y 7,0, (ii) el adyuvante de hidroxifosfato de aluminio tiene un punto de
carga cero entre 5,0 y 7,0, y (i) la composicién incluye un tampdn para mantener el pH en el rango de 5,0 a
7,0.

[0011] La adsorcion de fHBP tiene lugar a un pH que es igual o inferior al punto de carga cero (PZC) del hidroxifosfato
de aluminio. Por lo tanto, para un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio dado, se seleccionaria un medio acuoso (p.
ej., tampon) con un pH igual o inferior al PZC del adyuvante. Por el contrario, para un pH dado, se seleccionaria un
hidroxifosfato de aluminio que tenga el mismo o mayor PZC. Esta selecciéon de pH y PZC puede dar composiciones
inmunogénicas en las que fHBP se adsorbe de manera estable a un hidroxifosfato de aluminio.

[0012] En el método de la invencidn, se seleccionan un fHBP y un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio de manera
que el fHBP tenga un punto isoeléctrico (pi) dentro del rango de 5,0 a 7,0 (inclusive) y el PZC del adyuvante se
seleccione dentro del mismo rango. Al garantizar esta estrecha coincidencia de antigeno y caracteristicas adyuvantes,
es posible obtener composiciones adsorbidas estables incluso si el pH de adsorcion esta por encima del PZC del
adyuvante. La adsorcion estable se ve facilitada por la presencia de un tampdn que puede mantener el pH también en
el intervalo de 5,0 a 7,0.

[0013] Si un fHBP tiene un punto isoeléctrico por encima del PZC de un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio, se
agrega un tampon para llevar el pH a dentro de 1,2 unidades de pH del PZC.

[0014] En un método para adsorber un antigeno fHBP meningocécico a un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio,
en donde la adsorcion tiene lugar a un pH que es igual o inferior al punto de carga cero del hidroxifosfato de aluminio.
El antigeno fHBP adsorbido puede usarse como inmunégeno. La adsorcion se puede realizar de varias maneras. La
mezcla de antigeno fHBP, hidroxifosfato de aluminio y un tampén puede ocurrir en cualquier orden adecuado, ya sea
combinando los tres componentes por separado 0 mezclando previamente dos componentes y luego mezclando la
mezcla previa con el tercer componente.

[0015] En una composicién inmunogénica que comprende un antigeno meningocécico fHBP y un adyuvante de
hidroxifosfato de aluminio, en donde el adyuvante de hidroxifosfato de aluminio tiene un punto de carga cero que es
mayor que el pH de la composicién inmunogénica.

[0016] En un método para adsorber un antigeno fHBP meningocécico a un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio,
en donde el antigeno fHBP meningococico tiene un punto isoeléctrico que es mayor que el punto adyuvante de carga
cero, entonces la composicién puede tener un pH que esta dentro de 1,2 unidades pH del punto de carga cero del
adyuvante. La composicién puede incluir un tampoén que mantiene el pH dentro de 1,2 unidades pH del PZC del
adyuvante.

[0017] En una composicion inmunogénica que comprende un antigeno de fHBP meningocécico adsorbido a un
adyuvante de hidroxifosfato de aluminio, donde el antigeno de fHBP meningocécico tiene un punto isoeléctrico que es
mayor que el punto de carga cero del adyuvante entonces la composicién puede tener un pH que esta dentro de 1,2
pH unidades del punto adyuvante de carga cero. La composicion puede incluir un tampén que mantiene el pH dentro
de 1,2 unidades de pH del PZC del adyuvante.

[0018] Las composiciones de la invencion incluyen mas de un fHBP. Como se mencion6 anteriormente, se ha
informado previamente que tales composiciones no se adsorben bien a los adyuvantes de aluminio con grupos fosfato.

[0019] La adsorcién de dos antigenos fHBP puede tener lugar a un pH que es igual a o por debajo del punto de carga
cero del hidroxifosfato de aluminio. Los antigenos fHBP adsorbidos pueden usarse para la inmunizacién
meningococica de amplio espectro. La mezcla de los antigenos fHBP y el hidroxifosfato de aluminio (y un tampén)
puede ocurrir en cualquier orden adecuado.

[0020] En las composiciones de la invencion, cada antigeno fHBP es preferiblemente al menos 85% adsorbido, como
se describe en mas detalle a continuacion.

Proteina(s) de union a Factor H

[0021] Las composiciones de la invencién incluyen dos diferentes antigenos meningocécicos de proteina de unién a
factor H (fHBP). Estas son preferiblemente variantes diferentes como se describe en la referencia 8. Diferentes fHBP
generaran respuestas inmunes distintas que no son completamente reactivas y que proporcionan un espectro mas
amplio de cobertura de cepas contra meningococos.
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[0022] Una composicién de la invenciéon puede comprender dos de los siguientes:

(a) un primer polipéptido que comprende una primera secuencia de aminoacidos, en donde la primera
secuencia de aminoacidos comprende una secuencia de aminodacidos (i) que tiene al menos un % de
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 1 y/o (ii) que consiste en un fragmento de al menos x aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO: 1;

(b) un segundo polipéptido, que comprende una segunda secuencia de aminoacidos, donde la segunda
secuencia de aminoacidos comprende una secuencia de aminodcidos (i) que tiene al menos un % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 y/o (ii) que consiste en un fragmento de al menos y aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO: 2;

(c) un tercer polipéptido, que comprende una tercera secuencia de aminoacidos, donde la tercera secuencia
de aminoacidos comprende una secuencia de aminoacidos (i) que tiene al menos un % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 3 y/o (ii) que consiste en un fragmento de al menos z aminoacidos contiguos
de SEQ ID NO: 3.

[0023] Asi, una composicion puede comprender: (i) un primer y segundo polipéptido como se define anteriormente;
(i) un primer y tercer polipéptido como se defini6 anteriormente; o (iii) un segundo y tercer polipéptido como se definié
anteriormente. Se prefiere una combinacion de un primer y tercer polipéptido. Se prefiere una combinacion en la que
cada uno de los dos antigenos fHBP meningocécicos diferentes tiene un pl entre 5,0 y 7,0, y en particular cuando
ambos tienen un pl en el rango de 5,0 a 6,0 o0 en el rango de 5,2 a 6,2.

[0024] Dos diferentes antigenos de fHBP meningocécicos pueden compartir algunas secuencias en comun, pero los
primeros, segundos y terceros polipéptidos tienen diferentes secuencias de aminoacidos fHBP.

[0025] Un polipéptido que comprende la primera secuencia de aminoacido, cuando se administra a un sujeto, obtendra
un anticuerpo de respuesta que comprende anticuerpos que se unen a la proteina de meningococos de tipo salvaje
que tiene naciente secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20 (MC58). En algunas realizaciones, algunos o todos
estos anticuerpos no se unen a la proteina de meningococo de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoacidos
naciente SEQ ID NO: 21 ni a la proteina de meningococo de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoacidos
naciente SEQ ID NO: 22.

[0026] Un polipéptido que comprende la segunda secuencia de aminodcidos, cuando se administra a un sujeto,
provocara una respuesta de anticuerpos que comprende anticuerpos que se unen a la proteina de meningococos de
tipo salvaje que tiene naciente secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 21 (2996). En algunas realizaciones, algunos
o todos estos anticuerpos no se unen a la proteina de meningococo de tipo salvaje que tiene la secuencia de
aminoacidos naciente SEQ ID NO: 20 o a la proteina de meningococo de tipo salvaje que tiene la secuencia de
aminodcidos naciente SEQ ID NO: 22.

[0027] Un polipéptido que comprende la tercera secuencia de aminoacido, cuando se administra a un sujeto, obtendra
un anticuerpo de respuesta que comprende anticuerpos que se unen a la proteina de meningococos de tipo salvaje
que tiene naciente secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 22 (M1239). En algunas realizaciones, algunos o todos
estos anticuerpos no se unen a la proteina de meningococo de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoacidos
naciente SEQ ID NO: 20 o a la proteina de meningococo de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminodcidos
naciente SEQ ID NO: 21.

[0028] En algunas realizaciones, el fragmento de al menos x contiguos de amino acidos de la SEQ ID NO: 1 no es
también presente dentro de la SEQ ID NO: 2 o dentro de SEQ ID NO: 3. De manera similar, el fragmento de al menos
y contiguos de amino acidos de SEQ ID NO: 2 podria no estar presente también dentro de SEQ ID NO: 1 o dentro de
SEQ ID NO: 3. De manera similar, el fragmento de al menos zaminoacidos contiguos de SEQ ID NO: 3 también podria
no estar presente dentro de SEQ ID NO: 1 o dentro de SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, cuando dicho
fragmento de uno de SEQ ID NOs: 1 a 3 se alinea como una secuencia contigua contra los otros dos SEQ ID NOs, la
identidad entre el fragmento y cada uno de los otros dos SEQ ID NOs es menor que 75%, por ejemplo menos de 70%,
menos de 65%, menos de 60%, elc.

[0029] El valor de a es de al menos 84 por ejemplo 86, 88, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 mas. El valor de b es al
menos 84 p. ej. 86, 88, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o mas. El valor de c es al menos 84, por ejemplo, 86, 88, 90, 92,
94, 95, 96, 97, 98, 99 0 mas. Los valores de a, by ¢ pueden ser iguales o diferentes. En algunas realizaciones, aby
¢ son idénticos.

[0030] El valor de x es al menos 20 por ejemplo 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). El valor de y es al menos 20, por ejemplo, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). El valor de z es al menos 20, por ejemplo,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). Los
valores de x, y y z pueden ser iguales o diferentes. En algunas realizaciones, x y y z son idénticos.

[0031] Los fragmentos comprenden preferiblemente un epitopo de la respectiva SEQ ID NO: secuencia. Otros
4
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fragmentos utiles carecen de uno 0 mas aminoécidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del
extremo C y/o uno o mas aminodcidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) del extremo N de la
respectiva SEQ ID NO: mientras retienen al menos un epitopo de los mismos.

[0032] Las secuencias de aminoacidos utilizadas con la invencién puede, en comparacion con las SEQ ID NOs: 1, 2
o 3, incluir uno o mas (por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) reemplazos conservadores de aminoacidos, es
decir, reemplazos de un aminoacido con otro que tiene una cadena lateral relacionada. Los aminodacidos codificados
genéticamente se dividen generalmente en cuatro familias: (1) acidos, es decir, aspartato, glutamato; (2) basico, es
decir, lisina, arginina, histidina; (3) no polar, es decir, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptéfano; y (4) polar no cargado, es decir, glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina.
La fenilalanina, el triptéfano y la tirosina a veces se clasifican conjuntamente como aminoacidos aromaticos. En
general, la sustitucion de aminoacidos individuales dentro de estas familias no tiene un efecto importante sobre la
actividad bioldgica. Los polipéptidos pueden tener una o mas deleciones de aminodacidos individuales (por ejemplo, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, etc.) en relacion con una secuencia de referencia. Los polipéptidos también pueden incluir una
0 mas inserciones (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, efc.) (por ejemplo, cada uno de los aminoacidos 1, 2, 3, 4
0 5) en relacion con una secuencia de referencia.

[0033] Una primera secuencia de aminodcidos util tiene una identidad de al menos 85% (por ejemplo, >95% o0 100%)
a la SEQ ID NO: 1. Otra primera secuencia de aminoacidos util tiene una identidad de al menos 95% (por ejemplo,
>98% 0 100%) a SEQ ID NO: 4. Otra primera secuencia de aminoacidos Util tiene al menos una identidad de 95% (por
ejemplo, >98% o0 100%) a SEQ ID NO: 5.

[0034] Una tercera secuencia de aminoacidos Util tiene una identidad de al menos 85% (por ejemplo, >95% o 100%)
ala SEQ ID NO: 3. Otra tercera secuencia de aminoacido util tiene una identidad de al menos 95% (por ejemplo, >98%
0 100%) a SEQ ID NO: 6.

[0035] Combinaciones que comprenden una mezcla de secuencias primera y tercera basadas en SEQ ID NOs: 4y 6
(o sus variantes cercanas) son particularmente Utiles. Otra combinacién Util comprende una mezcla de secuencias
primera y tercera basadas en una mezcla de SEQ ID NOs: 5 y 6 (o sus variantes cercanas). Por lo tanto, una
composicién puede comprender un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 23 y un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 25.

[0036] Una composicion de la invencién puede ser una composicion fHBP bivalente, o puede haber méas de dos
diferentes antigenos fHBP por ejemplo en una composicion de fHBP trivalente o tetravalente.

[0037] En algunas realizaciones, los polipéptido(s) de fHBP estan lipidados por ejemplo en una cisteina N-terminal.
En otras realizaciones, sin embargo, los polipéptidos fHBP no estan lipidados. Para las fHBP lipidadas, los lipidos
unidos a las cisteinas generalmente incluiran residuos de palmitoilo, por ejemplo, como tripalmitoilo-S-glicerilo-cisteina
(Pam3Cys), dipalmitoilo-S-glicerilo cisteina (Pam2Cys), nacetilo (dipalmitoilo-S-glicerilo cisteina), etc. Ejemplos de las
secuencias de fHBP lipidadas maduras son SEQ ID NO: 23 (incluida SEQ ID NO: 4), SEQ ID NO: 24 (incluida SEQ ID
NO: 5), y SEQ ID NO: 25 (incluida SEQ ID NO: 6).

[0038] La administracion de una fHBP obtendra preferiblemente anticuerpos que pueden unirse a un polipéptido
meningocadcico consiste en secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 1, 2 o 3. Los antigenos fHBP ventajosos para el
uso con la invencién puede provocar anticuerpos anti-meningococicos bactericidas después de la administracién a un
sujeto.

[0039] La cantidad total de un polipéptido fHBP por lo general sera de entre 1 y 500 ug/dosis, por ejemplo entre 60 y
200 pg/dosis, o entre 120 y 500 pg/ml. Una cantidad de 20, 40, 50, 60, 80, 100 o 200 pg para cada polipéptido fHBP
es tipica en una dosis de vacuna humana. Por lo tanto, se puede formular una vacuna para incluir esta cantidad de
cada fHBP.

[0040] Los diferentes antigenos fHBP meningococicos pueden estar presentes como polipéptidos separados como se
describe anteriormente (por ejemplo, un primer y segundo polipéptido) o pueden estar presentes como parte de un
Unico 'hibrido' polipéptido es decir, donde al menos dos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 mas) los antigenos fHBP se expresan
como una cadena polipeptidica Unica, como se describe para los antigenos meningococicos en la referencia 12.

[0041] Un polipéptido hibrido A puede comprender dos o tres de los siguientes: una primera secuencia de aminoacidos
como se define anteriormente; una segunda secuencia de aminoacidos como se definié anteriormente; y/o una tercera
secuencia de aminoacidos como se definié anteriormente.

[0042] Los polipéptidos hibridos pueden ser representados por la formula NHz-A-{-X-L-}n-B-COOH, en donde: X es
una primera, segunda o tercera secuencia de aminodcidos como se define anteriormente; L es una secuencia de
aminodcidos enlazadora opcional; A es una secuencia de aminoacidos N-terminal opcional; B es una secuencia de
aminoacidos C-terminal opcional; n es un entero de 2 o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, efc.). Usualmente nes20 3,y
al menos dos de una primera, segunda y tercera secuencia de aminoacidos estan presentes.
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[0043] Si un resto -X- tiene una secuencia de péptido lider en su forma de tipo salvaje, esto puede incluirse u omitirse
en la proteina hibrida. En algunas realizaciones, los péptidos lideres se eliminaran, excepto el del resto -X- ubicado
en el terminal N de la proteina hibrida, es decir, el péptido lider de X1 se retendra, pero los péptidos lideres de Xa... Xn
sera omitido. Esto es equivalente a eliminar todos los péptidos lideres y usar el péptido lider de X1 como resto -A-.

[0044] Para cada n instancias de {-XL-}, enlazador de secuencia de aminoacidos -L- puede estar presente o ausente.
Por ejemplo, cuando n = 2 el hibrido puede ser NH2-Xi-L1-X2-L2-COOH, NH2-X1-X2-COOH, NH2-X1-L1-X2-COOH, NHz-
X1-X2-L2-COOH, etc. La(s) secuencia(s) de aminoacidos del enlazador -L- generalmente serén cortas (por ejemplo, 20
0 menos aminodcidos, es decir, 20, 19, 18,17,16,15,14,13,12,11,10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Ejemplos comprenden
secuencias cortas de péptidos que facilitan la clonacién, enlazadores de poli-glicina (es decir, que comprenden Glyn
donde n=2,3,4,5,6,7,8,9, 10 0 mas), y las etiquetas de histidina (es decir, Hisndonde n=3, 4, 5,6,7,8,9,10 0
mas). Otras secuencias de aminoacidos enlazadoras adecuadas seran evidentes para los expertos en la materia. Un
enlazador util es GSGGGG (SEQ ID NO: 15) 0 GSGSGGGG (SEQ ID NO: 16), con el dipéptido Gly-Ser formado a
partir de un sitio de restriccion BamHI, ayudando asi a la clonacion y manipulacion, y el tetrapéptido (Gly)4 siendo un
enlazador tipico de poliglicina. Otro enlazador adecuado, en particular para su uso como el Ln final es un dipéptido
Leu-Glu.

- A- es una secuencia de aminodcidos N-terminal opcional. Normalmente sera corto (por ejemplo, 40 aminoacidos
0 menos, es decir, 40, 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 lideres para dirigir el trafico de
proteinas, o secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonaciéon o purificacion (por ejemplo, etiquetas de
histidina, es decir, His» donde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas). Otras secuencias de aminoacidos N-terminales
adecuadas seran evidentes para los expertos en la materia. Si X1 carece de su propia metionina N-terminal, -A-
es preferiblemente un oligopéptido (por ejemplo, con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos) que proporciona una
metionina N-terminal, por ejemplo, Met-Ala-Ser, o un solo residuo Met.

- B- es una secuencia de aminoacidos C-terminal opcional. Normalmente sera corto (por ejemplo, 40 0 menos
aminodcidos, 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 cortas de péptidos que facilitan la clonacién o purificacion (por ejemplo, que comprenden etiquetas de
histidina, es decir, Hisndonde n=3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 0 mas, como SEQ ID NO: 17), o secuencias que mejoran
la estabilidad de la proteina. Otras secuencias de aminoacidos C-terminales adecuadas seran evidentes para los
expertos en la materia.

Adyuvantes de hidroxifosfato de aluminio y adsorcion

[0045] Las composiciones de la invencion incluyen un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio. Dichos adyuvantes a
menudo se denominan por conveniencia como "fosfato de aluminio" [13], aunque los hidroxifosfatos se pueden
distinguir del AIPOz estricto por la presencia de grupos hidroxilo. Por ejemplo, una banda de espectro IR a 3164 cm™’
(por ejemplo, cuando se calienta a 200°C) indica la presencia de hidroxilos estructurales. El adyuvante de
hidroxifosfato de aluminio puede contener una pequefia cantidad de sulfato (es decir, sulfato de hidroxifosfato de
aluminio) y también puede incluir iones de sodio y/o cloruro [14]. El adyuvante 7 se puede obtener por precipitacion.

[0046] El hidroxifosfato de aluminio no es un compuesto estequiométrico y su hidroxilo y composicién de fosfato
depende de los reactivos y las condiciones de precipitacion. Esta composicién de hidroxilo/fosfato afecta el punto de
carga cero del adyuvante (PZC; el pH al que una superficie tiene carga neta cero). EI PZC esta inversamente
relacionado con el grado de sustitucion de fosfato por hidroxilo (la relacién molar P/Al). La sustitucion de aniones
fosfato por aniones hidroxilo disminuye el PZC. Por lo tanto, el PZC puede alterarse cambiando la concentracion de
iones fosfato libres en la solucion (mas fosfato = PZC mas acido) o agregando un tampdn como un tampén de histidina
(hace que el PZC sea mas basico). Los hidroxifosfatos de aluminio usados con la invencién generalmente tienen un
PZC de entre 5,0 y 6,6, por ejemplo, entre 5,4y 6,2.

[0047] La relacion molar de P/Al de un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio generalmente sera de entre 0,3y 1,2,
preferiblemente entre 0,8 y 1,2, o entre 0,85 y 1,0, y mas preferiblemente aproximadamente 0,9. Una relacién molar
P/Al de al menos 0,5 puede proporcionar un adyuvante con mejores propiedades de envejecimiento.

[0048] EI hidroxifosfato de aluminio serd generalmente amorfo (es decir, amorfo a los rayos X). Generalmente sera
particulado (p. ej., morfologia similar a una placa como se ve en las micrografias electronicas de transmision). Los
diametros tipicos de las placas son de 10-100 nm, y estos forman agregados de 0,5-20 pum (por ejemplo,
aproximadamente 1-10 um). Se han informado capacidades de adsorcion de entre 0,7-1,5 mg de proteina por mg de
Al+a pH 7,4 para adyuvantes de hidroxifosfato de aluminio.

[0049] Un adyuvante tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con una relaciéon molar P/Al entre 0,84 y 0,92, y este
adyuvante puede incluirse en 0,6 mg de Al¥*/ml.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797504 T3

[0050] La concentracion de Al*** en una composicién para administracion a un paciente es preferiblemente de menos
de 5 mg/ml por ejemplo <4 mg/ml, <3 mg/ml, £2 mg/ml, <1 mg/ml, etc. Un intervalo preferido esta entre 0,2 y 1 mg/ml.
Se prefiere una concentracién maxima de Al*** de 0,85 mg/dosis.

[0051] Al menos el 85% (en peso) de un fHBP en una composicién de la invencion se adsorbe a hidroxifosfato de
aluminio, por ejemplo, 290%, 295% o incluso 100%. La proporcién de fHBP adsorbido puede controlarse alterando la
concentraciéon de sal y/o el pH durante la formulacion, por ejemplo, en general, una mayor concentracién de NaCl
puede disminuir la adsorciéon de fHBP. La cantidad de adsorcién para cualquier formulacion dependera de una
combinacion de parametros que incluyen el PZC del adyuvante, la concentracion de sal y el pH durante la formulacién,
la concentracion de adyuvante, la concentracion de antigeno y el pl del antigeno. El impacto de cada uno de estos
parametros en la adsorcion se puede evaluar facilmente. El grado de adsorcion puede determinarse comparando la
cantidad total de antigeno fHBP en una composicion (por ejemplo, medida antes de que ocurra la adsorcién, o medida
desorbiendo el antigeno adsorbido) con la cantidad que queda en el sobrenadante después de la centrifugacién (por
ejemplo, vea el capitulo 4 de la ref. 15). La ausencia de antigeno detectable en el sobrenadante después de la
centrifugacién indica que se ha producido la adsorcion total, es decir, todo el fHBP esta en el sedimento, que contiene
el adyuvante insoluble y su contenido adsorbido.

[0052] Se conoce el uso de mezclas de diferentes sales de aluminio en una Unica vacuna por ejemplo, véase la
referencia 16. Aunque adyuvantes incluyendo tanto hidroxifosfato de aluminio y el hidréxido se puede utilizar con fHBP,
se prefiere que una composicion no debe incluir ningtn adyuvante de hidréxido de aluminio porque, como se describid
anteriormente, puede degradar ciertos antigenos que pueden mezclarse con el fHBP (en particular, sacaridos
capsulares bacterianos conjugados).

[0053] En un primer conjunto de formas de realizacion, las proteinas fHBP se adsorben de manera eficiente a un
adyuvante de hidroxifosfato de aluminio, garantizando que la adsorcion se lleva a cabo a un pH que es igual a o por
debajo de PZC del adyuvante. Por lo tanto, se puede elegir un adyuvante con un PZC igual o superior a un pH de
formulacion deseado, o bien se puede elegir un pH igual o inferior a un PZC del adyuvante deseado. El adyuvante y
el antigeno se combinan en estas condiciones y se permite la adsorcion. El pH no debe ser tan bajo como para evitar
la adsorcién o desnaturalizar irreversiblemente el fHBP. Asi, la adsorcion se produce idealmente dentro de 2 unidades
de pH (idealmente dentro de 1,2 unidades de pH) del PZC.

[0054] En un segundo conjunto de realizaciones, las proteinas HBP se adsorben de manera eficiente a un
hidroxifosfato de aluminio adyuvante mediante el uso de un antigeno de fHBP meningocdcico con un punto isoeléctrico
entre 5,0 y 7,0 y una lata de aluminio adyuvante de hidroxifosfato con un punto de carga cero también entre 5,0 y 7,0.
La adsorcién tiene lugar aun pH entre 5,0 y 7,0, y el pH puede mantenerse (antes, durante y/o después de la adsorcién)
al incluir un tampo6n para mantener el pH en el rango de 5,0 a 7,0. Dentro del rango de pH de 5,0 y 7,0, un subrango
preferido es 5,0 a 6,0. Este segundo enfoque no es adecuado para todos los fHBP ya que algunos (por ejemplo, SEQ
ID NO: 20) tienen un pl fuera del rango requerido, pero se puede seleccionar faciimente un fHBP apropiado.

[0055] El punto isoeléctrico de un fHBP puede determinarse empiricamente mediante una técnica tal como enfoque
isoeléctrico. Sin embargo, mas convenientemente, el punto isoeléctrico es un punto isoeléctrico tedrico. Esto puede
calcularse utilizando los valores de pKa de los aminoacidos descritos en la referencia 17, por ejemplo, utilizando la
herramienta ExPASy relevante [18]. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos naciente SEQ ID NO: 20 tiene un pl
predicho de 7,72 mientras que la SEQ ID NO: 21 y 22 tienen pl predichos de 5,87 y 6,15. Las secuencias maduras
SEQ ID NO: 23, 24 y 25 (que comprenden SEQ ID NO: 4, 5 y 6, respectivamente) tienen un pl predicho en el rango
relevante: 5,46, 5,72 y 5,86, respectivamente. Una correccién para una amina N-terminal bloqueada (p. ej., cuando
esta lipidada) reduce el pl en aproximadamente 0,1, pero las SEQ ID NO: 23, 24 y 25 todavia tienen pl pronosticados
en el rango de 5,0 a 6,0. Se prefieren las combinaciones donde cada antigeno meningocécico fHBP diferente tiene un
pl entre 5,0 y 7,0, y en particular cuando ambos tienen un pl en el rango de 5,0 a 6,0 o en el rango de 5,2 a 6,2.

[0056] Una combinacion util de antigenos fHBP con Pis en el rango apropiado puede comprender una mezcla de
secuencias primera y tercera, basadas en SEQ ID NOs: 4 y 6 (o sus variantes cercanas) o una mezcla de secuencias
primera y tercera basadas en una mezcla de SEQ ID NOs: 5y 6 (o sus variantes cercanas). Detalles adicionales de
tales emparejamientos de antigenos se proporcionan anteriormente. Por ejemplo, una combinacion de SEQ ID NOs:
23 y 25 es particularmente Util, y estas dos proteinas pueden estar lipidadas (como se discutioé anteriormente).

[0057] En un tercer conjunto de realizaciones, un antigeno de fHBP meningoc6cico con una pl mayor que un PZC de
un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio se puede adsorber de manera eficiente, asegurando que la adsorcion se
lleva a cabo a un pH dentro de unidades de 1,2 pH del PZC. La adsorcion puede tener lugar a un pH superior o inferior
al PZC del adyuvante, aunque el pH no debe ser tan extremo como para desnaturalizar irreversiblemente el fHBP. El
pH durante la adsorcién se consigue preferiblemente incluyendo un tampén que mantiene el pH dentro de 1,2 unidades
de pH del PZC del adyuvante. Cuando un pH esta dentro de 1,2 unidades de pH, puede estar dentro de 1 unidad de
pH o menos, por ejemplo, dentro de unidades de 0,8 pH, dentro de 0,6 unidades de pH, dentro de 0,5 unidades de
pH.
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Orden de mezcla

[0058] La mezcla de antigeno(s) fHBP, hidroxifosfato de aluminio y cualquier tampdn puede ocurrir en cualquier orden
adecuado, ya sea combinando todos los componentes por separado o mezclando previamente dos componentes y
luego mezclando la mezcla previa con el tercer componente.

[0059] Asi, por ejemplo, en una realizacién un procedimiento para preparar una composicién inmunogénica puede
comprender una etapa de combinar un antigeno de fHBP meningocécico y un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio,
en donde: (i) el adyuvante de hidroxifosfato de aluminio tiene un punto de carga cero; y (ii) la etapa de combinacién
se produce a un pH inferior al punto de carga cero de modo que el antigeno fHBP se adsorba al adyuvante.

[0060] En otra realizaciéon, un procedimiento para preparar una composicién inmunogénica puede comprender una
etapa de combinar un antigeno de fHBP meningocécico y un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio, en donde: (i) el
adyuvante de hidroxifosfato de aluminio tiene un punto de carga cero; y (ii) la composicién tiene un pH inferior al punto
de carga cero, de modo que el antigeno fHBP se adsorbe al adyuvante.

[0061] En otra realizacion, un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica puede comprender etapas
de: (i) proporcionar una composicién acuosa que comprende un antigeno de fHBP meningocécico y que tiene un pH;
(i) proporcionar un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio que tiene un punto de carga cero que es mayor que dicho
pH; y (iii) combinar la composicion acuosa con el adyuvante de hidroxifosfato de aluminio para dar la composicién
inmunogénica.

[0062] En otra realizacion, un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica puede comprender etapas
de: (i) proporcionar una composicién acuosa que comprende un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio y que tiene
un pH, en donde el adyuvante de hidroxifosfato de aluminio tiene un punto de carga cero que es mas alto que dicho
pH; y (i) combinar la composicion acuosa con un antigeno meningocécico fHBP para dar la composicion
inmunogénica.

[0063] En otra realizacion, un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica puede comprender etapas
de: (i) proporcionar una primera composicién acuosa que tiene un pH; (ii) proporcionar una segunda composicién
acuosa que comprende un antigeno fHBP meningocdcico y un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio que tiene un
punto de carga cero que es mayor que dicho pH; y (iii) combinar la primera y segunda composiciones acuosas para
dar la composicién inmunogénica.

[0064] En otra realizacion, un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica puede comprender etapas
de: (i) proporcionar una primera composicion acuosa que tiene un pH; (ii) proporcionar una segunda composicion
acuosa que comprende un antigeno meningocécico fHBP; y (iii) proporcionar un adyuvante de hidroxifosfato de
aluminio que tiene un punto de carga cero que es mayor que dicho pH;y (iv) combinar en cualquier orden la primera
composicién acuosa, la segunda composicion acuosa y el hidroxifosfato de aluminio, para dar la composicién
inmunogénica.

[0065] En un método para la adsorcion de dos antigenos fHBP meningocécicos diferentes a un hidroxifosfato de
aluminio adyuvante, la adsorcion de ambos de los antigenos fHBP puede tener lugar a un pH que es igual a o por
debajo del aluminio punto de carga cero de hidroxifosfato. Nuevamente, la mezcla de antigenos fHBP, hidroxifosfato
de aluminio y un tampén puede ocurrir en cualquier orden adecuado.

[0066] Por lo tanto, en una realizacién, los dos antigenos diferentes fHBP son adsorbidos por separado a hidroxifosfato
de aluminio al pH apropiado, y los dos antigenos adsorbidos a continuacion, se pueden mezclar.

[0067] En otra realizacion, los dos antigenos fHBP diferentes se mezclan entre si y luego la mezcla se anade a
hidroxifosfato de aluminio, en donde el hidroxifosfato de aluminio es o bien a un pH apropiado para la adsorcion o
donde el pH se ajusta después de la adicion de la mezcla.

[0068] En otra realizacién, se afiaden los dos antigenos diferentes fHBP secuencialmente a hidroxifosfato de aluminio,
en donde el hidroxifosfato de aluminio es o bien a un pH apropiado para la adsorcion o cuando el pH se ajusta después
de la adicién de uno o ambos antigenos fHBP.

[0069] En ofra realizacién, un antigeno fHBP se mezcla con hidroxifosfato de aluminio y luego se afnade el otro
antigeno de fHBP a la mezcla, en donde el hidroxifosfato de aluminio es o bien a un pH apropiado para la adsorcién
antes de la adicion del primer antigeno fHBP, o cuando el pH se ajusta después de la adicion del primer antigeno
fHBP, o cuando el pH se ajusta antes de la adicion del segundo antigeno fHBP, o cuando el pH se ajusta después de
la adicion del segundo antigeno fHBP.

[0070] Estas y otras posibilidades estan disponibles para la persona experta para todas las realizaciones de la
invencion.
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Antigeno(s) adicional(es)

[0071] Ademas de los antigenos fHBP, las composiciones de la invencion pueden incluir antigenos adicionales de
meningococo o de otros patégenos, por ejemplo, de otras bacterias tales como neumococo.

Otros antigenos de polipéptidos meningocdcicos

[0072] Ademas de incluir antigenos meningocdcicos polipeptidicos fHBP, una composicién puede incluir uno o mas
otros antigenos polipeptidicos meningocécicos. Por lo tanto, una composicion puede incluir un antigeno polipeptidico
seleccionado del grupo que consiste en: 287, NadA, NspA, HmbR, NhhA, App y/u Omp85. Estos antigenos estaran
presentes de manera Util como polipéptidos purificados, por ejemplo, polipéptidos recombinantes. El antigeno
preferiblemente provocara anticuerpos antimeningocécicos bactericidas después de la administracién a un sujeto. Si
una composicion incluye un antigeno PorA, entonces, en algunas realizaciones, solo se incluye un serosubtipo de
PorA meningocdécico. En algunas realizaciones, no se incluye ninguna proteina de membrana externa de PorA
meningococica en una composicion.

[0073] Una composicion de la invencién puede incluir un antigeno 287. El antigeno 287 se incluy6 en la secuencia del
genoma publicada para la cepa de serogrupo B meningocécica MC58 [19] como el gen NMB2132 (ndmero de acceso
de GenBank Gl: 7227388; SEQ ID NO: 9 en este documento). Las secuencias del antigeno 287 de muchas cepas se
han publicado desde entonces. Por ejemplo, las formas alélicas de 287 se pueden ver en las Figuras 5y 15 de la
referencia 20, y en el ejemplo 13y la figura 21 de la referencia 21 (SEQ IDS 3179 a 3184). También se han informado
varios fragmentos inmunogénicos del antigeno 287. Los 287 antigenos preferidos para usar con la invencién
comprenden una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene una identidad del 50% o mas (por ejemplo, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o0 mas) a la SEQ ID NO: 9; y/o (b)
que comprende un fragmento de al menos 'n' aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 9, en donde 'n' es 7 0 mas
(por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o0 mas). Los fragmentos
preferidos de (b) comprenden un epitopo de SEQ ID NO: 9. Los 287 antigenos mas utiles de la invencién pueden
provocar anticuerpos que, después de la administracion a un sujeto, pueden unirse a un polipéptido meningocécico
que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 9. Los 287 antigenos ventajosos para uso con la invencion
pueden provocar anticuerpos antimeningocécicos bactericidas después de la administracién a un sujeto.

[0074] Una composicion de la invencion puede incluir un antigeno de NadA. El antigeno NadA se incluyé en la
secuencia del genoma publicada para la cepa del serogrupo B meningocécica MC58 [19] como el gen NMB1994
(namero de acceso de GenBank Gl: 7227256; SEQ ID NO: 10 en este documento). Las secuencias del antigeno NadA
de muchas cepas se han publicado desde entonces, y la actividad de la proteina como una adhesina de Neisseria ha
sido bien documentada. También se han informado varios fragmentos inmunogénicos de NadA. Los antigenos NadA
preferidos para uso con la invencion comprenden una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene una identidad del 50%
0 mas (por ejemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
o mas) a la SEQ ID NO: 10; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos 'n' aminoacidos consecutivos de SEQ
ID NO: 10, en donde 'n' es 7 0 mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,
200, 250 o mas). Los fragmentos preferidos de (b) comprenden un epitopo de SEQ ID NO: 10. Los antigenos NadA
mas utiles de la invencién pueden provocar anticuerpos que, después de la administraciéon a un sujeto, pueden unirse
a un polipéptido meningococico que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10. Los antigenos NadA
ventajosos para uso con la invencién pueden provocar anticuerpos antimeningocdcicos bactericidas después de la
administracién a un sujeto. SEQ ID NO: 6 es uno de esos fragmentos.

[0075] Una composicion de la invencién puede incluir un antigeno NspA. El antigeno NspA se incluyé en la secuencia
del genoma publicada para la cepa de serogrupo B meningocécica MC58 [19] como el gen NMB0663 (nimero de
acceso de GenBank Gl: 7225888; SEQ ID NO: 11 en este documento). El antigeno se conocia previamente por las
referencias 22 y 23. Las secuencias del antigeno NspA de muchas cepas se han publicado desde entonces. También
se han informado varios fragmentos inmunogénicos de NspA. Los antigenos NspA preferidos para uso con la invencion
comprenden una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene 50% o mas de identidad (por ejemplo, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o mas) a la SEQ ID NO: 11; y/o (b)
que comprende un fragmento de al menos 'n' aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 11, en donde 'n' es 7 o mas
(por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos
preferidos de (b) comprenden un epitopo de SEQ ID NO: 11. Los antigenos NspA mas Utiles de la invencién pueden
provocar anticuerpos que, después de la administracién a un sujeto, pueden unirse a un polipéptido meningocécico
que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 11. Los antigenos ventajosos de NspA para uso con la
invencion pueden provocar anticuerpos antimeningococos bactericidas después de la administracion a un sujeto.

[0076] Las composiciones de la invencion pueden incluir un antigeno RMH meningocécico. La secuencia HmbR de
longitud completa se incluy6 en la secuencia del genoma publicada para la cepa del serogrupo B meningocécica MC58
[19] como el gen NMB1668 (SEQ ID NO: 7 en este documento). La referencia 24 informa una secuencia HmbR de
una cepa diferente (SEQ ID NO: 8 en este documento). SEQ ID NO: 7 y 8 difieren en longitud por 1 aminodcido y
tienen una identidad del 94,2%. La invencion puede usar un polipéptido que comprende una secuencia HmbR de
longitud completa, pero a menudo usara un polipéptido que comprende una secuencia HmbR parcial. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, una secuencia HmbR usada segun la invencién puede comprender una secuencia de
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aminoacidos que tiene al menos un % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7, donde el valor de i es 50, 60,
70, 80, 90, 95, 99 o mas. En otras realizaciones, una secuencia HmbR usada de acuerdo con la invencion puede
comprender un fragmento de al menos j aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 7, donde el valor de jes 7, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas. En otras realizaciones, una
secuencia HmbR usada segun la invencién puede comprender una secuencia de aminodcidos (i) que tiene al menos
un i% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 y/o (ii) que comprende un fragmento de al menos j aminoacidos
consecutivos de SEQ ID NO: 7. Los fragmentos preferidos de j aminoacidos comprenden un epitopo de SEQ ID NO:
7. Tales epitopos generalmente comprenderan aminoacidos que se encuentran en la superficie de HmbR. Los
epitopos utiles incluyen aquellos con aminodcidos involucrados en la unién de HmbR a la hemoglobina, ya que los
anticuerpos que se unen a estos epitopos pueden bloquear la capacidad de una bacteria para unirse a la hemoglobina
del huésped. La topologia de HmbR, y sus residuos funcionales criticos, se investigaron en la referencia 25. Los
antigenos HmbR mas Utiles de la invencién pueden provocar anticuerpos que, después de la administracion a un
sujeto, pueden unirse a un polipéptido meningocécico que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7.
Los antigenos HmbR ventajosos para uso con la invencion pueden provocar anticuerpos antimeningocécicos
bactericidas después de la administracién a un sujeto.

[0077] Una composicion de la invencion puede incluir un antigeno NhhA. El antigeno NhhA se incluy6 en la secuencia
del genoma publicada para la cepa de serogrupo B meningocécica MC58 [19] como el gen NMB0992 (nimero de
acceso de GenBank Gl: 7226232; SEQ ID NO: 12 en este documento). Las secuencias del antigeno NhhA de muchas
cepas se han publicado desde, p.gj. referencias 20 y 26, y se han informado varios fragmentos inmunogénicos de
NhhA. También se conoce como Hsf. Los antigenos NhhA preferidos para usar con la invencién comprenden una
secuencia de aminoacidos: (a) que tiene 50% o mas de identidad (por ejemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o mas) a la SEQ ID NO: 12; y/o (b) que comprende
un fragmento de al menos 'n' aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 12, en donde 'n' es 7 0 mas (por ejemplo, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 0 mas). Los fragmentos preferidos de (b)
comprenden un epitopo de SEQ ID NO: 12. Los antigenos NhhA més utiles de la invencién pueden provocar
anticuerpos que, después de la administracion a un sujeto, pueden unirse a un polipéptido meningocdcico que consiste
en la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 12. Los antigenos NhhA ventajosos para usar con la invencion pueden
provocar anticuerpos antimeningocécicos bactericidas después de la administracién a un sujeto.

[0078] Una composicion de la invencién puede incluir un antigeno App. El antigeno App se incluy6 en la secuencia
del genoma publicada para la cepa MC58 de serogrupo B meningocécica [19] como el gen NMB1985 (numero de
acceso de GenBank Gl: 7227246; SEQ ID NO: 13 en este documento). Las secuencias del antigeno App de muchas
cepas se han publicado desde entonces. También se han informado varios fragmentos inmunogénicos de la aplicacion.
Los antigenos App preferidos para usar con la invencion comprenden una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene
una identidad del 50% o mas (por ejemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% o mas) a la SEQ ID NO: 13; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos 'n' aminoacidos
consecutivos de SEQ ID NO: 13, en donde 'n' es 7 0 mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos preferidos de (b) comprenden un epitopo de SEQ ID NO:
13. Los antigenos App mas Uutiles de la invencion pueden provocar anticuerpos que, después de la administracion a
un sujeto, pueden unirse a un polipéptido meningocdcico que consiste en la secuencia de aminoécidos SEQ ID NO:
13. Los antigenos de aplicacion ventajosos para uso con la invencibn pueden provocar anticuerpos
antimeningococicos bactericidas después de la administracién a un sujeto.

[0079] Una composicion de la invencién puede incluir un antigeno de Omp85. El antigeno Omp85 se incluy6 en la
secuencia del genoma publicada para la cepa del serogrupo B meningocécica MC58 [19] como el gen NMB0182
(nimero de acceso de GenBank Gl: 7225401; SEQ ID NO: 14 en este documento). Las secuencias del antigeno
Omp85 de muchas cepas se han publicado desde entonces. Se puede encontrar mas informacion sobre Omp85 en
las referencias 27 y 28. También se han informado varios fragmentos inmunogénicos de Omp85. Los antigenos
Omp85 preferidos para usar con la invencion comprenden una secuencia de amino&cidos: (a) que tiene una identidad
del 50% o mas (por ejemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 99,5% o més) a la SEQ ID NO: 14; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos 'n" aminoacidos consecutivos
de SEQ ID NO: 14, en donde 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos preferidos de (b) comprenden un epitopo de SEQ ID NO: 14. Los antigenos
Omp85 mas utiles de la invencion pueden provocar anticuerpos que, después de la administracién a un sujeto, pueden
unirse a un polipéptido meningocécico que consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 14. Los antigenos
Omp85 ventajosos para uso con la invencion pueden provocar anticuerpos antimeningococicos bactericidas después
de la administracion a un sujeto.

Lipooligosacarido meningocdcica

[0080] Ademas de incluir antigenos meningocdcicos polipeptidicos fHBP, una composicién puede incluir uno o mas
antigeno(s) lipooligosacaridos meningococicos (LOS). La LOS meningocdcica es un fosfolipido a base de glucosamina
que se encuentra en la monocapa externa de la membrana externa de la bacteria. Incluye una porcién de lipido A 'y
una region central de oligosacaridos, actuando la porcion de lipido A como un ancla hidrofébica en la membrana. La
heterogeneidad dentro del nacleo del oligosacéarido genera diversidad estructural y antigénica entre diferentes cepas
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meningocdcicas, que se ha utilizado para subdividir las cepas en 12 inmunotipos (L1 a L12). La invencion puede usar
LOS de cualquier inmunotipo, p.ejde L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7 y/o L8.

[0081] Las cadenas a de L2 y L3 incluyen, naturalmente, lacto-N-neotetraosa (LNnT). Cuando la invencion usa LOS
de un inmunotipo L2 0 L3, este LNnT puede estar ausente. Esta ausencia se puede lograr convenientemente mediante
el uso de cepas mutantes disefiadas para alterar su capacidad de sintetizar el tetrasacarido LNnT dentro de la cadena
a. Se sabe que logra esta diana mediante la eliminacién de las enzimas que son responsables de las adiciones
biosintéticas relevantes [29, 30]. Por ejemplo, la eliminacion de la enzima LgtB evita la adicion de la galactosa terminal
de LNnT, asi como también evita la adicion corriente abajo del acido sidlico terminal de la cadena a. La eliminacion de
la enzima LgtA impide la adicion de la N-acetilglucosamina de LNnT, y también las adiciones posteriores. La
eliminacion de LgtA puede estar acompanada por la eliminacion de LgtC. De manera similar, la eliminacion de la
enzima LgtE y/o GalE impide la adicién de galactosa interna, y la eliminacién de LgtF evita la adicion de glucosa al
residuo de Hep'. Cualquiera de estos knockouts puede usarse, individualmente o en combinacion, para alterar el
tetrasacarido LNnT en una cepa de inmunotipo L2, L3, L4, L7 o L9. Se prefiere la eliminaciéon de al menos LgtB, ya
que proporciona un LOS que retiene la inmunogenicidad Gtil mientras se elimina el epitopo LNnT.

[0082] Ademas de, o en lugar de, las mutaciones de interrumpir el epitopo LNnT, un knockout del gen galE también
proporciona un util LOS modificado, y un gen de transferasa graso de lipido A puede similarmente ser eliminado [31].
Al menos un &cido graso O-enlazado primario se puede eliminar de LOS [32]. También se puede usar LOS que tiene
un numero reducido de cadenas de acilo secundarias por molécula de LOS [33]. El LOS tipicamente incluira al menos
la fosfoetanolamina GlcNAc-Hep:z al menos una estructura de lipido A KDOz2 [34]. El LOS puede incluir un trisacarido
GIcNAcB1-3Galp1-4Glc mientras carece del tetrasacarido LNnT.

[0083] LOS se pueden incluir en composiciones de la invencion en diversas formas. Se puede usar en forma purificada
por si solo. Se puede conjugar con una proteina transportadora. Cuando LOS se conjuga, la conjugacion puede ser a
través de una porcién de lipido A en el LOS o por cualquier otro resto adecuado, por ejemplo, sus restos KDO. Si el
resto lipido A de LOS esta ausente, entonces se requiere dicha unién alternativa. Las técnicas de conjugacion para
LOS se conocen, por ejemplo, por las referencias 32, 34, 35, 36, efc. Las proteinas transportadoras Utiles para estos
conjugados se analizan a continuacion, por ejemplo, toxinas bacterianas, tales como toxinas de difteria o tétanos, o
toxoides o mutantes de las mismas.

[0084] EI LOS puede ser de una cepa (por ejemplo, una cepa meningococica modificada genéticamente) que tiene un
inmunotipo LOS fijo (es decir, no variable de fase) como se describe en la referencia 37. Por ejemplo, los inmunotipos
LOS L2 y L3 pueden ser fijos. Dichas cepas pueden tener una tasa de cambio entre inmunotipos que se reduce en
mas de 2 veces (incluso >50 veces) en relacién con la cepa original de tipo salvaje. La referencia 37 describe cémo
este resultado se puede lograr mediante modificacién de los productos génicos IgtA y/o IgtG.

[0085] LOS puede ser O-acetilado en un GlcNac residuo unido a su Heptosa Il residuo por ejemplo, para L3 [38].

[0086] Una composicién inmunogénica puede incluir mas de un tipo de LOS por ejemplo LOS de inmunotipos
meningocdcicos L2 y L3. Por ejemplo, se pueden usar las combinaciones LOS descritas en la referencia 39.

[0087] El antigeno A LOS puede preferiblemente elicitar anticuerpos anti-meningocécicos bactericidas después de la
administracion a un sujeto.

[0088] Sin embargo, las composiciones preferidas de la invencién estan libres de lipooligosacarido meningocdcico.

Antigeno(s) de sacarido capsular meningocdcico

[0089] Ademas de incluir antigenos meningocdcicos polipeptidicos fHBP, una composicién puede incluir uno o mas
conjugados de sacaridos capsulares meningocécicos. Una composicién de la invencién puede incluir uno 0 mas
conjugados de sacaridos capsulares de 1, 2, 3 0 4 de los serogrupos meningocécicos A, C, W135 e Y, por ejemplo,
A+C, A+W135, A+Y, C+W135, C+Y, W135+Y, A+C+W135, A+C+Y, A+W135+Y, A+C+W135+Y, etc. Son Utiles las
composiciones que incluyen un conjugado de sacarido capsular serogrupo C, y son ideales las composiciones que
incluyen los sacaridos de los cuatro serogrupos A, C, W135e Y.

[0090] El sacéarido capsular del serogrupo A de meningococo es un homopolimero de N-acetilo-D-manosamina-1-
fosfato enlazado a (a1 -6), con O-acetilacion parcial en las posiciones C3 y C4. La acetilacion en la posicién C-3
puede ser del 70-95%. Las condiciones utilizadas para purificar el sacarido pueden dar como resultado la
desacetilacion de O (por ejemplo, en condiciones basicas), pero es util retener OAc en esta posicién C-3. En algunas
realizaciones, al menos el 50% (por ejemplo, al menos el 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o mas) de los residuos de
manosamina en un sacarido del serogrupo A estan O-acetilados en la posicién C-3. Los grupos acetilo se pueden
reemplazar con grupos de bloqueo para evitar la hidrélisis [40], y dichos sacaridos modificados siguen siendo sacaridos
del serogrupo A en el sentido de la invencion.

[0091] El sacarido capsular del serogrupo C es un homopolimero de acido sidlico enlazado a (a2-9) (acido
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neuraminico de N-acetilo, o 'NeuNAc'). La estructura del sacéarido se escribe como - 9)-Neu p NAc 7/8 OAc-(02 . La
mayoria de las cepas del serogrupo C tienen grupos O-acetilo en C-7 y/o C-8 de los residuos de &cido siélico, pero
alrededor del 15% de los aislados clinicos carecen de estos grupos O-acetilo [41,42]. La presencia o ausencia de
grupos OAc genera epitopos Unicos, y la especificidad de la unién de anticuerpos al sacérido puede afectar su actividad
bactericida contra (OAc+) O-acetilado y cepas O-acetiladas (OAc-) [43-45]. Los sacaridos del serogrupo C usados con
la invencién pueden prepararse a partir de cepas OAc+ u OAc-. Las vacunas conjugadas MenC autorizadas incluyen
sacaridos OAc-(NEISVAC-C™) y OAc+ (MENJUGATE™ y MENINGITEC™). En algunas realizaciones, las cepas para
la produccion de conjugados de serogrupo C son cepas OAc+, por ejemplo, del serotipo 16, serosubtipo P1.7a, 1, etc.
Por lo tanto, las cepas OAc+ de C:16:P1.7a,1 pueden ser utilizadas. Las cepas OAc+ en serosubtipo P1.1 son también
utiles, tales como la cepa C11.

[0092] El sacérido del serogrupo W135 es un polimero de unidades de disacarido de acido sialico-galactosa. Al igual
que el sacarido C del serogrupo, tiene una O-acetilacién variable, pero en las posiciones 7 y 9 del acido sialico [46].
La estructura se escribe como: - 4)-D-Neup5Ac(7/90Ac)-a-(2 - 6)-D-Gal-a-(1 - .

[0093] El sacarido del serogrupo Y es similar al sacarido de serogrupo W135, excepto que la unidad de repeticion de
disacarido incluye glucosa en lugar de galactosa. Al igual que el serogrupo W135, tiene una O-acetilacion variable en
las posiciones de acido sialico 7 y 9 [46]. La estructura del serogrupo Y se escribe como: - 4)-D-Neup5Ac(7/90Ac)-a-
(2-6)-D-Glc-a-(1 .

[0094] Los sacaridos utilizados segun la invencion pueden ser O-acetilados como se describe anteriormente (por
ejemplo, con el mismo patrén de O-acetilacién como se ve en los sacaridos capsulares nativos), o pueden estar parcial
o totalmente desacetilados en una o mas posiciones de los anillos sacaridos, o pueden estar hiperacetilados en
relacién con los sacéaridos capsulares nativos.

[0095] Los restos de sacaridos en los conjugados pueden comprender sacaridos de longitud completa como se ha
preparado a partir de los meningococos, y/o puede comprender fragmentos de sacaridos de longitud completa, es
decir, los sacaridos pueden ser mas cortos que los sacaridos nativos capsulares vistos en las bacterias. De este modo,
los sacaridos pueden despolimerizarse, produciéndose la despolimerizacion durante o después de la purificacién de
sacarido, pero antes de la conjugacion. La despolimerizacién reduce la longitud de la cadena de los sacaridos. Un
método de despolimerizacion implica el uso de peroxido de hidrégeno. El peroxido de hidrogeno se afiade a un
sacarido (por ejemplo, para dar una concentracion final de H202 al 1%), y luego se incuba la mezcla (por ejemplo a
aproximadamente 55°C) hasta lograrse una reduccién de la longitud de cadena deseada. Otro método de
despolimerizacion implica la hidrélisis acida. Otros métodos de despolimerizacion son conocidos en la técnica. Los
sacaridos utilizados para preparar conjugados para su uso segun la invencién pueden obtenerse mediante cualquiera
de estos métodos de despolimerizacién. La despolimerizacion puede usarse para proporcionar una longitud de cadena
optima para la inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de la cadena para la capacidad de administracion fisica
de los sacaridos. En algunas realizaciones, los sacaridos tienen el siguiente rango de grados promedio de
polimerizacion (Dp): A=10-20; C=12-22; W135=15-25; Y=15-25. En términos de peso molecular, en lugar de Dp, los
rangos Utiles son, para todos los serogrupos: <100kDa; 5kDa-75kDa; 7kDa-50kDa; 8kDa-35kDa; 12kDa-25kDa;
15kDa-22kDa.

[0096] En algunas realizaciones, el peso molecular promedio para sacaridos de cada uno de los serogrupos
meningocacicos A, C, W135 e Y puede ser mas que 50 kDa por ejemplo 275 kDa, 2100 kDa, 2110 kDa, 2120 kDa,
>130kDa, efc. [47], e incluso hasta 1500kDa, en particular segun lo determinado por MALLS. Por ejemplo: un sacarido
MenA puede estar en el rango de 50-500 kDa, p.ej. 60-80kDa; un sacarido MenC puede estar en el rango de 100-210
kDa; un sacarido MenW135 puede estar en el rango de 60-190kDa, por ejemplo, 120-140kDa; y/o un sacarido MenY
puede estar en el rango de 60-190kDa, por ejemplo, 150-160kDa.

[0097] La masa de sacarido meningocdcico por serogrupo en una composicion por lo general sera entre 1 ug y 20 g,
por ejemplo, entre 2 'y 10 ug por serogrupo, o aproximadamente 4 ug o aproximadamente 5 ug o aproximadamente
10 pg. Cuando se incluyen conjugados de mas de un serogrupo, entonces pueden estar presentes en masas
sustancialmente iguales, por ejemplo, la masa del sacarido de cada serogrupo esta dentro de +10% entre si. Como
alternativa a una proporcién igual, se puede usar una masa doble de sacarido del serogrupo A. Asi, una vacuna puede
incluir sacarido MenA a 10 pg y sacéaridos MenC, W135 e Y a 5 pg cada uno.

[0098] Proteinas portadoras utiles para conjugados meningocdcicos incluyen toxinas bacterianas, tales como toxinas
de difteria o tétanos o toxoides o mutantes de los mismos. Estos se usan comunmente en vacunas conjugadas. Por
ejemplo, el mutante de la toxina de la difteria CRM197 es til [48]. Otras proteinas transportadoras adecuadas incluyen
péptidos sintéticos [49,50], proteinas de choque térmico [51,52], proteinas de tos ferina [53,54], citocinas [55],
linfoquinas [55], hormonas [55], factores de crecimiento [55], proteinas artificiales que comprenden mdltiples epitopos
de células T CD4* humanas de diversos antigenos derivados de patdgenos [56] como N19 [57], proteina D de H.
influenzae [58-60], neumolisina [61] o sus derivados no toxicos [62], proteina de superficie neumocdcica PspA [63],
proteinas de absorcion de hierro [64], toxina A o B de C. difficile [65], exoproteina recombinante de Pseudomonas
aeruginosa A (rEPA) [66], etc. Se prefiere CRM197.
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[0099] Cuando una composicién incluye conjugados de mas de un serogrupo meningococico, es posible el uso de la
misma proteina portadora para cada conjugado separado, o para usar diferentes proteinas portadoras. Sin embargo,
en ambos casos, se formard una mezcla de diferentes conjugados preparando cada conjugado de serotipo por
separado y luego mezclandolos para formar una mezcla de conjugados separados.

[0100] Los 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 pueden utilizar por ejemplo las proporciones entre 1:2 y 5:1 y las proporciones entre
1:1,25 y 1:2,5. Como se describe en la referencia 67, diferentes conjugados de serogrupo meningocdcico en una
mezcla pueden tener diferentes relaciones sacarido:proteina, por ejemplo, uno puede tener una relacién de entre 1:2
y 1:5, mientras que otro tiene una relacién entre 5:1 y 1:1.99.

[0101] Una proteina transportadora se puede conjugar covalentemente a un sacarido meningocécico directamente o
mediante un conector. Se conocen varios enlazadores. Por ejemplo, la uniéon puede ser a través de un carbonilo, que
puede formarse por reaccion de un grupo hidroxilo libre de un sacarido modificado con CDI [68,69] seguido de reaccién
con una proteina para formar un enlace carbamato. Se puede usar la condensacion de carbodiimida [70]. Un conector
de &cido adipico se puede utilizar, que puede estar formado por acoplamiento de un grupo libre -NH2 (por ejemplo,
introducido a un sacérido por aminacion) con acido adipico (usando, por ejemplo, la activacién de diimida), y luego el
acoplamiento de una proteina al intermedio resultante sacéarido-acido adipico [71,72]. Otros enlazadores incluyen B-
propionamido [73], nitrofenilo-etilamina [74], haluros de haloacilo [75], enlaces glucosidicos [76], &cido 6-
aminocaproico [77], N-succinimidilo-3-(2-piridilditio)-propionato (SPDP) [78], dihidrazida de acido adipico ADH [79],
restos C4 a C12[80], efc.

[0102] La conjugacion mediante aminacién reductora se puede utilizar. El sacarido se puede oxidar primero con
peryodato para introducir un grupo aldehido, que luego puede formar un enlace covalente directo a una proteina
transportadora mediante aminacion reductora, p. €. al grupo €-amino de una lisina. Si el sacéarido incluye multiples
grupos aldehido por molécula, entonces esta técnica de enlace puede conducir a un producto reticulado, donde
multiples aldehidos reaccionan con multiples aminas transportadoras.

[0103] Como se describe en la referencia 81, una mezcla puede incluir un conjugado con enlace sacarido/proteina
directo y otro conjugado con enlace a través de un conector. Esta disposicion se aplica particularmente cuando se
usan conjugados de sacarido de diferentes serogrupos meningocécicos, por ejemplo, los sacaridos MenA 'y MenC se
pueden conjugar a través de un conector, mientras que los sacaridos MenW135 y MenY se pueden conjugar
directamente a una proteina transportadora.

[0104] Un sacarido meningocdcico puede comprender un sacarido intacto de longitud completa preparado a partir de
meningococo, y/o puede comprender fragmentos de sacaridos de longitud completa, es decir, los sacaridos pueden
ser mas cortos que los sacaridos capsulares nativos vistos en bacterias. De este modo, los sacaridos pueden
despolimerizarse, produciéndose la despolimerizacion durante o después de la purificacion de sacarido, pero antes
de la conjugacion. La despolimerizacién reduce la longitud de la cadena de los sacéridos. La despolimerizacién puede
usarse para proporcionar una longitud de cadena 6ptima para la inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de la
cadena para la capacidad de administracion fisica de los sacaridos.

Sacarido(s) capsulares neumocdcicos conjugados

[0105] Las composiciones de la invencion pueden incluir un sacarido capsular neumocoécico conjugado con una
proteina transportadora.

[0106] La invencion puede incluir sacarido capsular de uno o méas serotipos neumocécicos diferentes. Cuando una
composicién incluye antigenos sacaridos de mas de un serotipo, estos se preparan preferiblemente por separado, se
conjugan por separado y luego se combinan. Los métodos para purificar sacaridos capsulares neumococicos son
conocidos en la técnica (por ejemplo, véase la referencia 82) y las vacunas basadas en sacaridos purificados de 23
serotipos diferentes se conocen desde hace muchos afos. También se han descrito mejoras en estos métodos, por
ejemplo, para el serotipo 3 como se describe en la referencia 83, o para los serotipos 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F y 19A como
se describe en la referencia 84.

[0107] Sacarido(s) capsulares neumocdcicos tipicamente seran seleccionados de los siguientes serotipos: 1, 2, 3, 4,
5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y/o 33F. Asi, en total, una
composicion puede incluir un sacarido capsularde 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23 0 mas serotipos diferentes.

[0108] Una combinacidn Util de serotipos es una combinacion de 7 valentes, por ejemplo, que incluye sacarido capsular
de cada uno de los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F. Otra combinacion Gtil es una combinacion de 9 valentes,
por ejemplo, que incluye sacarido capsular de cada uno de los serotipos 1, 4, 5, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F. Otra
combinacion Util es una combinacién de 10 valentes, por ejemplo, incluyendo sacarido capsular de cada uno de los
serotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F. Una combinacion de 11 valentes puede incluir ademas sacérido del
serotipo 3. Una combinacién de 12 valentes puede agregarse a la mezcla de 10 valentes: serotipos 6A y 19A; 6A y
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22F; 19Ay 22F; 6Ay 15B; 19A y 15B; 0 22F y 15B. Una combinacion de 13 valentes puede agregarse a la mezcla de
11 valentes: serotipos 19A y 22F; 8 y 12F; 8 y 15B; 8 y 19A; 8 y 22F; 12F y 15B; 12F y 19A; 12F y 22F; 15B y 19A;
15By 22F; 6A y 19A, efc.

[0109] Por lo tanto, una combinacién atil de 13 valentes incluye sacarido capsular de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19, 19F y 23F, por ejemplo, preparado como se describe en las referencias 85 a 88. Una de estas
combinaciones incluye el sacéarido del serotipo 6B a aproximadamente 8 pg/ml y los otros 12 sacaridos a
concentraciones de aproximadamente 4 pug/ml cada uno. Otra combinacion de este tipo incluye los sacaridos del
serotipo 6A y 6B a aproximadamente 8 ug/ml cada uno y los otros 11 sacaridos a aproximadamente 4 pg/ml cada uno.

[0110] Proteinas de soporte adecuadas para los conjugados se discuten anteriormente en relaciéon con conjugados
meningocacicos. Las proteinas transportadoras particularmente Utiles para las vacunas conjugadas neumocécicas
son CRM197, toxoide tetanico, toxoide diftérico y proteina D. H. influenzae D. CRM197 se usa en PREVNAR™. Una
mezcla de 13 valentes puede usar CRM197 como la proteina transportadora para cada uno de los 13 conjugados, y
CRM197 puede estar presente a aproximadamente 55-60 pg/ml.

[0111] Cuando una composicion incluye conjugados de mas de un serotipo neumocdcico, es posible usar la misma
proteina transportadora para cada conjugado separado, o usar diferentes proteinas transportadoras. Sin embargo, en
ambos casos, se formara una mezcla de diferentes conjugados preparando cada conjugado de serotipo por separado
y luego mezclandolos para formar una mezcla de conjugados separados. La referencia 89 describe las ventajas
potenciales cuando se utilizan diferentes proteinas transportadoras en vacunas conjugadas neumocdcicas
multivalentes, pero el producto PREVNAR™ utiliza con éxito el mismo vehiculo para cada uno de los siete serotipos
diferentes.

[0112] Una proteina transportadora se puede conjugar covalentemente a un sacarido neumocécico directamente o
mediante un conector, como se discutié anteriormente en relacién con los conjugados meningocécicos. Las técnicas
de conjugacion de reticulacion son particularmente Utiles para al menos los serotipos neumocdcicos 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F y 23F.

[0113] Como se discutié anteriormente para los sacaridos meningocdcicos, un sacarido neumococico puede
comprender un sacarido de longitud completa intacto como preparado a partir de neumococo, y/o puede comprender
fragmentos de sacaridos de longitud completa. Cuando se usa mas de un serotipo neumocdcico, entonces es posible
usar sacaridos intactos para cada serotipo, fragmentos para cada serotipo, o0 usar sacaridos intactos para algunos
serotipos y fragmentos para otros serotipos. Cuando una composicion incluye sacarido de cualquiera de los serotipos
4, 6B, 9V, 14, 19F y 23F, estos sacaridos estan preferiblemente intactos. Por el contrario, cuando una composicién
incluye sacarido serotipo 18C, preferiblemente se despolimeriza.

[0114] Un serotipo 3 sacarido también puede ser despolimerizado, por ejemplo, un sacarido serotipo 3 se puede
someter a hidrdlisis acida para la despolimerizacion [85] por ejemplo, usando acido acético. Los fragmentos resultantes
pueden entonces ser oxidados para la activacién (por ejemplo, peryodato de oxidacion, tal vez en la presencia de
cationes bivalentes, por ejemplo, con MgClz), conjugado a un portador (por ejemplo CRM197) en condiciones
reductoras (por ejemplo, usando cianoborohidruro de sodio) y, a continuacion (opcionalmente) cualquier aldehido no
reaccionado en el sacarido puede ser tapado (por ejemplo, usando borohidruro de sodio) [85]. La conjugacion se
puede realizar sobre material liofilizado, por ejemplo, después de sacar y sacar el sacarido activado conjuntamente.

[0115] Un sacarido de serotipo 1 puede ser al menos parcialmente desacetilado, por ejemplo, logrado mediante un
tratamiento de tampdn de pH alcalino [86] tal como usando un tampoén de bicarbonato/carbonato. Tales sacaridos
(parcialmente) des-O-acetilados pueden oxidarse para su activacion (por ejemplo, oxidacién de peryodato), conjugarse
con un vehiculo (por ejemplo, CRM197) en condiciones reductoras (por ejemplo, usar cianoborohidruro de sodio) y
luego (opcionalmente) cualquier aldehido sin reaccionar en el sacarido puede ser tapado (por ejemplo, usando
borohidruro de sodio) [86]. La conjugacion puede realizarse en material de liofilizado por ejemplo después de sacarido
activado de co-liofilizacién y el portador.

[0116] Un sacarido de serotipo 19A puede estar oxidado para la activacion (por ejemplo, peryodato de oxidacion),
conjugado a un portador (por ejemplo CRM197) en DMSO bajo condiciones de reduccién y, a continuacién
(opcionalmente) cualquier aldehido sin reaccionar en el sacérido puede ser un tope (por ejemplo, usando sodio
borohidruro) [90]. La conjugacion se puede realizar sobre material liofilizado, por ejemplo, después de colifolizar el
sacarido activado y el portador. Los conjugados neumococicos pueden provocar idealmente anticuerpos
anticapsulares que se unen al sacarido relevante, por ejemplo, provocar un nivel de anticuerpo antisacérido 20,20
pg/ml [91]. Los anticuerpos pueden evaluarse mediante inmunoensayo enzimatico (EIA) y/o medicion de la actividad
opsonofagocitica (OPA). El método EIA ha sido ampliamente validado y existe un vinculo entre la concentracion de
anticuerpos y la eficacia de la vacuna.

Antigenos adicionales de otro(s) patégeno(s)

[0117] Las composiciones de la invencion pueden incluir antigeno(s) de otro(s) patdégeno(s). El uso de un adyuvante
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de hidroxifosfato de aluminio, y la evitacion de un adyuvante de hidréxido de aluminio, es ventajoso en el contexto de
tales combinaciones porque, como se describié anteriormente, los antigenos adicionales (en particular los sacaridos
capsulares bacterianos) pueden ser sensibles a la sal de hidréxido.

[0118] Por ejemplo, la composicion puede comprender uno o mas de los siguientes antigenos adicionales:

- un antigeno del virus de la hepatitis B, tal como el antigeno de superficie HBsAg.

- un antigeno de Bordetella pertussis, como la holotoxina de pertussis (PT) y la hemaglutinina filamentosa
(FHA) de B.pertussis, opcionalmente también en combinacién con pertactina y/o aglutinégenos 2 y 3.

- un antigeno de difteria, como un toxoide diftérico.

- un antigeno tetanico, como un toxoide tetanico.

- un antigeno sacarido de Haemophilus influenzae B (Hib), tipicamente conjugado.

- antigeno(s) de poliovirus inactivado(s).

[0119] Cuando se incluye un antigeno de difteria en la composicion, también se prefiere incluir antigenos de tétanos
y antigenos de tos ferina. De manera similar, cuando se incluye un antigeno tetanico, se prefiere también incluir
antigenos de difteria y tos ferina. De manera similar, cuando se incluye un antigeno de tos ferina, se prefiere también
incluir antigenos de difteria y tétanos. Por lo tanto, se prefieren las combinaciones DTP.

Preparacion extemporanea

[0120] También divulgamos un kit que comprende: (i) un primer componente que comprende al menos un antigeno
fHBP adsorbido a un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio, como se describié anteriormente; y (ii) un segundo
componente que comprende un inmundgeno no meningocdcico. Los componentes del kit se pueden mezclar para dar
una composicion inmunogénica para administrar a un paciente para proteger contra multiples patégenos.

[0121] También divulgamos un método para preparar una vacuna combinada, que comprende una etapa de mezcla:
(i) un primer componente que comprende al menos un antigeno fHBP adsorbido en un adyuvante de hidroxifosfato de
aluminio, como se describié anteriormente; y (i) un segundo componente que comprende un inmundgeno no
meningocadcico. El material mezclado puede administrarse luego a un paciente. El segundo componente puede
liofilizarse, de modo que un primer componente acuoso o reconstituya.

Composiciones farmacéuticas

[0122] La invencion se refiere a composiciones inmunogénicas para administracion a un paciente. Estas
composiciones son farmacéuticamente aceptables y tipicamente incluiran un vehiculo adecuado. Una discusién
exhaustiva de los portadores farmacéuticamente aceptables esta disponible en la referencia 92.

[0123] Volumenes de dosificacion eficaces pueden establecerse de forma rutinaria, pero una dosis humana tipica de
la composicion tiene un volumen de aproximadamente 0,5 ml.

[0124] El pH de una composicién de la invencion es por lo general entre 6 y 8, y méas preferiblemente entre 6,5y 7,5
(por ejemplo aproximadamente 7). Como ya se discutié anteriormente, las composiciones pueden incluir un tampon,
por ejemplo, un tampon Tris, un tampén citrato, tampdn fosfato, un tampodn succinato (tal como un tampoén succinato
sodico) o un tampédn histidina.

[0125] Se puede usar un pH particular antes y/o durante la adsorcién, como se explicé anteriormente. Sin embargo,
si la adsorcién es estable, ese pH no tiene que mantenerse después de la adsorcion, pero se puede permitir que
aumente, por ejemplo, més cerca de neutral. Después de la adsorcion, por lo tanto, dicha composicion puede ser
tamponada a un pH por encima del PZC del adyuvante.

[0126] El pH de una composicién puede estar en el rango de 5,0 a 7,0 antes y/o durante la adsorcion, pero puede
estar fuera de este rango (por ejemplo, en el rango de 7,0 a 8,0) después de la adsorcién. Sin embargo, idealmente,
tales composiciones se mantienen con un pH posterior a la absorcion en el intervalo de 5,0 a 7,0 mediante el uso de
un tampon.

[0127] Si la adsorcion ha tenido lugar a un pH por encima del PZC del adyuvante, entonces, si la adsorcion es estable,
no es necesario mantener el pH, pero puede dejarse caer, por ejemplo, méas cerca de neutral. Después de la adsorcion,
por lo tanto, dicha composicion puede ser tamponada a un pH por debajo del PZC del adyuvante.

[0128] El pH de una composicion puede estar dentro de 1,2 unidades de pH del PZC del adyuvante antes y/o durante
la adsorcién, pero puede estar fuera de este intervalo después de la adsorciéon. Sin embargo, idealmente, tales
composiciones se mantienen con un pH posterior a la adsorcién dentro de 1,2 unidades de pH del PZC del adyuvante.

[0129] En algunas realizaciones, una composicion de la invencion incluye un tampén con un pKa entre 3,5y 6,5,
particularmente cuando se usa en combinacién con solucion salina. Se dice que esta formulacién es util con fHBP en
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la referencia 93. Un tampén de succinato con 1-10 mM de succinato (por ejemplo, 5 mM) es util, con un pH entre 5,8
y 6,0. La composicién puede incluir MgClz, KCI y/o NaCl.

[0130] La composicion puede ser estéril y/o libre de pirégenos. Las composiciones de la invenciéon pueden ser
isotonicas con respecto a los humanos.

[0131] Las composiciones de la invencion pueden incluir sales de sodio (por ejemplo cloruro sodico) para dar tonicidad.
Una concentraciéon de 10+2 mg/ml de NaCl es tipica, por ejemplo, aproximadamente 9 mg/ml.

[0132] Las composiciones de la invencién para la administracion a los pacientes son inmunogénicas, y son mas
preferiblemente de vacunas composiciones. Las vacunas segun la invencion pueden ser profilacticas (es decir, para
prevenir infecciones) o terapéuticas (es decir, para tratar infecciones), pero tipicamente seran profilacticas. Las
composiciones inmunogénicas usadas como vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente efectiva de
antigeno(s), asi como cualquier otro componente, segin sea necesario. Por "cantidad inmunolégicamente efectiva"
se entiende que la administracion de esa cantidad a un individuo, ya sea en una sola dosis o como parte de una serie,
es efectiva para el tratamiento o la prevencion. Esta cantidad varia segun la salud y la condicion fisica del individuo a
tratar, la edad, el grupo taxonémico del individuo a tratar (por ejemplo, primates no humanos, primates, efc.), la
capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccion deseado, la formulacién
de la vacuna, la evaluacién del médico tratante sobre la situaciéon médica y otros factores relevantes. Se espera que
la cantidad caiga en un rango relativamente amplio que puede determinarse a través de ensayos de rutina. El contenido
de antigeno de las composiciones de la invencion generalmente se expresara en términos de la cantidad de proteina
por dosis.

[0133] Los meningococos afectan a diversas areas del cuerpo y por lo tanto las composiciones de la invencion se
pueden preparar en diversas formas liquidas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables,
como soluciones o suspensiones. La composicién puede prepararse para administracién pulmonar, por ejemplo,
mediante un inhalador, usando un aerosol fino. La composicion puede prepararse para administracion nasal, auditiva
u ocular, por ejemplo, como pulverizacion o gotas. Los inyectables para administracion intramuscular son los mas
tipicos.

[0134] Las composiciones de la invencion pueden incluir un antimicrobiano, en particular cuando se envasa en formato
de multiples dosis. Los antimicrobianos como el tiomersal y el 2-fenoxietanol se encuentran cominmente en las
vacunas, pero se prefiere usar un conservante sin mercurio o ningun conservante.

[0135] Las composiciones de la invencion pueden comprender detergente, por ejemplo un Tween (polisorbato), tal
como Tween 80. Los detergentes estan generalmente presentes a bajos niveles por ejemplo, <0,01%, pero los niveles
mas altos se han sugerido para la estabilizacién de formulaciones de antigeno [93] por ejemplo, hasta 10% Una
composicién de ejemplo puede incluir de 0,01 a 0,05% de polisorbato, y esto es particularmente Util cuando se usan
antigeno(s) de fHBP lipidado.

Meétodos de tratamiento

[0136] Las composiciones de la invencién pueden usarse en un método para elevar una respuesta inmune en un
mamifero, que comprende administrar una composicién de la invencién al mamifero. La respuesta inmune es
preferiblemente protectora contra el meningococo y preferiblemente involucra anticuerpos. El método puede generar
una respuesta de refuerzo en un paciente que ya ha sido preparado.

[0137] El mamifero es preferiblemente un ser humano. Cuando la vacuna es para uso profilactico, el ser humano es
preferiblemente un nifio (por ejemplo, un nifio pequeno o un bebé) o un adolescente; donde la vacuna es para uso
terapéutico, el humano es preferiblemente un adulto. Una vacuna destinada a nifios también se puede administrar a
adultos, por ejemplo, para evaluar la seguridad, dosificacion, inmunogenicidad, etc.

[0138] Las composiciones de la invencion se describen para su uso como medicamento. El medicamento se utiliza
preferiblemente, como se ha descrito anteriormente, para elevar una respuesta inmune en un mamifero (es decir, es
una composicion inmunogénica) y es mas preferiblemente una vacuna.

[0139] También divulgamos el uso de al menos un antigeno fHBP y un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio en la
fabricacién de un medicamento para aumentar la respuesta inmune, como se describié anteriormente, en un mamifero.

[0140] Estos usos y métodos son preferiblemente para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad causada
por N. meningitidis, por ejemplo, meningitis bacteriana (o, mas especificamente, meningocécica) o septicemia.

[0141] Una forma de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica controlar la infeccion meningocdcica
después de la administracion de la composicion de la invencién. Una forma de verificar la eficacia del tratamiento
profilactico consiste en controlar las respuestas inmunes contra los antigenos después de la administracion de la
composicion. La inmunogenicidad de las composiciones de la invencion puede determinarse administrandolas a
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sujetos de prueba (por ejemplo, nifos de 12 a 16 meses de edad o modelos animales) y luego determinando
parametros estandar que incluyen anticuerpos bactericidas en suero (SBA) y titulos ELISA (GMT) para meningococo.
Estas respuestas inmunes generalmente se determinaran alrededor de 4 semanas después de la administracion de
la composicién, y se compararan con los valores determinados antes de la administracién de la composicién. Se
prefiere un aumento de SBA de al menos 4 veces u 8 veces. Cuando se administra mas de una dosis de la
composicién, se puede hacer mas de una determinacion posterior a la administracion.

[0142] Las composiciones de la invencion generalmente se administraran directamente a un paciente. La entrega
directa se puede lograr mediante inyeccion parenteral (p. ej. subcutdneamente, intraperitonealmente,
intravenosamente, intramuscularmente o al espacio intersticial de un tejido), o por cualquier otra via adecuada. La
invencion puede usarse para provocar inmunidad sistémica y/o mucosa. Se prefiere la administracién intramuscular al
muslo o la parte superior del brazo. La inyeccion puede ser a través de una aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica),
pero la inyeccién sin aguja puede usarse alternativamente. Una dosis intramuscular tipica es de 0,5 ml.

[0143] El tratamiento de dosificacién puede ser un programa de dosis Unica o un programa de dosis multiple. Se
pueden usar dosis multiples en un programa de vacunacion primaria y/o en un programa de vacunacioén de refuerzo.
Un programa de dosis primaria puede ser seguido por un programa de dosis de refuerzo. El tiempo adecuado entre
las dosis de cebado (p. €j., entre 4 y 16 semanas), y entre el cebado y el refuerzo, se puede determinar de forma
rutinaria.

General

[0144] La practica de la presente invenciéon empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales
de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de la habilidad de la técnica. Dichas
técnicas se explican completamente en la literatura. Véase, por ejemplo, las referencias 94-100, etc.

[0145] El término "que comprende" abarca "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.

[0146] El término "aproximadamente" en relacién con un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo, x+x10%.

[0147] Cuando la invencidn se refiere a un "epitopo"”, este epitopo puede ser un epitopo de células B y/o un epitopo
de células T, pero normalmente sera un epitopo de células B. Dichos epitopos pueden identificarse empiricamente
(por ejemplo, utilizando PEPSCAN [101,102] o métodos similares), o pueden predecirse (por ejemplo, utilizando el
indice antigénico de Jameson-Wolf [103], enfoques basados en matriz [104], MAPITOPE [105], TEPITOPE [106,107],
las redes neuronales [108], optimero y epimero [109,110], ADEPT [111], TSITES [112], |a hidrofilicidad [113], indice
antigénico [114] o los métodos descritos en las referencias 115-119, etc.). Los epitopos son las partes de un antigeno
que se reconocen y se unen a los sitios de union al antigeno de los anticuerpos o receptores de células T, y también
pueden denominarse "determinantes antigénicos".

[0148] Cuando la invencién usa un antigeno "purificado", este antigeno se separa de su entorno natural. Por ejemplo,
el antigeno estara sustancialmente libre de otros componentes meningocdcicos, distintos de cualquier otro antigeno
purificado que esté presente. Tipicamente, se preparara una mezcla de antigenos purificados purificando cada
antigeno por separado y luego volviéndolos a combinar, incluso si los dos antigenos estan naturalmente presentes en
la mezcla.

[0149] Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos significa que,
cuando alineado, ese porcentaje de aminoacidos son los mismos en la comparacién de las dos secuencias. Esta
alineacion y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia se pueden determinar utilizando programas de
software conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en la seccién 7.7.18 de la ref. 120. El algoritmo de
busqueda de homologia Smith-Waterman determina una alineacién preferida utilizando una busqueda de espacio afin
con una penalizacion por apertura de espacio de 12 y una penalizacion de extension de espacio de 2, matriz BLOSUM
de 62. El algoritmo de busqueda de homologia SmithWaterman se describe en la ref. 121.

[0150] 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.

MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

Adyuvantes de aluminio

[0151] Se estudio la adsorcion de fHBP a diferentes adyuvantes de aluminio bajo diferentes condiciones. Se usaron

varios antigenos fHBP, incluido un solo fHBP (pl predicho de 7,4) o mezclas hibridas de 2 o 3 fHBP. Algunos
experimentos incluyeron antigenos meningocécicos no fHBP adicionales.
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[0152] Con un adyuvante de hidroxido de aluminio a pH 6,5 + 0,5, se observé una adsorcion del 100% de fHBP con
todos los antigenos simples y mixtos. La adsorcion completa también se observé a un pH ligeramente mas alto en
presencia de tampon de histidina 10 mM. La presencia de adyuvantes de polipéptidos meningococicos adicionales no
redujo el grado de adsorcion de fHBP.

[0153] Por el contrario, con un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio a pH 7,0 el antigeno fHBP sélo se adsorbio al
50%. Este pH esta por debajo del pl predicho del antigeno y por encima del PZC del adyuvante.

[0154] Adyuvantes de hidréxido de aluminio tienen en general un PZC de aproximadamente 11,4. Por lo tanto, el pH
neutro esté por debajo del PZC del adyuvante. En contraste, el pH neutro esta por encima de PZC del adyuvante de
hidroxifosfato de aluminio.

[0155] La adsorcién de fHBP a un adyuvante de hidroxifosfato de aluminio se estudi6 a diferentes pH. Los siguientes
datos muestran los datos de pH y adsorcion obtenidos 24 horas después de la formulacion. Estas tres formulaciones
tienen la misma proteina de concentracion (50 ug/ml) y la concentracion de adyuvante (0,5 mg/ml), pero el uso de un
tampon de fosfato de sodio 10 mM a diferentes pH:

pH % de adsorcion
7,0 ~50%

5,8 ~95%

3,5 no adsorbido

[0156] Por lo tanto se logr6 adsorcion al [(B5% en una composicién de pH 5,8. Este pH es aproximadamente igual al
PZC del adyuvante (ligeramente mas alto) pero esta muy por debajo del pl del antigeno. Por el contrario, a un pH
aumentado (1,2 unidades de pH mas altas) o una adsorcién disminuida del pH (2,3 unidades de pH mas bajas) fue
pobre.

[0157] También se podria lograr un alto nivel de adsorcion aumentando la cantidad de adyuvante 4,5 veces.

[0158] La influencia de tampén y pH se estudié en experimentos adicionales usando 1 mg/ml de adyuvante y 100
pg/ml de antigeno. Los resultados fueron los siguientes:

. % de
Tampon pH adsorcion

7,1 [B0%

. 5,9 [B5%

Fosfato de sodio 10 mM 55 T95%

44 [B0%

6,9 [B5%

Fosfato de sodio 5 mM 6,1 [B5%

5,9 [B5%

7 [06%

Histidina 5 mM 5,9 [08%

5,2 [05%

[0159] Por lo tanto, se pudo lograr una alta adsorcién (295%) al hidroxifosfato de aluminio seleccionando un pH
apropiado. Los niveles de adsorcion superiores al 85% se observaron aqui solo cuando el pH estaba dentro de 1,2
unidades de pH del PZC del adyuvante (en el tampon relevante).

[0160] Como se mencioné anteriormente, estos estudios se realizaron con un fHBP que tiene un pl de 7,4. Este fHBP
se denominara en lo sucesivo como fHBP-v1. Se realizaron mas estudios con fHBP de dos cepas meningococicas
mas. El pl predicho para fHBP-v2 es 5,8, y para fHBP-v3 es 6,1. Ademas, se estudi6é una fusion para combinar los tres
v1, v2y v3. Cada una de estas cuatro proteinas se formul6é a 100 pug/ml con 0,222 mg/ml de adyuvante y 9 mg/ml de
NaCl. Se investigaron tres formulaciones diferentes de pH, a saber, pH 5, pH 6 y pH 7. Luego se determiné el grado
de adsorcion de las proteinas fHBP al hidroxifosfato de aluminio. Los resultados fueron los siguientes:

Adsorcion a pH

p! 5 6 7
vl | 7.4 20-40% | 90-95% | 40-60%
v2| 5.8 >95% >95% <25%
v3 | 6.1 90-95% >95% 80-85%

v1+v2+v3 - >95% >95% 85-90%
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[0161] Estos resultados confirman que la combinacién vi/v2/v3, que incluye un fHBP con un pl de 5,8 y otro con un
pl de 6,1 (es decir, ambos entre 5,0 y 7,0), podria alcanzar niveles de adsorcion de 285% usando un adyuvante de
hidroxifosfato de aluminio con un PZC entre 5,0 y 7,0. Ademas, los niveles mas altos de adsorcion para esta
combinacion se observaron cuando el pH estaba dentro de 1,2 unidades de pH del punto de carga cero del adyuvante
(es decir, apH 5 o pH 6, en lugar de a pH 7).

[0162] Se observo alta adsorcion excepto (i) para v1 y v2, cuando el pH fue de mas de 1,2 unidades mas alto que el
PZC del adyuvante (ii) para v1, cuando el pH fue menor que PZC del adyuvante y pl de la fHBP estaba fuera del rango
de 5,0 a 7,0. La adsorcion relativamente baja de v2 fHBP a pH 7 podria superarse agregando un segundo fHBP con
un pl en el rango de 5,0 a 7,0.

[0163] Por lo tanto, las mezclas de multiples variantes de fHBP con diferentes valores de pl pueden formularse con
éxito con altos niveles de adsorcion sin requerir hidroxido de aluminio.

[0164] Se entendera que la invencién se ha descrito a modo de ejemplo solamente y que se pueden hacer
modificaciones sin dejar de estar dentro del alcance de la invencion.
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LISTADO DE SECUENCIAS

[0166]

SEQ ID NO: I (fHBP-I)
VAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEV
DGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPEGGRATYRGTAFGSDD
AGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSA
EVKTVNGIRHIGLAAKQ

SEQ ID NO: 2 (fHBP-2)
VAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEV
DGQLITLESGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPDGKAEYHGKAFSSDDA
GGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSAT
VKIGEKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NO: 3 (fHBP-3)
VAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSIPONGTLTLSAQGAEKTFKAGDKDNSLNTGKLKNDKISRFDFVQK
IEVDGQTITLASGEFQIYKQONHSAVVALQIEKINNPDKTDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPGGKAEYHGKAFSS
DDPNGRLHYSIDFTKKQGYGRIEHLKTLEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAG
SATVKIGEKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NO: 4 (fHBP)
VTADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSISQONGTLTLSAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEV
DGQLITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQEQDPEHSEKMVAKRRFRIGDIAGEHTSFDKLPKDVMATYRGTAFGSDD
AGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNVDLAVAYIKPDEKHHAVISGSVLYNQDEKGSYSLGIFGEKAQEVAGSA
EVETANGIHHIGLAAKQ

SEQ ID NO: 5 (fHBP)

VAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSISQNGTLTLSAQGAERT FKAGDKDNSLNTGKLKNDKISRFDFIRQ
TEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQVODSEHSGKMVAKRQFRIGDIVGEHTSFDKLPKDVMATYRGTAFG
SDDAGGKLTYTIDAAKQGHGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDEKHHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGQAQEVAG
SAEVETANGIRHIGLAAKQ

SEQ ID NO: 6 (fHBP)
VAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSISQNGTLTLSAQGAEKTFKVGDKDNSLNTGKLKNDKISRFDFVQK
IEVDGQTITLASGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPSGKAEYHGKAFSS
DDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELASAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAG
SATVKIREKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NO: 7 (HmbR)

MKPLOMLPIAALVGSIFGNPVLAADEAATETTPVKAEIKAVRVKGQRNAPAAVERVNLNRIKQEMIRDNKDLVRYST
DVGLSDSGRHQKGFAVRGVEGNRVGVSIDGVNLPDSEENSLYARYGNFNSSRLSIDPELVRNIEIVKGADSFNTGSG
ALGGGVNYQTLQOGRDLLLDDRQFGVMMKNGYSTRNREWTNTLGFGVSNDRVDAALLYSQRRGHETESAGNRGYAVEG
EGSGANIRGSARGIPDSSKHKYNHHALGKIAYQINDNHRIGASLNGQQGHNYTVEESYNLTASSWREADDVNRRRNA
NLFYEWMPDSNWLSSLKADFDYQKTKVAAVNNKGSFPMDYSTWTRNYNQKDLDEI YNRSMDTRFKRFTLRLDSHPLQ
LGGGRHRLSFKTFVSRRDFENLNRDDYYFSGRVVRTTSSIQHPVKTTNYGFSLSDQIQWNDVFSSRAGIRYDHTKMT
PQELNAECHACDKTPPAANTYKGWSGFVGLAAQLNQAWRVGYDITSGYRVPNASEVYFTYNHGSGNWLPNPNLKAER
STTHTLSLQGRSEKGMLDANLYQSNYRNFLSEEQKLTTSGTPGCTEENAYYGICSDPYKEKLDWQOMKNIDKARIRGI
ELTGRLNVDKVASFVPEGWKLFGSLGYAKSKLSGDNSLLSTQPLKVIAGIDYESPSEKWGVFSRLTYLGAKKVKDAQ
YTVYENKGWGTPLQKKVKDY PWLNKSAYVFDMYGFYKPAKNLTLRAGVYNLFNRKYTTWDSLRGLYSYSTTNAVDRD
GKGLDRYRAPGRNYAVSLEWKE
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SEQ ID NO: 8 (HmbR)

MKPLOMLPIAALVGSIFGNPVFAADEAATETTPVKAEVKAVRVKGORNAPAAVERVNLNRIKQEMIRDNKDLVRYST
DVGLSDSGRHQKGFAVRGVEGNRVGVSIDGVNLPDSEENSLYARYGNFNSSRLSIDPELVRNIDIVKGADSFNTGSG
ALGGGVNYQTLQGRDLLLPERQFGVMMKNGYSTRNREWTNTLGFGVSNDRVDAALLYSQRRGHETESAGKRGYPVEG
AGSGANIRGSARGIPDPSQHKYNHHALGKIAYQINDNHRIGASLNGQQGHNYTVEESYNLLASYWREADDVNRRRNT
NLFYEWTPESDRLSMVKADVDYQKTKVSAVNYKGSFPIEDSSTLTRNYNQKDLDEIYNRSMDTRFKRITLRLDSHPL
QLGGGRHRLSFKTFASRRDFENLNRDDYYFSGRVVRTTSSIQHPVKTTNYGFSLSDQIQWNDVEFSSRAGIRYDHTKM
TPQELNAECHACDKTPPAANTYKGWSGFVGLAAQLNQAWRVGYDITSGYRVPNASEVYFTYNHGSGNWLPNPNLKAE
RTTTHTLSLQGRSEKGTLDANLYQSNYRNFLSEEQKLTTSGDVSCTQMNYYYGMCSNPYSEKLEWQMONIDKARIRG
IELTGRLNVDKVASFVPEGWKLFGSLGYAKSKLSGDNSLLSTQPLKVIAGIDYESPSEKWGVFSRLTYLGAKKVKDA

- -

QYTVYENKGWGTPLQKKVKDY PWLNKSAYVFDMYGFYKPVKNLTLRAGVYNVFNRKYTTWDSLRGLYSYSTTNSVDR
DGKGLDRYRAPSRNYAVSLEWKF

SEQ ID NO: 9 (287)

MFKRSVIAMACIFALSACGGGGGGSPDVKSADTLSKPAAPVVSEKETEAKEDAPQAGSQGOGAPSAQGSQDMAAVSE
ENTGNGGAVTADNPKNEDEVAQNDMPONAAGTDSSTPNHTPDPNMLAGNMENQATDAGESSQPANQPDMANAADGMQ
GDDPSAGGONAGNTAAQGANQAGNNQAAGSSDPIPASNPAPANGGSNFGRVDLANGVLIDGPSQNITLTHCKGDSCS
GNNFLDEEVQLKSEFEKLSDADKISNYKKDGKNDKFVGLVADSVQMKGINQYIIFYKPKPTSFARFRRSARSRRSLP
AEMPLIPVNQADTLIVDGEAVSLTGHSGNIFAPEGNYRYLTYGAEKLPGGSYALRVQGEPAKGEMLAGAAVYNGEVL
HFHTENGRPYPTRGRFAAKVDFGSKSVDGIIDSGDDLHMGTQKFKAAIDGNGFKGTWTENGSGDVSGKFYGPAGEEV
AGKYSYRPTDAEKGGFGVFAGKKEQD

SEQ ID NO: 10 (NadA)

MSMKHFPSKVLTTAILATFCSGALAATSDDDVKKAATVAIVAAYNNGQEINGFKAGETIYDIGEDGTITQKDATAAD
VEADDFKGLGLKKVVTNLTKTVNENKQNVDAKVKAAESEIEKLTTKLADTDAALADTDAALDET TNALNKLGENITT
FAEETKTNIVKIDEKLEAVADTVDKHAEAFNDIADSLDETNTKADEAVKTANEAKQTAEETKQNVDAKVKAAETAAG
KAEAAAGTANTAADKAEAVAAKVTDIKADIATNKADIAKNSARIDSLDKNVANLRKETRQGLAEQAALSGLFQPYNV
GRFNVTAAVGGYKSESAVAIGTGFRFTENFAAKAGVAVGTSSGSSAAYHVGVNYEW

SEQ ID NO: 11 (NspA)

MKKALATLIALALPAAALAEGASGFYVQADAAHAKASSSLGSAKGFSPRISAGYRINDLRFAVDYTRYKNYKAPSTD
FKLYSIGASAIYDFDTQSPVKPYLGARLSLNRASVDLGGSDSFSQTSIGLGVLTGVSYAVTPNVDLDAGYRYNYIGK
VNTVKNVRSGELSAGVRVKF

SEQ ID NO: 12 (NhhA)

MNKIYRIIWNSALNAWVVVSELTRNHTKRASATVKTAVLATLLFATVQASANNEEQEEDLYLDPVQRTVAVLIVNSD
KEGTGEKEKVEENSDWAVYFNEKGVLTAREI TLKAGDNLKIKQONGTNEFTYSLKKDLTDLTSVGTEKLSFSANGNKVN
ITSDTKGLNFAKETAGTNGDTTVHLNGIGSTLTDTLLNTGATTNVTNDNVTDDEKKRAASVKDVLNAGWNIKGVKPG
TTASDNVDFVRTYDTVEFLSADTKTTTVNVESKDNGKKTEVKIGAKTSVIKEKDGKLVTGKDKGENGSSTDEGEGLV
TAKEVIDAVNKAGWRMKTTTANGQTGOADKFETVTSGTNVTFASGKGTTATVSKDDQGNITVMYDVNVGDALNVNQL
QNSGWNLDSKAVAGSSGKVISGNVSPSKGKMDETVNINAGNNIEITRNGKNIDIATSMTPQFSSVSLGAGADAPTLS
VDGDALNVGSKKDNKPVRITNVAPGVKEGDVTNVAQLKGVAQNLNNRIDNVDGNARAGIAQAIATAGLVQAYLPGKS
MMAIGGGTYRGEAGYAIGYSSISDGGNWIIKGTASGNSRGHFGASASVGYQW

SEQ ID NO: 13 (App)

MKTTDKRTTETHRKAPKTGRIRFSPAYLAICLSFGILPQAWAGHTYFGINYQYYRDFAENKGKFAVGAKDIEVYNKK
GELVGKSMTKAPMIDFSVVSRNGVAALVGDQYIVSVAHNGGYNNVDFGAEGRNPDQHRFTYKIVKRNNYKAGTKGHP
YGGDYHMPRLHKFVTDAEPVEMTS YMDGRKY IDONNYPDRVRIGAGRQYWRSDEDEPNNRESSYHIASAYSWLVGGN
TFAQNGSGGGTVNLGSEKIKHSPYGFLPTGGSFGDSGSPMFIYDAQKQKWLINGVLQTGNPY IGKSNGFQLVRKDWE
YDEIFAGDTHSVFYEPRONGKYSFNDDNNGTGKINAKHEHNSLPNRLKTRTVQLFNVSLSETAREPVYHAAGGVNSY
RPRLNNGENISFIDEGKGELILTSNINQGAGGLYFQGDFTVSPENNETWQGAGVHISEDSTVTWKVNGVANDRLSKI
GKGTLHVQAKGENQGSISVGDGTVILDQQADDKGKKQAFSEIGLVSGRGTVQLNADNQFNPDKLYFGFRGGRLDLNG
HSLSFHRIQNTDEGAMIVNHNQODKESTVTITGNKDIATTGNNNSLDSKKEIAYNGWFGEKDTTKTNGRLNLVYQPAA
EDRTLLLSGGTNLNGNITQTNGKLFFSGRPTPHAYNHLNDHWSQKEGI PRGEIVWDNDWINRTFKAENFQIKGGQAV
VSRNVAKVKGDWHLSNHAQAVFGVAPHQSHTICTRSDWTGLTNCVEKTITDDKVIASLTKTDISGNVDLADHAHLNL
TGLATLNGNLSANGDTRYTVSHNATQONGNLSLVGNAQATFNQATLNGNTSASGNASFNLSDHAVQNGSLTLSGNAKA
NVSHSALNGNVSLADKAVFHFESSRFTGQISGGKDTALHLKDSEWTLPSGTELGNLNLDNATITLNSAYRHDAAGAQ
TGSATDAPRRRSRRSRRSLLSVTPPTSVESRENTLTVNGKLNGQGTFRFMSELFGYRSDKLKLAESSEGTYTLAVNN
TGNEPASLEQLTVVEGKDNKPLSENLNFTLONEHVDAGAWRYQLIRKDGEFRLHNPVKEQELSDKLGKAEAKKQAEK
DNAQSLDALIAAGRDAVEKTESVAEPARQAGGENVGIMQAEEEKKRVQADKDTALAKQREAETRPATTAFPRARRAR
RDLPQLQOPQPQPQPORDLISRYANSGLSEFSATLNSVFAVQDELDRVFAEDRRNAVWTSGIRDTKHYRSQDFRAYRQ
QTDLRQIGMQOKNLGSGRVGILFSHNRTENTFDDGIGNSARLAHGAVFGQYGIDRFYIGISAGAGFSSGSLSDGIGGK
IRRRVLHYGIQARYRAGFGGFGIEPHIGATRYFVOKADYRYENVNIATPGLAFNRYRAGIKADYSFKPAQHISITPY
LSLSYTDAASGKVRTRVNTAVLAQDFGKTRSAEWGVNAEIKGFTLSLHAAAAKGPQLEAQHSAGIKLGYRW
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SEQ ID NO: 14 (Omp8S)

MKLKQIASALMMLGISPLALADFTIQDIRVEGLQRTEPSTVFNYLPVKVGDTYNDTHGSAIIKSLYATGFFDDVRVE
TADGQLLLTVIERPTIGSLNITGAKMLONDAIKKNLESFGLAQSQYFNQATLNQAVAGLKEEYLGRGKLNIQITPKV
TKLARNRVDIDITIDEGKSAKITDIEFEGNQVYSDRKLMROMSLTEGGIWTWLTRSNQFNEQKFAQDMEKVTDFYQN
NGYFDFRILDTDIQTNEDKTKQTIKITVHEGGRFRWGKVSIEGDTNEVPKAELEKLLTMKPGKWYERQQOMTAVLGEI
ONRMGSAGYAYSEISVQPLPNAETKTVDFVLHIEPGRKIYVNEIHITGNNKTRDEVVRRELRQMESAPYDTSKLQRS
KERVELLGYFDNVQFDAVPLAGTPDKVDLNMSLTERSTGSLDLSAGWVQDTGLVMSAGVSODNLFGTGKSAALRASR

SKTTLNGSLSFTDPYFTADGVSLGYDVYGKAFDPRKASTSIKQYKTTTAGAGIRMSVPVTEYDRVNFGLVAEHLTVN
TYNKAPKHYADFIKKYGKTDGTDGSFKGWLYKGTVGWGRNKTDSALWPTRGYLTGVNAEIALPGSKLQYYSATHNQT
WFFPLSKTFTLMLGGEVGIAGGYGRTKEIPFFENFYGGGLGSVRGYESGTLGPKVYDEYGEKISYGGNKKANVSAEL
LFPMPGAKDARTVRLSLFADAGSVWDGKTYDDNSSSATGGRVQONIYGAGNTHKSTFTNELRYSAGGAVTWLSPLGPM
KFSYAYPLKKKPEDEIQRFQFQLGTTF '

SEQID NO: 15
GSGGGG

SEQID NO: 16
GSGSGGGG

SEQID NO: 17
HHHHHH

SEQID NO: 18
ICICICICICICICICICICICICIC

SEQID NO: 19
KLKLLLLLKLK

SEQ ID NO: 20

MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYG
NGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIA
GEHTSFDKLPEGGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSV
LYNQAEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ

SEQ ID NO: 21

MNRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLQSLTLDQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYG
NGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLG
GEHTAFNQLPDGKAEYHGKAFSSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTR
YGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NO: 22

MNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGSGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSIPONGTLTLSAQGA
EKTFKAGDKDNSLNTGKLKNDKISRFDFVQKIEVDGQTITLASGEFQIYKQONHSAVVALQIEKINNPDKTDSLINQR
SFLVSGLGGEHTAFNQLPGGKAEYHGKAFSSDDPNGRLHYSIDFTKKQGYGRIEHLKTLEQNVELAAAELKADEKSH
AVILGDTRYGSEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQ

SEQ ID NO: 23

CSSGGGGSGGGGVTADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSISQNGTLTLSAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDK
VSREDFIRQIEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQEQDPEHSEKMVAKRRFRIGDIAGEHTSFDKLPKDVM
ATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNVDLAVAYIKPDEKHHAVISGSVLYNQDEKGSYSLGI
FGEKAQEVAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ

SEQ ID NO: 24

CSSGGGGSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSISQONGTLTLSAQGAERTFKAGDKDNSLNTGKLK
NDKISRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQVQODSEHSGKMVAKRQFRIGDIVGEHTSFDKLPK
DVMATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDAAKQGHGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDEKHHAVISGSVLYNQAEKGSYSL
GIFGGQAQEVAGSAEVETANGIRHIGLAAKQ

SEQ ID NO: 25

CSSGSGSGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDSISONGTLTLSAQGAEKT FKVGDKDNSLNTGKLKN
DKISRFDFVQKIEVDGQTITLASGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPSG
KAEYHGKAFSSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELASAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYHLA
LFGDRAQEIAGSATVKIREKVHEIGIAGKQ
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmunogénica que comprende dos antigenos meningococicos fHBP diferentes, ambos adsorbidos
al adyuvante de hidroxifosfato de aluminio, en donde (i) los dos antigenos meningocécicos fHBP tienen un punto
isoeléctrico entre 5,0 y 7,0, (ii) el adyuvante de hidroxifosfato de aluminio tiene un punto de carga cero entre 5,0 y 7,0,
y (iii) la composicion incluye un tampdn para mantener el pH en el rango de 5,0 a 7,0.

2. Un método para adsorber dos antigenos meningococicos fHBP diferentes a un adyuvante de hidroxifosfato de
aluminio para dar una composicion inmunogénica, en la que (i) ambos antigenos meningocdécicos fHBP tienen un
punto isoeléctrico entre 5,0 y 7,0, (ii) el adyuvante de hidroxifosfato de aluminio tiene un punto de carga cero entre 5,0
y 7,0, y (iii) la adsorciéon de ambos antigenos fHBP tiene lugar a un pH entre 5,0 y 7,0 en presencia de un tampon.

3. El método o composicién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los dos antigenos
meningocdcicos fHBP tienen un punto isoeléctrico entre 5,0 y 6,0.

4. El método o composicion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el hidroxifosfato de aluminio
tiene un isoeléctrico punto entre 5,0 y 6,0.

5. El método o composicion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que (i) ambos antigenos
meningocadcicos fHBP tienen un punto isoeléctrico entre 5,0 y 6,0 y (ii) el hidroxifosfato de aluminio tiene un punto
isoeléctrico entre 5,0 y 6,0.

6. El método o composicién de la reivindicacion 5, en donde el tampon mantiene el pH en el rango de 5,0 a 6,0.

7. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, en la que el tampén mantiene el pH dentro de 0,5 unidades
de pH del punto del adyuvante de carga cero.

8. La composicion o método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los dos antigenos fHBP
diferentes son:

(i) un primer y segundo polipéptido; (ii) un primer y tercer polipéptido; o (iii) un segundo y tercer polipéptido,
seleccionado desde:

(a) un primer polipéptido que comprende una secuencia de aminodacidos (i) que tiene al menos 84%
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y/o (ii) que consiste en un fragmento de al menos
20 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 1

(b) un segundo polipéptido, que comprende una secuencia de aminoacidos (i) que tiene al menos
84% de identidad de secuencia para SEQ ID NO: 2 y/o (ii) que consiste en un fragmento de al menos
20 amino&cidos contiguos de SEQ ID NO: 2;

(c) un tercer polipéptido, que comprende una secuencia de aminoacidos (i) que tiene al menos 84%
de identidad de secuencia para SEQ ID NO: 3 y/o (ii) que consiste en un fragmento de al menos 20
aminoacidos contiguos de SEQ ID NO: 3.

9. La composicién o método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde los dos antigenos fHBP
diferentes son: (i) un primero y segundo polipéptido; (ii) un segundo y tercer polipéptido, seleccionado de:

(a) un primer polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4;
(b) un segundo polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos un 95% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6;
(c) un tercer polipéptido, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5.

10. La composicion o método de cualquier reivindicacion precedente, en donde los dos antigenos fHBP diferentes son:
(a) un primer polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 4; y (b) un segundo polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6.

11. La composicion o método de la reivindicacién 10, en donde el primer polipéptido es una lipoproteina que tiene una
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 23 y el segundo polipéptido es una lipoproteina que tiene la secuencia de
amino&cidos SEQ ID NO: 25.

12. La composicion de cualquier reivindicacién precedente, en la que la composicidon no incluye un adyuvante de
hidroxido de aluminio.

13. La composicion de la reivindicacién 12, que comprende un sacarido capsular bacteriano conjugado.
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14. La composicion o método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los polipéptidos fHBP estan
lipidados en una cisteina de extremo N, en donde el lipido comprende palmitoilo.

15. La composicion o método de cualquier reivindicacion precedente, en donde el hidroxifosfato de aluminio tiene un
PZC entre 5,4y 6,2.

16. La composicién o método de cualquier reivindicacién precedente, en donde el hidroxifosfato de aluminio tiene una
relacién molar P/Al entre 0,85y 1,0.

17. La composicion o método de cualquier reivindicacion precedente, en donde el hidroxifosfato de aluminio es amorfo
y particulas que comprenden placas con diametros de 10-100 nm.

18. La composicion o método de cualquier reivindicacién precedente, en donde la concentracion de Al*++ es <2 mg/ml.
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